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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a atividade antimicrobiana e caracteristicas
fisico-quimicas de extratos de propolis (EP) das abelhas sem ferrdo Jatai e
Mandacaia. Foram avaliadas cinco amostras, sendo Jatai e Mandacaia in natura e
trés amostras comerciais (uma Jatai e duas Mandacaia). As amostras séo
provenientes da regido Sul (Santa Catarina, Parana e Rio Grande do Sul) e Centro-
Oeste (Distrito Federal) do Brasil. A atividade antibacteriana foi verificada por ensaio
de disco-difusdo, determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Os EP também foram avaliados quanto ao teor
de extrato seco, compostos fendlicos e atividade antioxidante. Os EP de Mandacaia
apresentaram halo de inibicdo (19-68 mm) para S. aureus, B. cereus e S. mutans,
enquanto os EP de Jatai ndo formaram halo de inibicAo bacteriana. Os EP
apresentaram CBM de 0,03 a 0,50 mg/mL frente as bactérias Gram-positivas (S.
aureus, B. cereus e S. mutans) e CBM de 0,15 a 1,00 mg/mL frente as bactérias Gram-
negativas (P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. enterica e E. coli). Os EP apresentaram
CIM de <0,01 a 0,40 mg/mL para as Gram-positivas e CIM de 0,10 a 0,20 mg/mL para
as Gram-negativas. Os EP comercial de Jatai e Mandacaia do Distrito Federal
apresentaram extrato seco de 2,61 e 2,56%, valores muito abaixo do minimo de 11%
estabelecido pela legislacéo brasileira, e os demais EP tiveram valores de 12,09 a
16,43%. Em relacdo aos compostos fendlicos, o valor minimo estabelecido pela
legislacéo é de 0,50% e os EP comercial e in natura de Mandagaia apresentaram
valores superiores a 0,70%. Os EP de Jatai ndo apresentaram compostos fenélicos
na metodologia testada. Os EP de Jatai apresentaram menor acdo antioxidante
guando comparadas aos EP de Mandacaia. O EP de Mandacaia do Rio Grande do
Sul obteve a maior concentracdo de compostos fendlicos (2,56%) e a maior atividade
antioxidante (71,28 mM/mg DPPH e 148,20 mM/mg ABTS). Devido a lise que a
propolis causa na parede celular das bactérias e por conta das diferencas da parede
celular, as bactérias Gram-positivas foram mais sensiveis a acdo dos EP quando

comparadas as Gram-negativas. Todos os EP de Mandacaia possuem maior teor de



compostos fendlicos e propriedades antioxidantes, sendo entdo mais eficazes nos
testes de atividade antibacteriana em relacdo aos EP de Jatai.
Palavras-chave: Abelhas sem ferrdo; Atividade Antibacteriana; Bactérias Gram-

negativas; Bactérias Gram-positivas; Prépolis.



ABSTRACT

The aim of this study was to determine the antimicrobial activity and physicochemical
characteristics of propolis extracts (PE) from Jatai and Mandacaia stingless bees. Five
samples were evaluated, being Jatai and Mandacaia in natura and three commercial
samples (one Jatai and two Mandacaia). The samples come from the South (Santa
Catarina, Parana and Rio Grande do Sul) and Midwest (Federal District) regions of
Brazil. The antibacterial activity was verified by disc-diffusion assay, determination of
the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC). The PE were also evaluated for dry extract content, phenolic
compounds, and antioxidant activity. The PE from Mandacaia showed a halo of
inhibition (19-68 mm) for S. aureus, B. cereus and S. mutans, while the PE from Jatai
did not form a halo of bacterial inhibition. The PE showed CBM from 0.03 to 0.50
mg/mL against Gram-positive bacteria (S. aureus, B. cereus and S. mutans) and CBM
from 0.15 to 1.00 mg/mL against Gram-negative bacteria (P. aeruginosa, K.
pneumoniae, S. enterica and E. coli). The PE presented MIC from <0.01 to 0.40 mg/mL
for Gram-positive and MIC from 0.10 to 0.20 mg/mL for Gram-negative. The PE
commercial and in natura from Jatai and Mandacaia of the Federal District presented
dry extract of 2.61 and 2.56%, values well below the minimum of 11% established by
Brazilian legislation, and the other PE had values from 12.09 to 16.43%. In relation to
phenolic compounds, the minimum value established by legislation is 0.50% and the
PE commercial and in natura from Mandacaia presented values greater than 0.70%.
The PE from Jatai did not present phenolic compounds in the tested methodology. The
PE from Jatai showed less antioxidant action when compared to PE from Mandacaia.
The PE from Mandacaia from Rio Grande do Sul had the highest concentration of
phenolic compounds (2.56%) and the highest antioxidant activity (71.28 mM/mg DPPH
and 148.20 mM/mg ABTS). Due to the lysis that propolis causes in the cell wall of
bacteria and because of cell wall differences, Gram-positive bacteria were more
sensitive to the action of PE when compared to Gram-negative ones. All PE from
Mandacaia have a higher content of phenolic compounds and antioxidant properties,
thus being more effective in antimicrobial activity tests compared to PE from Jatai.

Keywords: Antibacterial activity; Gram-negative bacteria; Gram-positive bacteria;

Propolis; Stingless bees.
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1 INTRODUCAO

Espécies de abelhas nativas das Américas estao sujeitas as praticas de manejo
desde os tempos das civilizacGes pré-colonizacao europeia. Essa relacéo € tao intima
que comumente essas abelhas sdo chamadas de abelhas indigenas (SALATINO;
PEREIRA; SALATINO, 2019). O grupo Meliponini abriga cerca de 400 espécies
catalogadas na regido Neotropical (Américas do Sul e Central), e correspondem a
cerca de metade dos animais que polinizam as plantas tropicais (BARBOSA et al.,
2017; CAMARGO; OLIVEIRA; BERTO, 2017; KOSER et al., 2020; POPOVA,;
TRUSHEVA; BANKOVA, 2021).

A Meliponicultura, que consiste na criacdo de abelhas sem ferrdo, cresceu
muito nos ultimos anos no Brasil por causa do investimento em pesquisa e
melhoramento das técnicas de manejo (KOSER et al., 2020). O foco dos produtores
de abelhas sem ferrdo ainda € a producao de mel, porém além do mel, essas abelhas
possuem outros produtos com potencial interessante, como o pdlen, a cera e a
propolis (VENTURIERI et al., 2012).

A prépolis € uma substancia natural produzida pelas abelhas a partir da coleta
de secrecdes resinosas de diferentes tipos de plantas, com adicdo de enzimas
salivares e cera em sua composicdo, visando vedar e proteger as colmeias de
organismos invasores (BAYRAM et al., 2018). Diversas propriedades biol6gicas sao
atribuidas a propolis, dentre elas um potencial de atividade antimicrobiana que vem
sendo amplamente estudado (ANDRADE et al., 2017).

As propolis das abelhas sem ferrdo tém composicao quimica variavel de acordo
com espécie da abelha e principalmente fonte vegetal (especificidade da flora local e
época de colheita). Sendo assim, a composi¢do quimica da propolis influencia sua
atividade biolégica (SANCHES et al., 2017).

Amplamente distribuida no territorio brasileiro, a meliponinea da espécie
Tetragonisca angustula, conhecida popularmente por Jatai, € uma das espécies mais
abundantes nos neotrépicos. E considerada uma espécie de pequeno porte,
importante para os ecossistemas devido seu alto potencial polinizador e considerada
alvo de pesquisas cientificas pela producdo de mel e prépolis com relevantes
propriedades medicinais (DOS SANTOS et al., 2017; JACOB et al., 2019).
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Também bastante distribuida no Brasil, a meliponinea popularmente conhecida
como Mandacaia (Melipona quadrifasciata) é bastante utilizada para producao de mel
e é polinizadora dos grandes ecossistemas brasileiros. A abelha Mandacaia é décil e
de facil manejo, caracteristicas que a torna bastante atrativa para a criagdo em caixas
(BARTELLI; SANTOS; NOGUEIRA-FERREIRA, 2014; DOS SANTOS et al., 2017;
TOMPOROSKI DITTRICH; SCHUHLI, 2016).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Meliponicultura e aimportancia das abelhas nativas

Em 1953, Paulo Nogueira Neto, um dos primeiros pesquisadores dos estudos
sobre abelhas sem ferrdo no Brasil, cunhou o termo meliponicultura, que é dado a
criagdo racional' das abelhas sem ferrdo (BARBIERI; FRANKOY, 2020) e que €
associado principalmente as espécies com maior capacidade de fabricar e armazenar
mel, como as do género Melipona (VENTURIERI et al., 2012).

