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Técnicas microbiolégicas aplicadas ao controle de
qualidade de prépolis

Microbiological techniques applied to quality control of

.
propolis
RESUMO

g;‘::d‘:/;’;ﬁ%”a Eﬁ'}g‘:";fnf“ke' Prépolis é uma substancia viscosa formada por produtos coletados de plantas e
amandaveb15@gmail.com i . o s ~
Colégio Estadual Jardim Porto substancias produzidas pelas abelhas. Na regido oeste do Parana ha grande producao de
Alegre, Toledo, Parana, Brasil mel, porém n3o ha producio de prépolis para comercializac3o. Este trabalho teve como

. R objetivo estudar técnicas aplicadas ao controle de qualidade microbiolégico de amostras
Tatiana Shioji Tiuman ) X R K . . R . ~ . K
tatianatiuman@utfpr.edu.br de proépolis com a finalidade de realizar andlises e incentivar a producao regional. Foi

Universidade Tecnoldgica Federal

Do Parand, Toledo, Parand, Brasil possivel o estudo de normas de biosseguranca e técnicas aplicadas em microbiologia,

treinamento de procedimentos empregados na esterilizacdo de materiais para analise
microbiolégica e treinamento para preparo de meios de cultura e esterilizacdo em
autoclave. Desta forma, alguns procedimentos e técnicas utilizadas no laboratério de
microbiologia puderam ser estudados e vivenciados com o intuito da utilizacdo correta
nas andlises microbioldgicas referentes ao controle de qualidade de amostras de
proépolis.
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P ABSTRACT
Direito autoral: Este trabalho esta L. i
licenciado sob os termos da Licenca Propolis is a viscous substance formed by products collected from plants and substances
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| i produced by bees. In the western region of Parana there is a large production of honey,
nternacional.

but there is no production of propolis for commercialization. This work aimed to study
@ techniques applied to the microbiological quality control of propolis samples in order to
: carry out analyzes and encourage regional production. It was possible to study standards
of biosafety and techniques applied in microbiology, training procedures used in the
sterilization of materials for microbiological analysis and training for the preparation of
culture media and sterilization in autoclave. In this way, some procedures and
techniques used in the microbiology laboratory could be studied and experienced in
order to use them correctly in microbiological analyzes related to the quality control of
propolis samples.
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INTRODUGAO

Em uma colmeia além do mel, cera, pélen e geleia real podemos obter a
propolis. A propolis € uma substancia resinosa coletada pelas abelhas através das
enzimas salivares, € bem conhecida, mas ndo é muito produzido para a venda
(BROGLIATO, 2018; LUSTOSA et al., 2008). As abelhas coletam diferentes resinas
ou secrecoes de varias espécies vegetais, que utilizam no interior das colénias e
sdo principalmente denominadas prépolis na indUstria da apicultura. A prépolis
tem varios beneficios como atuar contra o processo de inflamacao, a melhora na
imunidade do organismo, funcdo antioxidante e antiflingica (MORAES, 2019).

A propolis tem tido um lugar de destaque no mercado nacional e
internacional de produtos apicolas. Isto se deve principalmente a descoberta das
inUmeras atividades bioldgicas atribuidas aos seus principais componentes
quimicos. No Brasil encontramos uma vasta variedade de prépolis, que sao
classificadas em 12 grupos com base nas diferentes caracteristicas fisico-
quimicas, assim distribuidas: 5 na regido sul do Brasil, 6 no Nordeste e 1 no
Sudeste (MARTINEZ; SOARES, 2012).

A grande variedade de plantas no Brasil se reflete na producao de prépolis. A
variedade é expressa por uma combinacdo de vdérias plantas, produzindo
produtos diferenciados em cada area. Esse recurso torna a industria competitiva
e se destaca nacional e internacionalmente. As condicdes climaticas e de
vegetacdo também contribuem para esse tipo de producdo. De acordo com
dados do Sebrae, somente Minas Gerais produz 29 toneladas de propolis,
representando 70% de toda a producao brasileira (RICARDO, 2019).

O estado do Paranad é muito conhecido pela producdo de mel, porém a
propolis ndo é muito encontrada para venda. Segundo dados da cooperativa
Coofamel, somente na regido Oeste do Parana existem 278 trabalhadores na
apicultura, para os quais esta producdo é uma oportunidade de sustento para
suas familias (PORTAL DA CIDADE DE SANTA HELENA, 2019). Como o foco
principal destes produtores é o mel, a intencao deste projeto é fazer o controle
de qualidade microbioldgico de amostras de prépolis produzidas na regido para
incentivar na producao.

Trabalhos como este foram pouco desenvolvidos sobre a qualidade,
composicao quimica e as propriedades biologicas da prépolis regional do oeste
do Parana. Desta forma, é muito importante a realizacdo do controle de
qualidade microbiolégico de amostras de prépolis a fim de verificar possiveis
contaminacodes. A aplicacdo das técnicas corretas no laboratorio é essencial para
que nao ocorra problemas de contaminacdo, como por exemplo, a esterilizacao
dos materiais utilizados por meio da autoclave, utilizacdo dos EPIs e a limpeza
constante das maos.

Além disso, para a andlise da sua composicdo quimica comparada com a
provavel fonte vegetal e a determinacado da origem geogréafica e, principalmente,
a origem vegetal, se faz importante no controle de qualidade e até mesmo na
padronizacdo das amostras de prépolis para uma efetiva aplicacdo terapéutica
(LUSTOSA et al.,, 2008). Com base no exposto, este projeto visou realizar o
controle da qualidade microbiolégico de amostra de prépolis, em particular
produzidos na regido Oeste do Parana. Este controle é de grande importancia,
pois ajudard pequenos apicultores a terem um incentivo e obterem mais
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compreensdo sobre a propolis produzida na regido. Assim, este trabalho
objetivou inserir o aluno do ensino médio na rotina de um laboratério de
microbiologia a fim de aplicar técnicas corretas para as analises microbiolégicas
de controle de qualidade de amostras de prépolis.

MATERIAL E METODOS

Para o estudo de normas de biosseguranca e técnicas aplicadas em
microbiologia, primeiramente foi realizado o estudo das normas de
biosseguranca, a maneira de esterilizacdo de materiais e riscos biolégicos, pois o
estudo das normas de biosseguranca é muito importante e essencial, tendo em
vista que ela é um conjunto de acdes voltadas para a prevencao e eliminacdo ou
minimizacdo de riscos que possam afetar a salde do homem de animais e do
meio ambiente.

Foi estudado e realizado um treinamento sobre os procedimentos
empregados na esterilizacdo de materiais para andlise. A esterilizacdo de
materiais é de suma importancia e deve ser priorizada em todos os laboratoérios,
pois através dela é possivel destruir microrganismos. Através da autoclave que se
encontra o método mais eficaz de esterilizacdo (BANCADA PRONTA, 2017).

A lavagem de tubos de ensaio, pipetas, placas de Peri devem ser muito bem
lavados manualmente com varios enxagues para evitar possiveis contaminacoes.

A secagem das vidrarias deve-se deixar escorrer toda a agua e colocar papel
toalha ao fundo de um recipiente. Colocar a vidraria na posicido emborcada sobre
o papel. Secar na estufa a 60 °C pelo tempo necessario.

Apbs a secagem destes é essencial o acondicionamento. E necessario
adicionar adequadamente e esterilizar as pecas na autoclave a 121 °C por 15 a 20
minutos ou na estufa (calor seco) a 170 °C por duas horas (TORTORA et al., 2017).
Tubos, garrafas e baldes sdo fechados com tampdes de algodado hidréfobo nao
demasiadamente soltos nem demasiadamente apertados.

Foi realizada a atividade de treinamento no laboratério da UTFPR-Toledo, no
qual consistia no preparo do meio de cultura. Foi preparado o caldo simples,
utilizando os seguintes materiais: extrato de carne (5,0 g), peptona (10,0 g)
cloreto de sédio (5,0 g) e agua destilada (g.s.p. 1000 mL), pH 7,0 (TIUMAN,
2018b).

O preparo deste caldo simples consistia em pesar os ingredientes do meio
de cultivo; dissolver em agua destilada fria; agitar os constituintes em um copo
béquer no agitador magnético até completa dissolucdo dos componentes, ou,
caso nao fosse obtida a dissolucdo total dos constituintes do meio, aquecer,
agitando frequentemente até a completa dissolucdo. O meio foi distribuido em
tubos que foram fechados e autoclavados a 121 °C por 15 minutos (TIUMAN,
2018b).

Também foi preparado o agar simples inclinado (em tubo) no qual seguiria a
mesma reparacao do caldo simples, mas antes de autoclavar adicionar 20,0 g de
agar bacteriologico (para 1000 mL de meio de cultura). Foi aquecido em chapa
aquecedora com agitacdo ou no micro-ondas agitando sempre até dissolucdo do
agar. Foi distribuido 5,0 mL por tubo de ensaio. Os tubos foram adequadamente

Pagina | 3



£ 38 509 X Seminario de Extens&o e Inovagéo
Q XXV Seminario de Iniciagéo Cientifica e Tecnoldgica r PR
S I CI TE 23 a 27 de Novembro | Toledo - PR~ —————

UTFPR - CAMPUS TOLEDO CAMPUS TOLEDO

fechados e autoclavados a 121 °C por 15 minutos. Os tubos foram inclinados em
angulo adequado para solidificar o 4gar em rampa. Foi realizado o teste de
esterilidade, deixando os meios de cultura em estufa a 35 °C (TIUMAN, 2018b).