Também conhecidas como “abelhas indigenas” ou “abelhas nativas”, as
abelhas sem ferrdo possuem um ferrdo pequeno, atrofiado, 0 que as tornam
incapazes de ferroar (SILVA; PAZ, 2012). Encontram-se no Brasil mais de 300
espécies catalogadas dessas abelhas que estdo distribuidas em 27 géneros. Por
conta da criacao racional de véarias espécies de abelhas sem ferrdo, a regido Norte e
Nordeste possuem uma maior concentracdo dessas espécies (LAVINAS et al., 2019;
SILVA; PAZ, 2012).

A criacdo das abelhas sem ferrdo surge como uma alternativa, altamente
sustentavel, para a manutencdo e renovacao da diversidade genética de plantas, seja
em ambientes naturais ou agricolas (BARBOSA, A. D. L. et al., 2007; VENTURIERI et
al., 2012). Infelizmente, por conta da degradacao dos ambientes naturais, demasiado
uso de agrotoxicos e expansao das zonas urbanas, as abelhas sem ferrdo estdo em
processo de declinio de suas populacdes (BARBIERI; FRANKOY, 2020). Por esse
motivo, 0os meliponarios (colecdo de ninhos de abelhas sem ferrdo) possuem elevada
importancia, ndo so6 pela preservagdo das colbnias, mas também para a polinizagédo
das florestas, manutenc¢ao da diversidade natural, e ainda, rentabilidade dos criadores
(VENTURIERI, 2004).

2.2 Descricao das espécies Jatai e Mandacaia

1 Criacdo racional de abelhas é quando o apicultor ndo polui o meio ambiente e ainda, gera renda para
seu sustento e de sua familia (BARBOSA, A. D. L. et al., 2007).
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Existem mais de 500 espécies de abelhas sem ferrdo espalhadas pelo mundo
(ABDULLAH et al., 2020). A espécie Tetragonisca angustula é encontrada desde o sul
do México até o Sul do Brasil (DOS SANTOS et al., 2017).

A abelha Jatai € de pequeno porte, tendo em média de 4 a 5 mm de
comprimento, seu corpo € longo e estreito, possui uma barriga amarelada sendo sua
cabeca e torax preto brilhante (BARREIRAS et al., 2020; DOS SANTOS et al., 2017,
FUENMAYOR et al., 2012). E uma espécie facil de se encontrar porque além de
construir suas colmeias em arvores, costuma também construir em buracos nas
paredes e em cavidades vazias (VENTURIERI, 2004). O mel e a propolis das abelhas
jatai sdo bastante estudados pela comunidade cientifica por possuirem relevantes
propriedades medicinais (BARREIRAS et al., 2020).

Figura 1 - Abelha Jatai (Tetragonisca angustula) em sua colmeia.

FONTE: LAVINAS et al., 2019.

A espécie Melipona quadrifasciata € encontrada em diversos estados do Brasil,
como Paraiba, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e em regifes secas da Bahia, compreendendo
entdo as regides Nordeste, Sul e Sudeste do pais (DOS SANTOS et al., 2017;
OLIVEIRA et al.,, 2015; TEIXEIRA et al., 2017). A abelha Mandacaia tem
aproximadamente 11 mm de comprimento, € uma abelha de cor escura, suas coldnias
possuem entre 500 a 900 individuos e, procura fazer suas colmeias em lugares altos,
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como em arvores (DOS SANTOS et al., 2017). Em relacéo a producédo de mel, cada
colmeia das abelhas Mandacaia conseguem produzir de 2 a 3 litros de mel por ano

tornando-o um produto muito bem valorizado (BRITO et al., 2013).

Figura 2 - Abelha Mandacaia (Melipona quadrifasciata) em sua colmeia

FONTE: LAVINAS et al., 2019.

2.3 Propolis de Jatai e Mandacaia: caracteristicas fisico-quimicas e

microbioldgicas

Sobre a definicdo do conceito de propolis:

O anexo VI, da Instrugdo Normativa n° 03, de 19 de janeiro de 2001, do
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, define a prépolis como
produto oriundo de substancias resinosas, gomosas e balsamicas, colhidas
pelas abelhas, de brotos, flores e exsudados de plantas, nas quais as
abelhas acrescentam secrecdes salivares, cera e pélen para elaboragéo final
do produto (BRASIL, 2001, p. 5).

E com a prépolis que as abelhas Jatai e Mandagaia constroem suas colmeias,
protegem a entrada das colbnias e as fixam nas arvores ou nas cavidades que
encontram (MACIEL et al., 2015). Como a propolis é uma mistura de resinas naturais
e secrecOes salivares das abelhas (BARREIRAS et al., 2020; FIKRI et al., 2020), sua
composicdo quimica depende da vegetacdo presente ao redor de suas colmeias, 0
gue afeta as caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas das propolis (FIANCO
et al., 2013; FIKRI et al., 2020; TEIXEIRA et al., 2017).
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Abdullah e colaboradores (2020) trouxeram que a composicdo das prépolis
também depende da regido em que as abelhas se encontram, o que acaba
impactando as propriedades microbioldgicas das prépolis.

Existem diferencas entre as propolis produzidas pelas espécies Jatai e
Mandacaia. A propolis de Jatai € composta por acidos, terpendides e flavonoides. Ja
a propolis de Mandacaia, € composta por &cidos, ésteres, alcoois, compostos
fendlicos, flavonoides, aldeidos, terpenos, hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos.
(DOS SANTOS et al., 2017; SANCHES et al., 2017; BITTENCOURT et al., 2015).

Devido a esses componentes presentes nas propolis dessas abelhas,
principalmente aos compostos fendlicos e os flavonoides, a propolis possui atividade
antitumoral, imunomoduladora, antiviral, antibacteriana, antioxidante, cicatrizante,
antileishmania e ainda, propriedades anti-inflamatorias (BARREIRAS et al., 2020;
FIANKO et al., 2013; FIKRI et al., 2020; LAVINAS et al., 2019).

As propriedades antissépticas da préopolis sdo tdo conhecidas que na
antiguidade, era utilizada na medicina e nos medicamentos (ABDULLAH et al., 2020),
sendo até hoje vendida em diferentes preparacfes farmacéuticas para a prevencao
de doencas cardiacas, cancer, diabetes e ainda potencializa o sistema imunolégico
(DOS SANTOS et al., 2017).

Em relacdo ao mecanismo para inibicdo das bactérias, Fikri e colaboradores
(2020) e Salazar e colaboradores (2018), trazem que a grande quantidade de
terpendides presente na prépolis, possui um efeito bacteriostético e bactericida.

Assim, ocorre a lise celular, através da abertura de poros na camada celular.
Dessa forma, ha um aumento da permeabilidade celular, e todo o liquido intersticial
ird sair da célula, tornando inviavel a vida celular (FIKRI et al., 2020; SALAZAR et al.,
2018).

2.4 Legislacao brasileira para a propolis das abelhas nativas

De acordo com Salatino, Pereira e Salatino (2019), a Rassia, a China e o Brasil
sdo 0s maiores exportadores de prépolis a nivel mundial. O Brasil exporta cerca de
50 a 100 toneladas por ano sendo que, aproximadamente 75% desse total € exportado
para o Japdo (DOS SANTOS et al., 2017).
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Com o alto valor de mercado, a meliponicultura vem crescendo a cada dia no
Brasil (SILVA et al., 2012), principalmente no Estado de Santa Catarina, e de acordo
com Koser e colaboradores (2020), cerca de 70 familias sdo sustentadas por esse
trabalho, criando mais de 10.000 col6nias de abelhas sem ferréo.

Segundo Rauber e Ciriato (2017), a meliponicultura gera impacto ambiental
positivo, é viavel economicamente, € aceita pela sociedade e ainda, faz parte da
cultura, sendo entdo, uma das poucas atividades no mundo que se encaixam nos
quatro eixos de sustentabilidade propostos pela Organizacdo das Nacbes Unidas
(ONU)2.

Porém, na busca de legislacdes que definam a identidade e requisitos de
qgualidade minimos dos extratos de préopolis das abelhas sem ferrdo, observa-se que
ainda ha uma deficiéncia de politicas publicas voltadas para essa atividade tdo grande
no territorio brasileiro (KOSER et al., 2020; SILVA et al., 2012).

A Instrucdo Normativa n° 03, de 19 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001) aprova
os Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade de Apitoxina, Cera de Abelha,
Geleia Real, Geleia Real Liofilizada, Pdlen Apicola, Propolis e Extrato de Prépolis. O
anexo VIl dessa Instrugdo Normativa (BRASIL, 2001), define que o extrato de prépolis
€ um “produto proveniente da extracdo dos componentes sollveis da propolis em
alcool neutro, utilizando processos tecnoloégicos adequados”.

No Quadro 1, encontram-se as principais caracteristicas regulamentadas pela
IN 03/2001 (BRASIL, 2001), para o extrato de prépolis.

QUADRO 1 - Principais caracteristicas dos extratos de prépolis.

Caracteristicas sensoriais

Aroma Depende da origem botz‘i_nica (pode ser balsamico e
resinoso)
Variavel por conta da origem onde foram coletados os
Cor insumos pelas abelhas, podendo ir desde tons de ambar,
para avermelhada e até esverdeada
Sabor Variavel, podendo ser de suave a forte, amargo e picante

Principais requisitos fisico-quimicos

2 Para Barbiére e colaboradores (2020), a meliponicultura se encaixa nos quatro eixos de
sustentabilidade proposto pela ONU: Ambiental, o Social, o Cultural e 0 Econémico pois, alimenta
familias, traz interacéo social, geracao de renda e ainda, impacta positivamente o meio ambiente ja
que, as abelhas polinizarédo as plantas ao redor de suas colmeias.



23

Principais requisitos fisico-quimicos

Extrato seco Min. 11% (m/v)
Compostos Min. 0,50% (m/m)

fendlicos
At|V|_dadg de Max. 22 segs.

oxidacao

Teor alcodlico Max. 70° GL (v/v)
- Embalado em material apto bromatologicamente que proteja
Acondicionamento
0 produto.
Aditivos N&o deve conter aditivos.

Fonte: Instrucdo Normativa n° 03, de 19 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001).
Notas: m/v = massa por volume ou seja, 10 mg em 100 mL; m/m = massa por massa ou, 10 mg em
100 mg; v/v = volume por volume ou, 10 mL em 100 mL; ° GL = graus Gay-Lussac.

Através da Resolucdo n°® 496, de 19 de agosto de 2020 (BRASIL, 2020a), o
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) regulamenta como deve ser 0 uso
e manejo sustentaveis das abelhas-nativas-sem-ferrdo, onde o meliponicultor
necessita de autorizagdo de um Orgdo ambiental competente para exercer sua
atividade e ainda, o meliponario devera ser inscrito no Cadastro Técnico Federal de
Atividades Potencialmente Poluidoras ou Utilizadoras de Recursos Ambientais - CTF.

Por fim, ha na Camara dos Deputados o Projeto de Lei n°® 4.449-A de 2020
(BRASIL, 2020b), que regulamenta o transporte das colmeias das abelhas-nativas-
sem-ferrdo, e fala sobre a comercializacdo dos produtos e subprodutos oriundos da

meliponicultura mas, que ainda nao foi aprovado.

2.5 Diferenciacéo das bactérias e resisténcia antimicrobiana

As bactérias sdo microrganismos unicelulares que se reproduzem por divisao
celular e possuem uma estrutura relativamente simples (DIK; FISHER; MOBASHERY,
2018; MURRAY, 2018). Em 1844, o dinamarqués Hans Christian Joachim Gramem,
observando as estruturas da parede celular das bactérias, desenvolveu a coloragéo
de Gram que colore de roxo as bactérias Gram-positivas e de rosa, as Gram-negativas
(ANDREA; VILLALOBOS, 2014).

A parede celular tanto das bactérias Gram-positivas quanto das Gram-
negativas € formada por uma camada de peptidoglicanos, porém nas bactérias Gram-

negativas, essa camada € bem mais fina e esta unida por lipoproteinas a uma
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membrana externa sobrejacente (MURRAY, 2018; ANDREA; VILLALOBOS, 2014,
DIK; FISHER; MOBASHERY, 2018).

Muitas bactérias, sejam Gram-positivas ou Gram-negativas, sdo patogénicas
aos humanos (DIK; FISHER; MOBASHERY, 2018) podendo causar sepse, infeccdes
cardiovasculares, infec¢des do trato urinario, infecgdes de ouvidos, olhos do sistema-
nervoso-central, gastrointestinais, genitais e até mesmo, infecgbes 6sseas (MURRAY,
2018; DE CASTRO, 2019).

Os antimicrobianos séo utilizados em larga escala para o tratamento das
doencas infecciosas (BARREIRAS, 2020) porém, seu uso excessivo pode causar
resisténcia antimicrobiana, um fendbmeno natural que ocorre quando 0s
microrganismos desenvolvem mecanismos de combate quando sdo expostos
repetidas vezes aos antimicrobianos (Organizacdo Pan-Americana da Saude; DIK;
FISHER; MOBASHERY, 2018; BARREIRAS, 2020; FICA, 2014; MOTA; DE
OLIVEIRA; SOUTO, 2018).

Algumas cepas de bactérias Gram-positivas como Streptococcus pneumoniae
e Staphylococcus aureus, ja desenvolveram mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos, principalmente a classe dos beta-lactamicos (FICA, 2014;
BARREIRAS, 2020). Como principal causa das infec¢cdes que estdo presentes no
ambiente hospitalar, os microrganismos Gram-negativos como Escherichia coli,
Klebsiela pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (BARREIRAS, 2020; FICA, 2014),
ja apresentam resisténcia a varios antimicrobianos por exemplo, as penicilinas,
cafalosporinas e carbapenémicos, dificultando assim, o tratamento das infeccbes
(BARREIRAS, 2020; FICA, 2014; MOTA; DE OLIVEIRA; SOUTO, 2018).

Devido ao avango dos mecanismos de resisténcias dos microrganismos aos
antibioticos ja existentes, novas estratégias para busca de potenciais agentes
antimicrobianos com menor toxicidade e maior eficicia, se fazem necessérias para
auxiliar os profissionais de saude e ampliar as alternativas de combate a infec¢des
potencialmente graves (NAVARRO-PEREZ, 2021; OSTROSKY, 2008; VERAS;
NASCIMENTO, 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo determinar atividade antimicrobiana e
caracteristicas fisico-quimicas de extratos de propolis das abelhas sem ferrdo Jatai e

Mandacaia.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar estudo da atividade antimicrobiana dos extratos de proépolis
empregando ensaio de difusdo em disco;

e Determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e a Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) dos extratos de prépolis;

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos extratos de propolis
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4 JUSTIFICATIVA

A fonte vegetal é o principal determinante da composicdo quimica da prépolis
e influencia sua atividade biologica. As diferentes prépolis brasileiras possuem
propriedades biolégicas e composi¢do quimica distintas. Tal variacdo € explicada pela
vasta biodiversidade brasileira, bem como, até certo ponto, a capacidade das abelhas
em modificar e adicionar seus componentes proprios a propolis. Na literatura, esta
descrito que a propolis possui varias atividades terapéuticas como antitumoral,
imunomoduladora, antiviral, antibacteriana, antioxidante, cicatrizante, antileishmania
e ainda, propriedades anti-inflamatérias. Diante das propriedades biol6gicas
evidenciadas das diferentes prépolis brasileiras, este trabalho teve por objetivo avaliar
a atividade antimicrobiana e as caracteristicas fisico-quimicas de extratos de prépolis

das abelhas sem ferrdo Jatai e Mandagcaia.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencao dos extratos da propolis

No total, cinco extratos de propolis (EP) foram avaliados. Duas amostras de
prépolis in natura (um EP de Mandacaia e um EP de Jatai), foram obtidas em
meliponarios localizados na regido Sul do Brasil. Para obtencdo do EP, 30g das
amostras foram trituradas com auxilio do almofariz com pistilo; o material triturado foi
embebido em 100mL de solvente etanol 96°GL, e sob agitacdo mecanica ocorreu a
extracdo em temperatura ambiente (agitacdo continua por 2 horas). Posteriormente,
a solucao foi filtrada e acondicionada em frasco de vidro de coloragdo ambar,
devidamente higienizado, tendo como concentracao final, 30% p/v de EP. Todo o
processo foi realizado no Laboratério de Controle de Qualidade da Universidade
Federal de Brasilia, Faculdade de Ceilandia. As outras trés amostras de EP utilizadas,
sdo extratos alcodlicos comerciais obtidos de meliponérios do Centro-Oeste e Sul do
Brasil (Quadro 2).

QUADRO 2 - Amostras de extratos de prépolis.

Amostras Sigla Tipo Procedéncia
1 Jatai 1PR/J Prépolis bruta Parana
2 Jatai 2 DF/ JPC Extrato comercial Distrito Federal
3 Mandacaia 3SC/M Prépolis bruta Santa Catarina
4 Mandacaia 4 DF / MPC Extrato comercial Distrito Federal
5 Mandacaia 5 RS/ MM Extrato comercial Rio Grande do Sul

Fonte: autoria prépria, 2023.