Outro preparo foi o agar simples em placa que consistia no mesmo método
do agar simples em erlenmeyer. O frasco foi fechado adequadamente e
autoclavado a 121 °C por 15 minutos. Esperou-se que o meio esfriasse até cerca
de 45 °C. Destampou-se o frasco na zona estéril de um bico de Bunsen,
flambando-lhe a boca para inativar eventuais micro-organismos. Distribuiu-se
cerca de 15- 20 mL de meio por placa de Petri, abrindo-se esta ao lado da chama
do bico de Bunsen (TIUMAN, 2018b).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo de normas de biosseguranca e técnicas aplicadas em microbiologia

A biosseguranca compreende o estudo dos riscos a que os profissionais de
laboratorios estao expostos frequentemente em suas atividades e nos ambientes
de trabalho. Avaliacdo destes riscos envolve varios aspectos, como o0s
relacionados as boas praticas em laboratério (BPLs), aos agentes bioldgicos
manipulados, a infraestrutura dos laboratérios ou informacionais, como a
qualificacado das equipes.

Os guias de biosseguranca sdo uma combinacdo de controle de engenharia,
politicas de gerenciamento, praticas e procedimentos de trabalho, tanto quanto
intervencoes médicas. A biosseguranca no pais so6 se estruturou, como area
especifica, nas décadas de 1970 e 1980, em decorréncia do grande nlimero de
relatos de graves infeccoes ocorridas em laboratérios e também de uma maior
preocupacdo em relacdo as consequéncias que a manipulacao experimental de
animais, plantas e micro-organismos poderia trazer ao homem e ao meio
ambiente (PENNA et al., 2010).

Os agentes biolégicos apresentam um risco real ou potencial para o homem
e para o meio ambiente. Diante disso, é crucial montar uma estrutura
laboratorial que se adapte a prevencdo. Para minimizar os riscos inerentes a
manipulacdo dos agentes microbiologicos é importante conhecer as suas
peculiaridades, as quais se destacam o grau de patogenicidade, o poder de
invasao, a resisténcia a processos de esterilizacdo, a viruléncia e a capacidade
mutagénica. Os agentes biolégicos foram classificados em classes de 1 a 4, de
acordo com menor ao maior risco, incluindo também a classe de risco especial
(PENNA et al., 2010).

Os laboratérios de microbiologia geralmente sado utilizados para ensino e
pesquisas de varias metodologias e sdo utilizados varios reagentes, solucdes e
amostras biologicas. Diante disso, existe grande risco de exposicido a
contaminacdo por parte de professores e alunos e demais pessoas que por ali
transitam. Sendo assim, é essencial o conhecimento de normas de biosseguranca
(PENNA et al., 2010).

A biosseguranca tem varias normas que recomendam a diminuicdo da
exposicao de trabalhadores a riscos e a prevencdo de contaminacio ambiental. E
necessario que todo laboratério forneca barreiras de contencdo e um programa
de seguranca da qual o objetivo seja a protecao dos profissionais de laboratério e
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outros que atuem na area, tal como a protecao do meio ambiente, garantia do
controle de qualidade do trabalho executado e eficiéncia das operacoes
laboratoriais. As Boas Praticas de Laboratério tratam da organizacdo, do processo
e das condicoes sob as quais estudos de laboratério sao planejados, executados,
monitorados, registrados e relatados.

Os equipamentos como os EPI’s, jaleco, luvas, calcado fechado, oculos,
mascara entre outros devem ser adequados a cada procedimento. Geladeiras do
laboratorio devem ser usadas apenas para armazenar amostras, solucdes e
reagentes, nunca para alimentos e equipamentos devem ser configurados
regularmente e estar em locais apropriados.

Para profissionais envolvidos devem ter atencdo especial a lavagem das
maos, cuidados com unhas, cabelos, barba e roupas, a fim de evitar
contaminacdes cruzadas e devem ser devidamente treinados e informados e
acidentes ocorridos devem ser documentados e avaliados para correcdes e
prevencoes.

Os procedimentos de limpezas dos laboratorios devem ser os mais rigorosos
possiveis, sendo realizadas técnicas de desinfeccao e o descarte de residuos deve
ser feito de maneira que ndo comprometa a saude dos profissionais e do meio
ambiente. A bancada de trabalho deve ser descontaminada ao final de cada
turno de trabalho e sempre que ocorrer derramamento de agente biolégico.