5.2 Preparo dos indculos microbianos

Os in6culos utilizados foram bactérias Gram-negativas (Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706, Salmonella
enterica ATCC 14028 e Escherichia coli ATCC 25922) e bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 14579 e Streptococcus
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mutans ATCC 25175). Os in6culos foram preparados através de suspenséo direta do
crescimento microbiano em caldo Luria Bertani (LB) com turvacéo equivalente a 0,5
da escala de Mc Farland (1,0x108 - 1,0x108 UFC/mL) sendo ajustada entre 0,08 — 0,10
de densidade Optica a 625 nm em espectrofotdmetro.

5.3 Estudo da atividade antibacteriana dos extratos de propolis por ensaio de

disco-difusdo

O método de ensaio de disco-difusdo foi realizado utilizando protocolo
recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Para
realizar o ensaio de disco-difusdo, utilizou-se in6culo das bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 14579 e Streptococcus
mutans ATCC 25175). Com auxilio de alca bacteriologica, o inéculo bacteriano foi
semeado na superficie de uma placa de agar Muller-Hinton, até a obtencdo de um
espalhamento uniforme. Apés a secagem do indculo, foram aplicados discos de papel
de filtro, com 6 mm de didametro, impregnados com 20 yL dos EP. Os testes foram
realizados em triplicata e as leituras foram realizadas apds 24 horas de incubacédo a
37°C, por meio da medicédo dos halos de inibicdo do crescimento em milimetros de

diametro.

5.4 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e da

Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) é definida como a menor
concentracdo de um agente antimicrobiano capaz de reduzir a contagem microbiana
em 99,9% (CLSI, 1999). Foram realizadas diluicdes em caldo LB dos in6culos na
concentracéo de 0,5 na escala de Mc Farland na ordem de 1:150, resultando em uma
concentracédo de 1,0x108 UFC/mL. Entdo, adicionou-se em tubos tipo eppendorff 0,2
mL do inéculo na concentragdo de 1,0x10° UFC/mL e 0,2 mL das diferentes
concentracdes de EP, resultando em uma concentracéo final de bactérias de 5,0x10°
UFC/mL. Como controle positivo (com crescimento das bactérias), utilizou-se 0,2 mL
do in6culo na concentragdo de 1,0x10% UFC/mL e 0,2 mL de caldo LB. Como controle

negativo (inibicdo do crescimento das bactérias), 0,2 mL do inéculo na concentragcao
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de 1,0x10° UFC/mL e 0,2 mL de EP. Os tubos foram incubados a 37°C por 18 horas
e entdo as diluicbes foram plaqueadas em agar Mueller-Hinton e incubadas a 37°C
por 18 a 24 horas. Assim, a CBM foi determinada na menor concentragéo dos extratos
de prépolis onde ndo foram observadas colbnias nas placas.

A metodologia para a determinacédo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
foi modificada de acordo com Ristivojevi¢ e colaboradores (2018), e apds o periodo
de incubacdo das diferentes diluicdes do agente antimicrobiano com o indculo
bacteriano, o0 método colorimétrico da resazurina sodica a 0,01% foi utilizado. Para
tanto, utilizando placas de pocos com correta identificacdo de todos o0s pocos,
inclusive o campo positivo (+) e negativo (-), transferiu-se 100 uL de cada teste. Apos,
aplicou-se 20 uL da solugdo de resazurina em cada teste, para ser possivel a
realizacdo da leitura visual dos resultados, em que a cor azul caracteriza a inatividade
bacteriana e a cor rosa, o crescimento das bactérias. Portanto, a CIM foi definida como
a menor concentracao dos extratos de propolis que inibem o crescimento microbiano

e apresentam cor azul na presenca da resazurina.

5.5 Caracterizacdo fisico-quimica de identidade e qualidade dos extratos de

propolis

As amostras foram colocadas em cadinhos (previamente secos e pesados) e
mantidas em estufa a 105°C até se obter peso constante, sendo determinado o teor
de extrato seco (IAL, 2008). Esta andlise foi realizada em triplicata e o teor de residuo
seco (sOlidos soltuveis em etanol) foi calculado pela razdo entre a massa de residuo
depositada no cadinho e a massa inicial de propolis bruta extraida, em porcentagem.
Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo método de Folin-Denis
(FOLIN & DENIS, 1912). A atividade antioxidante in vitro foi determinada pelos
meétodos de reducao dos radicais 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) (KIM et al., 2002)
e acido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS) (RE et al., 1999).

5.6 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média de analises em triplicata. O valor

de p calculado foi obtido por meio do teste de ANOVA néo pareado e quando as
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meédias foram significativamente diferentes a p<0,05, o teste de Tukey foi usado para
comparacao das médias. O coeficiente de variagcao foi determinado, em porcentagem,
a fim de analisar a dispersdo dos dados em torno da média. Os dados foram

analisados com uso do software STATISTICA®, versio 10.0.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Atividade antibacteriana dos extratos por ensaio de disco-difusdo dos

extratos de propolis

Para os ensaios de disco-difusdo, foram avaliadas cinco amostras de EP,
sendo duas das amostras (Jatai e Mandacaia) in natura e trés amostras comerciais
(duas Mandacaia e uma Jatai). As amostras sao provenientes da regido Sul (Santa
Catarina, Parana e Rio Grande do Sul) e Centro-Oeste (Distrito Federal) do Brasil.
Das cinco amostras analisadas, apenas os EP de Mandagaia (M, MPC e MM)
apresentaram halo de inibicdo microbiana (19-68 mm) para as bactérias S. aureus, B.
cereus e S. mutans (Tabela 1), mostrando que no teste de disco-difusédo, os EP de

Mandacaia apresentaram maior atividade antibacteriana em relacao aos EP de Jatai.

TABELA 1 - Atividade antibacteriana dos extratos de propolis, expressa em diametro
dos halos (mm), obtida através do ensaio de disco-difuséo.

Amostras de prépolis Bactérias Gram-positivas
. ) Extrato
Procedéncia/ Tipo S. aureus B. cereus S. mutans
1PR/J in natura N N N
2DF/JPC comercial N N N
3SC/M in natura  19,00+0,01& 23,00+0,01& 24,00+0,14 2
4 DF /| MPC comercial 68,00+0,91° 30,00+0,14° 30,00+0,14 "
5RS /MM comercial 26,00+0,01 ¢ N 24,0040,14 2

Fonte: autoria prépria, 2023.

Notas: N = ndo houve halo de inibigdo microbiana, PR = Parand, SC = Santa Catarina, DF = Distrito
Federal, RS = Rio Grande do Sul. J = Jatai (PR), JPC = Jatai (DF), M = Mandacaia (SC), MPC =
Mandacaia (DF), MM = Mandagaia (RS). Os resultados foram expressos como médias dos diametros
dos halos (mm) + desvio padrdo de trés repeticfes. As médias na mesma coluna com letras distintas
(a, b e c) apresentam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) de acordo com o teste de

Tukey.

O EP de Mandacaia proveniente do Distrito Federal (MPC) apresentou a maior

atividade antibacteriana contra as bactérias S. aureus, B. cereus e S. mutans (halos
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de inibicdo de 68,00; 30,00 e 30,00 mm, respectivamente). Dentre os EP de
Mandacaia, a amostra comercial do RS (MM) se mostrou menos eficaz, pois nao
houve atividade antibacteriana contra B. cereus.

Provavelmente o EP de Mandacaia proveniente do Distrito Federal (MPC)
apresentou os maiores halos de inibicdo para as bactérias testadas porque tem uma
menor concentracdo de propolis em sua composi¢cao se comparado aos outros EP de
mandacaia, conforme pode ser verificado na Tabela 4 deste estudo. Um ponto
importante a ser considerado € que os extratos de propolis apresentam dificuldade de
se difundir uniformemente pelo meio de cultura devido a natureza hidrofébica da
propolis, que mesmo em solucdo alcodlica, precipita ao entrar em contato com meio
aquoso, tornando o método de difusdo em agar questionavel na determinacdo da sua
atividade antimicrobiana (INOUYE et al., 2006).

Os EP de Jatai (JPC e J) ndo formaram halo de inibicdo bacteriana. A diferenca
de acdo antibacteriana dos EP de Mandacaia e Jatai pode ser explicada pela
composicao das prépolis dessas abelhas, que varia de acordo com as espécies de
plantas presentes na regido em que a colmeia se encontra, influenciando assim, seu
potencial de acdo antibacteriana (SANCHES et al., 2017; SUREK et al., 2021).

Os EP de Mandacaia provenientes do estado de Parana (Brasil) sdo compostos
por acidos fendlicos, flavonoides, diterpenos, triterpenos, polifendis e lipideos
fendlicos (SUREK et al., 2021). Dentre os compostos quimicos presentes no EP de
Jatai, destaca-se os acidos fendlicos, principalmente o &cido galico, que é conhecido
por suas propriedades antibacterianas (BARREIRAS et al., 2020; PETER, 2015).

Waller et al. (2017) encontraram quantidades bem menores de acidos fendlicos
(3,93%) e flavonoides (2,05%) em EP das abelhas Jatai comparado aos resultados
obtidos para os EP verde de Apis mellifera (acidos fendlicos de 41,84% e flavonoides
de 11,40%). Os autores concluiram que os EP de Jatai apresentaram atividade

antibacteriana, porém bem inferior, guando comparada aos EP verde.

6.2 Determinacdo da Concentragdo Bactericida Minima (CBM) dos extratos de

prépolis
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Todos os EP testados no estudo apresentaram CBM frente as bactérias Gram-
positivas (0,03-0,50 mg/mL) e frente as bactérias Gram-negativas (0,15-1,00 mg/mL)
(Tabela 2).

TABELA 2 - Determinagdo da concentracéao bactericida minima (CBM) dos extratos

de propolis.
Amostras de propolis (Procedéncia/ Tipo)
CBM (mg/mL)

Cepas 1 PR/ 2 DF/J 3 SC/M 4 DF/IM 5 RS/M
() (IPC) (M) (MPC) (MM)

Gram-positivas
S. aureus 0,302 0,50° 0,06 ¢ 0,20 ¢ 0,302
S. mutans 0,302 0,25 &b 0,20° 0,25 ab 0,20°
B. cereus 0,202 0,202 0,03° 0,10°¢ 0,10°¢

Gram-negativas
K. pneumoniae 0,302 0,50° 0,302 0,302 0,50°
P. aeruginosa 0,302 0,302 0,50° 1,00 ¢ 0,20 ¢
S. enterica 0,302 0,50° 0,302 0,302 0,50 P
E. coli 0,302 0,302 0,50° 0,50 P 0,15¢

Fonte: autoria propria, 2023.

Notas: PR = Parana, SC = Santa Catarina, DF = Distrito Federal, RS = Rio Grande do Sul. J = Jatai e
M = Mandacaia. J = Jatai (PR), JPC = Jatai (DF), M = Mandacaia (SC), MPC = Mandacaia (DF), MM =
Mandagcaia (RS). O valor de p calculado foi obtido por meio do teste de ANOVA nédo pareado. As médias
na mesma linha com letras diferentes (a, b e c) séo significativamente diferentes a p<0,05 de acordo

com o teste de Tukey.

Em relacéo as bactérias Gram-positivas testadas, o EP in natura de Mandacaia
(M/SC) apresentou os menores valores de CBM para S. aureus (0,06 mg/mL) e B.
cereus (0,03 mg/mL). O maior valor de CBM (0,50 mg/mL) para S. aureus foi obtido
para o EP comercial de Jatai (JPC). Para S. aureus e B. cereus os EP de Mandacgaia
apresentaram menores valores de CBM que os EP de Jatai. Para S. mutans os
menores valores de CBM (0,20 mg/mL) foram obtidos para o EP in natura de
Mandacaia (M/SC) e o EP comercial de Mandacaia (MM/RS).
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Rocha et al. (2013) reportaram CBM de 0,34 mg/mL para S. aureus ATCC
25923, e esses resultados se aproximam dos valores obtidos no presente estudo para
o EP de Jatai (J) e de Mandacaia (MM), ambos, com CBM de 0,30 mg/mL.

Em relacédo as bactérias Gram-negativas testadas, a E. coli foi mais sensivel
frente a acdo do EP de Mandacaia (MM/RS), com CBM de 0,15 mg/mL. As bactérias
K. pneumoniae e S. enterica obtiveram valores de CBM de 0,30-0,50 mg/mL para
todas os EP testados. A P. aeruginosa foi a bactéria mais resistente a acdo do EP
Mandacaia do DF (MPC), e obteve o maior valor de CBM (1,00 mg/mL), sendo que o
EP de Mandacaia (MM/RS) obteve o menor valor de CBM para P. aeruginosa de 0,20
mg/mL.

6.3 Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos de
prépolis

Os EP testados no estudo apresentaram CIM frente as bactérias Gram-
positivas variando de <0,01-0,40 mg/mL e CIM frente as bactérias Gram-negativas
variando de 0,10-0,20 mg/mL (Tabela 3). O EP in natura de Mandacaia (M),
proveniente de SC, obteve os menores valores de CIM frente as bactérias Gram-
positivas S. aureus, B. cereus e S. mutans (<0,01 mg/mL). O EP comercial de
Mandacaia (MM/RS) também obteve valores de CIM <0,01 mg/mL para B. cereus e
S. mutans. O maior valor de CIM (0,40 mg/mL) para S. aureus foi obtido para o EP
comercial de Jatai (JPC). B. cereus foi o microrganismo mais sensivel, com o0s
menores valores de CIM (<0,01 mg/mL a 0,03 mg/mL) para os EP testados.

Os valores de CIM dos EP de Mandacgaia foram menores que dos EP de Jatai
frente as bactérias Gram-positivas S. aureus, B. cereus e S. mutans. Isso se deve
muito provavelmente as diferencas de composicdo dessas propolis que varia
conforme as plantas encontradas ao redor das colmeias das abelhas, dependendo da
regiao, clima e tipo de abelha que as polinizam (ABDULLAH et al., 2020; TEIXEIRA
et al., 2017).

Em relacdo as bactérias Gram-negativas, o EP in natura de Mandacaia (M),
proveniente de SC, obteve o menor valor de CIM frente a E. coli (0,03 mg/mL). E. coli
foi o microrganismo mais sensivel a acdo dos EP, com CIM entre 0,03 mg/mL e 0,08
mg/mL. Os EP M, MM e JPC obtiveram o menor valor de CIM (0,13 mg/mL) para K.
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pneumoniae. Os EP MPC e MM e obtiveram os menores valores de CIM (0,08 e 0,10
mg/mL) para P. aeruginosa. E os EP MPC e M obtiveram os menores valores de CIM

(0,10 e 0,13 mg/mL) para S. enterica.

TABELA 3 - Determinacdo da concentracao inibitdria minima (CIM) dos extratos de

propolis.
Amostras de propolis (Procedéncial/ Tipo)
CIM (mg/mL)
Cepas ATCC 1 PR/ 2 DF/J 3 SC/M 4 DF/IM 5 RS/M
() (JPC) (M) (MPC) (MM)
Gram-positivas
S. aureus 0,13 a 0,40 b <001lc 0,06 d 0,02 e
S. mutans 0,06 a 0,08 a <0,01b 0,03c <0,01b
B. cereus 0,03 a 0,03 a <0,01b <0,01b <0,01b
Gram-negativas
K. pneumoniae 0,20 a 0,13 b 0,13 b 0,20 a 0,13 b
P. aeruginosa 0,13 a 0,13 a 0,13 a 0,08 b 0,10b
S. enterica 0,20 a 0,20 a 0,13 b 0,10 b 0,20 a
E. coli 0,10 a 0,08 a 0,03 b 0,08 a 0,10 a

Fonte: autoria propria, 2023.

Notas: PR = Parana, SC = Santa Catarina, DF = Distrito Federal, RS = Rio Grande do Sul. J = Jatai e
M = Mandacaia. J = Jatai (PR), JPC = Jatai (DF), M = Mandacaia (SC), MPC = Mandagaia (DF), MM =
Mandacaia (RS). O valor de p calculado foi obtido por meio do teste de ANOVA néo pareado. As médias
na mesma linha com letras diferentes (a, b e c) séo significativamente diferentes a p<0,05 de acordo

com o teste de Tukey.

Veloz et al. (2015), estudaram trés amostras de EP chilenas ricas em polifenais,
identificadas como CEP1, CEP2 e CEP3, e encontraram valor de CIM <0,001 mg/mL
para S. mutans. Alaerjani et al. (2022), analisaram propolis coletadas de 25 colmeias
de abelhas africanizadas (Apis mellifera), localizadas na Arébia, e o extrato alcodlico
de propolis apresentou CIM de 1,25 mg/mL para E. coli e S. aureus.

Peter (2015) relatou para propolis de Jatai, CIM de 67,1 mg/mL para E. coli e
CIM de 30,7 mg/mL para S. aureus. Dos Santos et al. (2017) observaram para EP de
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Mandacaia, CIM de >1 mg/mL para E. coli, 0,5 mg/mL para P. aeruginosa e 0,25
mg/mL para S. aureus.

Com excec¢do do EP comercial de Jatai (JPC) (valor de CIM de 0,40 mg/mL
para S. aureus), os EP apresentaram menores valores de CIM para as bactérias
Gram-positivas em comparacdo com as Gram-negativas. De Pontes et al. (2018)
descrevem que a ruptura da membrana citoplasmatica (lise celular) das bactérias
pelos EP, podem ser causados por inibicdo da topoisomerase, que inibird a sintese
de acido nucleotidico, além de inibir a formacao de biofilme e inibir a NADH-citocromo
c redutase.