As técnicas assépticas em andlises microbiolégicas sdo procedimentos que
devem ser adotados visando a ndo contaminacdo de materiais, meios e culturas,
para obtencao de culturas puras. Para isso, devem-se preparar meios de cultura
estéreis e conserva-los assim. Ao inocular os meios estéreis, deve-se ter o
cuidado necessario para que nao haja contaminacao do meio externo.

Procedimentos empregados na esterilizacdo de materiais para analise

Para um acondicionamento correto do material a ser usado em andlises
microbioldgicas foi realizado um treinamento para este fim.

Apdbs a secagem, a vidraria foi acondicionada corretamente em um papel
resistente a autoclavacdo para a esterilizacdo a 121 °C por 15 a 20 minutos.
Materiais sem tampas foram fechados com tampodes de algodao hidréfobo e um
invélucro de papel. As placas de Petri foram embrulhadas em papel em nimero
de 6 por pacote. Nas pipetas foram colocadas buchas de algodao na extremidade
de aspiracio antes de acondicionar em papel (TIUMAN, 2018a).

As técnicas empregadas neste processo sao necessarias para a protecao dos
materiais utilizados contra a acdo de agentes externos que podem causar danos
ou contaminacoes.

O acondicionamento correto, com a devida esterilizacdo, é imprescindivel
em laboratérios de microbiologia por isso é necessario produtos e materiais que
estejam estéreis para garantir qualidade e resultados exatos.

Existem diversos métodos de esterilizacdo, porém o objetivo principal
constitui-se em exterminacdo das formas de vida microbiana, como bactéria,
fungos, esporos e virus. O método de esterilizacdo pela autoclave é um tipo de
esterilizacdo fisica que utiliza vapor a altas temperaturas e é bastante utilizado
nos laboratérios de microbiologia pela facilidade e viabilidade.
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Preparo de meios de cultura e esterilizacao em autoclave

Para o cultivo de microrganismos, utilizam-se solucdes e substancias
nutritivas chamadas meios de cultura, que devem atender as condicoes
nutricionais de cada espécie a ser cultivada. Para isso foi realizado um
treinamento para o preparo de meios de cultura. Foram pesados os ingredientes
do meio de cultivo, em seguida foram dissolvidos em agua destilada e agitados os
componentes em um copo béquer no agitador magnético, até que fosse obtida a
dissolucao total dos constituintes no meio. Em seguida, os meios contendo agar
foram aquecidos em chapa aquecedora, agitando continuadamente até a
completa dissolucdo. A medida do pH foi realizado com fita. Foram distribuidos 5
mL dos meios de cultura nos tubos de ensaio com o auxilio de uma pipeta e
depois foram fechados adequadamente e levados para autoclavar por 15 minutos
em 121°C, fazendo o controle de esterilidade por 48 horas na estufa aquecida a
35°C. Por fim, foram armazenados em geladeira (TTUMAN, 2018b).

Existem alguns meios de cultura especificos para analises microbiolégicas de
controle de qualidade que seriam preparados, como por exemplo, o Agar
Dicloran Glicerol que é um meio base seletivo para favorecer um bom
crescimento de leveduras e fungos (ANVISA, 2004). O Caldo Lauril Sulfato é um
meio de cultivo para demonstracdo orientativa de coliformes e para
enriquecimento seletivo deles, na andlise de aguas, alimentos e outros materiais.
Devido sua elevada qualidade nutritiva e um tampao de fosfatos, garante-se o
rapido crescimento e a intensa producdo de gas, inclusive no caso de coliformes
que fermentem lentamente a lactose (ACUMEDIA, 2010). Outro tipo de meio de
cultura é o Caldo Verde Brilhante que é um caldo de enriquecimento seletivo e
contagem de coliformes a partir de diversas amostras, também inibem
totalmente o crescimento da flora acompanhante, inclusive clostridios
degradadores de lactose (PROBAC DO BRASIL, 2002). O Caldo EC é um meio de
cultivo para demonstracao seletiva de coliformes termotolerantes, que tem como
principal representante da Escherichia coli, em aguas, alimentos e outros
materiais (PROBAC DO BRASIL, s.d.). Porém por conta do COVID-19 no houve a
possibilidade da preparacao desses meios para a analise microbioldgica.

CONCLUSAO

Foi possivel realizar o estudo de normas de biosseguranca e técnicas
aplicadas em microbiologia, treinamento de procedimentos empregados na
esterilizacdo de materiais para analise microbiolégica e treinamento para preparo
de meios de cultura e esterilizacio em autoclave. Desta forma, alguns
procedimentos e técnicas utilizadas no laboratério de microbiologia puderam ser
estudados e vivenciados com a finalidade utilizacdo correta nas andlises
microbioldgicas de controle de qualidade de amostras de prépolis.
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