E possivel que a diferenca de CIM para as bactérias ocorra por conta das
diferencas das paredes bacterianas, assim, bactérias Gram-positivas possuem uma
densa camada de peptideoglicanos, mas, com baixa lipofilicidade, o que ajuda na
permeabilidade da prépolis na parede bacteriana causando lise celular (ANDREA;
VILLALOBOS, 2014; DIK; FISHER; MOBASHERY, 2018; MURRAY, 2018). Ja as
bactérias Gram-negativas, também possuem essa camada de peptideoglicanos,
porém, bem mais fina e com uma estrutura bem complexa, pois esta ligada, por
lipoproteinas, a uma outra membrana externa sobrejacente (ANDREA; VILLALOBOS,
2014; DIK; FISHER; MOBASHERY, 2018; MURRAY, 2018), dificultando assim, a
permeabilidade da propolis na membrana celular, tornando-as menos sensiveis a sua
acao inibitoria.

Pesquisadores, buscam novos usos para os EP que auxiliem no tratamento de
infeccdes causadas por bactérias ou, que maximize os tratamentos ja existentes (AL-
WAILI, 2018; LIEW et al., 2022; WIECZOREK et al., 2022). Al-waili (2018) concluiram
gue a juncao de dois EP diferentes, potencializa a agcao antibacteriana do EP, pois a
juncao foi capaz de inibir todos 0s microrganismos testados em seu estudo.

Por fim, Wieczorek et al. (2022), fizeram um levantamento de literatura com os
principais achados de atividade antimicrobiana, composi¢ao das prépolis e seus usos,
objetivando trazer a indastria farmacéutica uma base para producdo e
desenvolvimento de produtos como sprays, cremes, comprimidos e capsulas, além de

enxaguantes e cremes dentais, usando a propolis como principio ativo.

6.4 Analises fisico-quimicas dos extratos de prépolis
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A Tabela 4 apresenta os resultados da caracterizacao fisico-quimica dos EP de
Jatai e Mandacaia obtidos no estudo.

TABELA 4 - Andlises fisico-quimicas dos extratos de prépolis.

Amostras de

o Compostos
propolis Extrato Seco o TEACopPpH TEACaBTS
o Fenolicos
Procedéncia/ (% m/v) (mM/mg) (mM/mg)
_ (% m/m)
Tipo
1 PR/ (J) 16,43+0,18 a N 0,20+£0,04 a 2,22+0,14 a
2 DF/J (JPC) 2,61+0,43 b N 0,12+0,03 b 1,88+0,39 a
3 SC/M (M) 12,09+2,06 ¢ 0,73+0,07a 17,1410,38c 42,33t4,54 b

4 DF/M (MPC) 2,56+0,48d 0,88+0,02a 1,62+0,02d 35,32+7,45c¢c

5 RS/M (MM) 15,54+0,58 a 2,56+0,13b 71,28+0,70e 148,20+1,41d

Valores de Minimo Minimo
referéncia 11,00% 0,50%

Fonte: autoria prépria, 2023; Valores de referéncia (BRASIL, 2001).

Notas: N = ndo foi possivel realizar método de quantificacdo. PR = Parand, SC = Santa Catarina, DF =
Distrito Federal, RS = Rio Grande do Sul. J = Jatai e M = Mandacaia. J = Jatai (PR), JPC = Jatai (DF),
M = Mandacaia (SC), MPC = Mandacaia (DF), MM = Mandacaia (RS). Atividade antioxidante em
equivalente em Trolox (TEAC), expressa em milimolar por miligrama de amostra (mM/mg). Os
resultados foram expressos como média de andlises em ftriplicata + desvio padrdo. As médias na
mesma coluna com letras diferentes (a, b e c) sdo significativamente diferentes a p<0,05 de acordo

com o teste de Tukey.

A Instrugdo Normativa n°® 03, de 19 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), que
traz as principais caracteristicas dos EP, define que a prépolis devera ter no minimo
11% (m/v) de extrato seco. Os EP de Jatai e Mandacaia provenientes do Distrito
Federal (JPC e MPC) apresentaram extrato seco de 2,61% m/v e 2,56% m/v, valores

muito abaixo do minimo de 11% m/v, e assim, ndo estdo de acordo com o valor
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estabelecido pela legislacdo. Os demais EP tiveram valores de 12,09% m/v a 16,43%
m/v, mostrando que foram elaborados com pelo menos 30% de propolis in natura.

Em relacdo aos compostos fendlicos, o valor minimo estabelecido pela
legislacdo € de 0,50% m/m e, todos os EP de Mandacaia (M, MPC e MM),
apresentaram valores superiores a 0,70% m/m, estando dentro do que a legislacao
preconiza. Os EP de Jatai ndo apresentaram compostos fendlicos na metodologia
testada.

Todas as amostras de EP apresentaram atividade antioxidante. Os EP de Jatai
apresentaram menor acédo antioxidante quando comparadas aos EP de Mandacaia.
O EP de Mandacaia do RS (MM), obteve a maior concentracdo de compostos
fendlicos (2,56% m/m) e a maior atividade antioxidante (71,28mM/mg DPPH) e
(148,20mM/mg ABTS), evidenciando uma relacdo positiva entre o aumento de
compostos fendlicos e, acdo antioxidante dos EP.

Ao contrario do presente estudo, Devequi-Nunes et al. (2018), analisando
caracteristicas fisico-quimicas de EP verde, vermelha e marrom de diferentes estados
do Brasil, encontraram compostos fendlicos de 24,9% m/m para propolis marrom,
37,4% m/m para prépolis verde e, 48,1% m/m para propolis vermelha. Também
analisaram a acdo antioxidante usando DPPH e, para a prépolis marrom encontraram
159,74mM/mg, para prépolis verde, 133,25mM/mg e, para propolis vermelha,
89,90mM/mg.

E importante analisar as caracteristicas fisico-quimicas dos extratos de
prépolis, pois assim pode-se conhecer ainda mais as preferéncias das espécies das
abelhas e ainda, saber como serd a eficacia da propolis frente aos microrganismos ou
situacao a ser usada.

Atualmente, ndo existem estudos suficientes na literatura que pesquisem EP
de abelhas sem ferréo, principalmente de Jatai e Mandacaia e que, utilizem bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas utilizadas nesse estudo. Portanto, vale ressaltar a
caracteristica inovadora do presente estudo.

Os diferentes resultados encontrados entre as propolis se dao devido aos locais
de coleta pelas abelhas de material para a confeccdo da prépolis e ainda, as
diferencas biologicas existentes entre as abelhas (TORRES et al., 2018).
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7 CONCLUSAO

Todos os EP de Jatai e Mandacaia apresentaram agdo antibacteriana frente as
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas no presente estudo. Devido a
lise que a prépolis causa na parede celular das bactérias e ainda, devido as diferencas
da parede celular existentes entre elas, as bactérias Gram-positivas foram mais
sensiveis a agcao das amostras de EP quando comparadas as Gram-negativas. Os EP
de Mandacaia possuem compostos fendlicos que dédo a elas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas, sendo entdo os EP de Mandacaia mais eficazes nos

testes de atividade antibacteriana em relacdo aos EP de Jatai.
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APENDICE 1 - Atividade antibacteriana por ensaio de disco-difusdo para as

bactérias Gram-positivas

1.1 Atividade antibacteriana por disco-difusdo dos EP comerciais (MPC, JPC e
MM) e dos EP in natura (J e M) de Jatai e Mandacaia para bactérias Gram-
positivas: S. mutans ATCC 25175, S. aureus ATCC 25923 e B. cereus ATCC
14579

IMAGEM 1 - ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EP JPC CONTRA S. AUREUS, S.
MUTANS E B. CEREUS.

FONTE: autoria propria.

IMAGEM 2 - ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EP MPC CONTRA S. AUREUS, S.
MUTANS E B. CEREUS.

FONTE: autoria prépria.
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IMAGEM 3 - ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EP J CONTRA S. AUREUS, S.
MUTANS E B. CEREUS.

FONTE: autoria propria.

IMAGEM 4 - ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EP M CONTRA S. AUREUS, S.
MUTANS E B. CEREUS.

FONTE: autoria propria.
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IMAGEM 5 - ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EP MM CONTRA S. AUREUS, S.
MUTANS E B. CEREUS.

FONTE: autoria prépria.
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APENDICE 2 — CBM para as bactérias Gram-positivas
2.1 Determinacdo da CBM para S. aureus ATCC 25923

IMAGEM 1 - DETERMII\NIACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP JPC CONTRA S. AUREUS.

/ - =

FONTE: autoria propria.
Notas: DiluigBes de prépolis JPC utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20

mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as dilui¢des foram realizadas em duplicata.

IMAGEM 2 - DETERMINAQAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP MPC CONTRA S. AUREUS.

= ==
e e : » e——
e N

FONTE: autoria prépria.
Notas: Diluigbes de propolis MPC utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20
mg/mL; 0,10 mg/mL; 0,06 mg/mL; 0,03 mg/mL; 0,01 mg/mL (+) = controle positivo. Todas as diluicdes

foram realizadas em duplicata.
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IMAGEM 3 - DETERMINACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES

FONTE: autoria prépria.
Notas: Diluicbes de prépolis J utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20

mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as diluicdes foram realizadas em duplicata.

IMAGEM 4 - DETERMIN@QAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP M CONTRA S. AUREUS.

FONTE: autoria propria.
Notas: Diluicdes de prépolis M utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20
mg/mL; 0,15 mg/mL; 0,10 mg/mL; 0,06 mg/mL; 0,03 mg/mL; 0,02 mg/mL; 0,01 mg/mL (+) = controle

positivo. Todas as diluicdes foram realizadas em duplicata.
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IMAGEM 5 - DETERMINNACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP MM CONTRA S. AUREUS.

FONTE: autoria prépria.
Notas: DiluicBes de propolis MM utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20
mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as diluicdes foram realizadas em duplicata.

2.2 Determinacéo da CBM para B. cereus ATCC 14579

IMAGEM 6 - DETERMIN@QAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP M CONTRA B. CEREUS.

FONTE: autoria prépria.
Notas: Diluicdes de prépolis M utilizadas: 9 mg/mL; 6 mg/mL; 4 mg/mL; 2 mg/mL; 1,5 mg/mL; (+) =

controle positivo. Todas as diluicdes foram realizadas em duplicata.
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IMAGEM 7 - DETERMINA:(;AO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP J CONTRA B. CEREUS.

=% -

FONTE: autoria propria.
Notas: Diluicdes de prépolis J utilizadas: 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20 mg/mL; (+) =

controle positivo. Todas as diluigbes foram realizadas em duplicata.

IMAGEM 8 - DETERMII}IAQAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP MPC CONTRA B. CEREUS.

FONTE: autoria propria.
Notas: Dilui¢cdes de prépolis MPC utilizadas: 0,15 mg/mL; 0,10 mg/mL; 0,06 mg/mL; 0,03 mg/mL; 0,02

mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as diluic6es foram realizadas em duplicata.
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IMAGEM 9 - DETERMII\NIA(;AO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP JPC CONTRA B. CEREUS.

FONTE: autoria prépria.
Notas: Diluicdes de propolis JPC utilizadas: 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20 mg/mL; (+) =

controle positivo. Todas as diluicdes foram realizadas em duplicata.

IMAGEM 10 - DETERMINACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP MM CONTRA B. CEREUS.

e _— \ =

FONTE: autoria propria.
Notas: Diluig6es de propolis MM utilizadas: 0,15 mg/mL; 0,10 mg/mL; 0,06 mg/mL; 0,03 mg/mL; 0,02

mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as dilui¢des foram realizadas em duplicata.

2.3 Determinacdo da CBM para S. mutans ATCC 25175

IMAGEM 11 - DETERMINA(;AO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP M CONTRA S. MUTANS.
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FONTE: autoria prépria.
Notas: Diluicdes de prépolis M utilizadas: 0,15 mg/mL; 0,210 mg/mL; 0,06 mg/mL; 0,03 mg/mL; 0,025

mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as dilui¢des foram realizadas em duplicata.

IMAGEM 12 - DETERMINNA(;AO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP MPC CONTRA S. MUTANS.

\\\ — . e

FONTE: autoria propria.
Notas: Dilui¢des de propolis MPC utilizadas: 1 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,2 mg/mL;
(+) = controle positivo. Todas as diluicdes foram realizadas em duplicata.
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IMAGEM 13 - DETERMINACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
D

ILUICOES DO EP MM CONTRA S. MUTANS. .

FONTE: autoria prépria.
Notas: Diluicbes de propolis MM utilizadas: 0,15 mg/mL; 0,10 mg/mL; 0,06 mg/mL; 0,03 mg/mL; 0,025

mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as dilui¢des foram realizadas em duplicata.

IMAGEM 14 - DETERMINLACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP J CONTRA S. MUTANS.

FONTE: autoria prépria.
Notas: Dilui¢gdes de propolis J utilizadas: 1 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,2 mg/mL; (+)

= controle positivo. Todas as diluicdes foram realizadas em duplicata.
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IMAGEM 15 - DETERMINACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP JPC CONTRA S. MUTANS.

(1

FONTE: autoria propria.
Notas: Dilui¢des de propolis JPC utilizadas: 1 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,2 mg/mL;

(+) = controle positivo. Todas as diluicdes foram realizadas em duplicata.
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APENDICE 3 — CBM para as bactérias Gram-negativas

3.1 Determinac¢&o da CBM para P. aeruginosa ATCC 27853

IMAGEM 1 - DETERMINACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
'_‘_DILUIQOES DO EP J CONTRA P. AERUGINOSA ‘

FONTE: autoria propria.
Notas: Diluigbes de prépolis J utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20

mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as diluicdes foram realizadas em duplicata.

IMAGEM 2 - DETERMINAQAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUI(;OES DO EP M CONTRA P. AERUGINOSA

Mt}t_,» r,;,' e '»‘:av:ws Cags

FONTE: autoria propria.
Notas: DiluicBes de propolis M utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20

mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as diluicées foram realizadas em duplicata.
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IMAGEM 3 - DETERMINACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP MM CONTRA P. AERUGINOSA.

FONTE: autoria propria.
Notas: Diluicdes de propolis MM utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20
mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as dilui¢des foram realizadas em duplicata.

IMAGEM 4 - DETERMINACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES

DILUICOES DO EP JPC CONTRA P. AERUGINOSA.
P :’ﬁ;‘ fﬁr& s S p— ‘,«»~.' : ——
< 7 N

FONTE: autoria propria.
Notas: Diluicdes de propolis JPC utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20
mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as dilui¢des foram realizadas em duplicata.
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IMAGEM 5 - DETERMINACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP MPC CONTRA P. AERUGINOSA.

FONTE: autoria prépria.
Notas: Diluicbes de propolis MPC utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20
mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as diluicdes foram realizadas em duplicata.

3.2 Determinagéo da CBM para K. pneumoniae ATCC BAA-1706

IMAGEM 6 - DETERMINACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES

FONTE: autoria propria.
Notas: DiluicBes de propolis M utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20

mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as diluicées foram realizadas em duplicata.
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IMAGEM 7 - DETERMINNACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP J CONTRA K. PNEUMONIAE.

FONTE: autoria prépria.
Notas: DiluicBes de prépolis J utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20

mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as diluicdes foram realizadas em duplicata.

IMAGEM 8 - DETERMINACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO MPC CONTRA K. PNEUMONIAE.

FONTE: autoria propria.
Notas: DiluicBes de propolis MPC utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20

mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as diluicées foram realizadas em duplicata.



64

IMAGEM 9 - DETERMINACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP JPC CONTRA K. PNEUMONIAE.

g e

D M

FONTE: autoria propria.
Notas: Diluigbes de prépolis JPC utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20

mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as diluicdes foram realizadas em duplicata.

IMAGEM 10 - DETERMINAQAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP MM CONTRA K. PNEUMONIAE.

D —

FONTE: autoria propria.
Notas: Diluicdes de prépolis MM utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20

mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as dilui¢des foram realizadas em duplicata.

3.3 Determinacao da CBM para S. enterica ATCC 14028
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IMAGEM 11 - DETERMINACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP J CONTRA S. ENTERICA.

e e

FONTE: autoria prépria.
Notas: Diluigbes de prépolis J utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20
mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as dilui¢des foram realizadas em duplicata.

IMAGEM 12 - DETERMINAQAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP M CONTRA S. ENTERICA.

FONTE: autoria propria.
Notas: Diluicdes de préopolis M utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20

mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as diluicées foram realizadas em duplicata.
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IMAGEM 13 - DETERMNINA(;AO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP MPC CONTRA S. ENTERICA.
D Z= =S /:— =—

a

FONTE: autoria prépria.
Notas: Diluigdes de propolis MPC utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20
mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as dilui¢des foram realizadas em duplicata.

IMAGEM 14 - DETERM!NA(;AO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP JPC CONTRA S. ENTERICA.

FONTE: autoria propria.
Notas: Diluigdes de prépolis JPC utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20

mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as diluicdes foram realizadas em duplicata.
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IMAGEM 15 - DETERMINACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES

FONTE: autoria prépria.
Notas: Dilui¢cbes de propolis MM utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20

mg/mL; (+) = controle positivo. Todas as dilui¢des foram realizadas em duplicata.

3.4 Determinagéo da CBM para E. coli ATCC 25922

IMAGEM 16 - DETERMINA};AO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP MM CONTRA E. COLI.

FONTE: autoria prépria.
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Notas: Diluicdes de propolis MM utilizadas: 0,20 mg/mL; 0,15 mg/mL; (+) = controle positivo; (-) =
controle negativo. Todas as diluicdes foram realizadas em duplicata.

IMAGEM 16.1 - DETERMIN~A(;AO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP MM CONTRA E. COLI.

FONTE: autoria prépria.

Notas: Diluigbes de propolis MM utilizadas: 0,10 mg/mL; 0,07 mg/mL; 0,06 mg/mL. Todas as diluicdes
foram realizadas em duplicata.

IMAGEM 17 - DETERMINACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP MPC CONTRA E. COLI.

FONTE: autoria prépria.
Notas: DiluicBes de propolis MPC utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20
mg/mL; (+) = controle positivo Todas as diluic6es foram realizadas em duplicata.



69

IMAGEM 18 - DETERMINAQAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP M CONTRA E. COLI.

= —

FONTE: autoria prépria.
Notas: Diluigdes de propolis M utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20
mg/mL; (+) = controle positivo Todas as diluicdes foram realizadas em duplicata.

IMAGEM 19 - DETERMINACAO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP JPC CONTRA E. COLI.

FONTE: autoria propria.
Notas: Diluicdes de propolis JPC utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20

mg/mL; (+) = controle positivo Todas as diluicGes foram realizadas em duplicata.
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IMAGEM 20 - DETERMINA(;AO CBM APOS TRATAMENTO COM DIFERENTES
DILUICOES DO EP J CONTRA E. COLL.

FONTE: autoria propria.
Notas: DiluicGes de prépolis J utilizadas: 1,00 mg/mL; 0,50 mg/mL; 0,30 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,20

mg/mL; (+) = controle positivo Todas as diluicdes foram realizadas em duplicata.
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APENDICE 4 - Determinac&o da CIM utilizando a resazurina como indicador de
viabilidade celular

4.1 Determinacédo da CIM para B. cereus ATCC 14579, em microplaca utilizando

aresazurinacomo indicador de viabilidade celular

IMAGEM 1 - DETERMINACAO CIM DAS AMOSTRAS DE EP J, M, MM E MPC
CONTRA B. CEREUS.

FONTE: autoria propria.

IMAGEM 2 - DETERMINAGCAO CIM DA AMOSTRA DE EP JPC CONTRA B.
CEREUS.

FONTE: autoria propria.
Nota: Os testes foram realizados em duplicatas, indicados pelas letras A e B. O controle positivo esta

indicado pelo sinal “+” e o controle negativo, pelo sinal “-*. Cor Azul, significa morte celular e ndo houve
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crescimento de microrganismo. Cor Rosa, significa crescimento bacteriano; a resazurina foi reduzida a

resorufina pelas enzimas 6xido-redutases presentes nas células vivas.

4.2 Determinacao da CIM para S. aureus ATCC 25923, em microplaca utilizando

aresazurinacomo indicador de viabilidade celular

IMAGEM 3 - DETERMINACAO CIM DAS AMOSTRAS DE EP J, M, JPC E MPC
CONTRA S. AUREUS.

i~

FONTE: autoria propria.

IMAGEM 4 - DETERMINACAO CIM DA AMOSTRA DO EP DE JPC CONTRA S.
AUREUS

FONTE: autoria prépria.
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Nota: Os testes foram realizados em duplicatas, indicados pelas letras A e B. O controle positivo esta
indicado pelo sinal “+” e o controle negativo, pelo sinal “—*. Cor Azul, significa morte celular e ndo houve
crescimento de microrganismo. Cor Rosa, significa crescimento bacteriano; a resazurina foi reduzida a

resorufina pelas enzimas 6xido-redutases presentes nas células vivas.

4.3 Determinacao da CIM para S. mutans ATCC 25175, em microplaca utilizando

aresazurina como indicador de viabilidade celular

IMAGEM 6 - DETERMINACAO CIM DAS AMOSTRAS DE EP J E JPC CONTRA S.

\,/ \/ )

%

FONTE: autoria propria.
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IMAGEM 7 - DETERMINACAO CIM DAS AMOSTRAS DE EP M, MM E MPC
CONTRA S. MUTANS.

FONTE: autoria prépria.

Nota: Os testes foram realizados em duplicatas, indicados pelas letras A e B. O controle positivo esta
indicado pelo sinal “+” e o controle negativo, pelo sinal “—*. Cor Azul, significa morte celular e ndo houve
crescimento de microrganismo. Cor Rosa, significa crescimento bacteriano; a resazurina foi reduzida a

resorufina pelas enzimas 6xido-redutases presentes nas células vivas.
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4.4 Determinacdo da CIM para P. aeruginosa ATCC 27853, em microplaca
utilizando a resazurina como indicador de viabilidade celular

IMAGEM 8 - DETERMINACAO CIM DAS AMOSTRAS DE EP JPC, MPC, M E J
CONTRA P. AERUGINOSA.

FONTE: autoria propria.

IMAGEM 9 - DETERMINAGCAO CIM DA AMOSTRA DE EP MM CONTRA P.
AERUGINOSA.

FONTE: autoria propria.

Nota: Os testes foram realizados em duplicatas, indicados pelas letras A e B. O controle positivo esta
indicado pelo sinal “+” e o controle negativo, pelo sinal “-*. Cor Azul, significa morte celular e ndo houve
crescimento de microrganismo. Cor Rosa, significa crescimento bacteriano; a resazurina foi reduzida a

resorufina pelas enzimas 6xido-redutases presentes nas células vivas.
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4.5 Determinacédo da CIM para K. pneumoniae ATCC BAA-1706, em microplaca
utilizando a resazurina como indicador de viabilidade celular

IMAGEM 10 - DETERMINACAO CIM DAS AMOSTRAS DE EP J, M E MM CONTRA
K. PNEUMONIAE.

FONTE: autoria propria.

IMAGEM 11 - DETERMINACAO CIM DAS AMOSTRAS DE EP MPC E JPC
CONTRA K. PNEUMONIAE.

FONTE: autoria propria.

Nota: Os testes foram realizados em duplicatas, indicados pelas letras A e B. O controle positivo esta
indicado pelo sinal “+” e o controle negativo, pelo sinal “-*. Cor Azul, significa morte celular e ndo houve
crescimento de microrganismo. Cor Rosa, significa crescimento bacteriano; a resazurina foi reduzida a

resorufina pelas enzimas 6xido-redutases presentes nas células vivas.
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4.6 Determinacédo da CIM para S. enterica ATCC 14028, em microplaca utilizando

aresazurinacomo indicador de viabilidade celular

IMAGEM 12 - DETERMINACAO CIM DAS AMOSTRAS DE EP JPC, MPC, MM E M
CONTRA S. ENTERICA ATCC 14028

FONTE: autoria propria.

IMAGEM 13 - DETERMINAGCAO CIM DA AMOSTRA DE EP J CONTRA S.
ENTERICA ATCC 14028.

FONTE: autoria propria.

Nota: Os testes foram realizados em duplicatas, indicados pelas letras A e B. O controle positivo esta
indicado pelo sinal “+” e o controle negativo, pelo sinal “-*. Cor Azul, significa morte celular e ndo houve
crescimento de microrganismo. Cor Rosa, significa crescimento bacteriano; a resazurina foi reduzida a

resorufina pelas enzimas 6xido-redutases presentes nas células vivas.



78

4.7 Determinacao da CIM para E. coli ATCC 25922, em microplaca utilizando a

resazurina como indicador de viabilidade celular

IMAGEM 14 - DETERMINACAO CIM DAS AMOSTRAS DE EP MPC E JPC
CONTRA E. COLL.

FONTE: autoria propria.

IMAGEM 15 - DETERMINAGCAO CIM DAS AMOSTRAS DE EP MM, M E J CONTRA
E. COLI.
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FONTE: autoria prépria.

Nota: Os testes foram realizados em duplicatas, indicados pelas letras A e B. O controle positivo esta
indicado pelo sinal “+” e o controle negativo, pelo sinal “—*. Cor Azul, significa morte celular e ndo houve
crescimento de microrganismo. Cor Rosa, significa crescimento bacteriano; a resazurina foi reduzida a

resorufina pelas enzimas 6xido-redutases presentes nas células vivas.



