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Controle de qualidade microbioldgico de amostras de
propolis: revisao

Microbiological quality control of propolis samples: review

RESUMO

Guuiiillr?:r::aes:tos Sr::.f?;zm A prépolis é uma substancia com capacidades bioldgicas e farmacoldgicas como
Universidade Tecnoldgica Federal antiinflamatéria e antimicrobiana. Minas Gerais é o estado que mais produz prépolis.
do Paran4, Toledo, Parana, Brasil Parand, apesar de produzir grandes quantidades de mel, produz pouco prépolis. Este

) - trabalho buscou realizar uma revisdo de literatura sobre prdpolis, as metodologias
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tatianatiuman@utfpr.edu.br microbioldgicas empregadas no controle de qualidade, e avaliar amostras de prépolis do
Universidade Tecnologica Federal oeste do Parana e compara-las com uma de Minas Gerais, para incentivar os apicultores

do Parand, Toledo, Parana, Brasil . N o R , R o
da regido a sua produgdo. Foram adquiridas trés amostras de propolis: duas do municipio

de Santa Helena, Parand e uma de Caxambu, Minas Gerais. As amostras foram
armazenadas em sacos sob vacuo em freezer a -8 2C. O preparo das amostras seguiu a
metodologia de diluigdes seriadas (1:10). As analises de controle de qualidade ndo foram
conclusivas devido a pandemia do COVID-19. Pela revisdo da literatura, foram analisadas
as caracteristicas da propolis e elaborados os seus protocolos de analises microbioldgicas
de controle de qualidade. A revisdo mostrou que o estado do Parana deveria demonstrar
mais interesse na proépolis, para obter um produto de alto valor sem a necessidade de
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The propolis is a substance with biological and pharmacological capabilities as anti-
inflammatory and bacteriostatic. The state of Minas Gerais produces the most propolis in
Brasil. Parand, despite producing large amounts of honey, its propolis production is
lacking. This research aimed to do a literature review on propolis, the microbiological
methodologies used in quality control, and evaluate samples of propolis from western
Parana and compare them with one from Minas Gerais, in order to encourage beekeepers
in the region to their production. Three samples were acquired: two from the city of Santa
Helena, Parand; and the third one from Caxambu, Minas Gerais. The samples were stored
in vacuum bags in freezer at -82C. The preparation of the samples followed the
methodology of serial dilutions. The quality control analyzes were not conclusive due to
the COVID-19 pandemic. Through the literature review, the characteristics of propolis
were analyzed and protocols for microbiological analysis of quality control of this product
were elaborated. The theoretical analysis shows that Parana should show more interest in
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the propolis to obtain a high-value product without major changes in production.

KEYWORDS: Microbiology. Bibliographic research. Food-analysis.

INTRODUGAO

A prépolis é definida como uma substancia resinosa cuja origem se da por
fontes diferentes de vegetais, sendo utilizada pelas abelhas para selar frestas e
reparar danos da colmeia (MARCUCCI, 1995, 1996; DE VARGAS et al., 2004). A
composicdo da prdpolis pode variar conforme a regido da qual se coleta assim
como a época do ano (BANKOVA et al., 1998). De um modo geral, é composta por
resinas, balsamos, dleos aromaticos, pdlen e outros materiais organicos, sendo
qgue as resinas e balsamos correspondem a maior parte (BURDOCK, 1998). A
propolis se torna de fato completa quando recebe, ja dentro da colmeia, saliva
das abelhas e ceras, completando sua composicdo (MARCUCCI, 1996).

Ao todo, ja foram identificados mais de 200 componentes presentes na
prépolis, como por exemplo: acidos graxos; ésteres; flavonoides; vitaminas; e
tracos de metais e minérios, encontrando-se flavonoides em maiores quantidades
gue os outros compostos. Importante dizer que é essa vasta relacdo de
substancias que concede a prdépolis suas capacidades bioldgicas e farmacoldgicas
(DE VARGAS, 2004; MARCUCCI, 1995; BURDOCK, 1998; PEREIRA et al., 2002).

O cultivo de abelhas é uma pratica que remonta tempos antigos, sendo os
seus produtos muito utilizados devido a diversas propriedades interessantes de
aplicagbes humanas. Anestésico, antiinflamatério, antifungico, bacteriostatico,
antioxidante e antisséptico, sdo algumas das varias capacidades da prépolis
(BURDOCK, 1998). Além disso, estudos ja comprovaram a eficiéncia da prépolis
como antibidtico (TOSI et al., 1996) e como agente antiviral (AMOROS et al., 1992;
MAKSIMOVA-TODOROVA et al., 1985).

Gregos e Romanos, desde tempos antigos, ja utilizavam a prépolis uma vez
descoberto suas propriedades medicinais (propriedade cicatrizante, antisséptico e
desinfetante bucal). Atualmente muitos cosméticos e inclusive alimentos fazem
uso de proépolis a fim de se beneficiar de suas propriedades (CASTALDO &
CAPASSO, 2002). A variedade de produtos a base de prépolis é imensa: sabonetes,
xampus, condicionadores, protetor solar, creme, pomada, batom, bala, chas, gel
pos barba e afins (DOS SANTOS et al., 2003).

A presenga de microrganismos em alimentos, salvo exce¢des que haja
necessidade dos mesmos, é algo indesejavel. Esses organismos utilizam os
alimentos e produtos como veiculo ou substrato para se multiplicarem
deteriorando-os e diminuindo a sua vida util. Durante esse processo sdo capazes
de produzirem toxinas as quais causam danos a saude dos consumidores. O
controle de qualidade objetiva por garantir que o processo produtivo, em todas
as suas etapas, seja feito sob exigentes diretrizes a fim de garantir um produto de
qualidade e minimizar efeitos negativos posteriores (CARVALHO et al., 2005).

O Brasil é um pais que possui uma diversidade invejavel no que se refere a
flora e fauna. Uma vez que a composicdo da prépolis depende das flores de cada
regido, dada a grande variedade brasileira, ha também uma variedade de
propolis disponivel, gerando um grande interesse internacional (RICARDO, 2020).
No Brasil, a variedade que mais chama a atencdo devido a suas propriedades é a
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prépolis verde. E estimado em 100 toneladas a producdo de prépolis verde no
pais sendo que 80% desse volume vem do estado de Minas Gerais (MATIAS,
2020). O Japdo é considerado um dos maiores consumidores dessa prépolis.
Estima-se que 92% da prépolis consumida no Japdao é de origem brasileira
(RICARDO, 2020). Com relacdo a Minas Gerais, a producdo que antes estava
restrita a 250 gramas por ano por colmeia passou para 1,5 quilogramas por ano
por colmeia, devido a cada vez maior demanda nacional e internacional. Esse
aumento so6 foi possivel gracas ao desenvolvimento de novas técnicas e novos
conhecimentos a respeito do processo produtivo (EMATER, 2020).

O estado do Parana, por sua vez, apesar de também produzir a prépolis
verde (APISBRASIL, 2020), seu nivel ndo se assemelha ao de Minas Gerais, mesmo
qgue o Parana seja o segundo maior produtor de mel do Brasil, com cerca de 7,4
mil toneladas anuais, de acordo com o Departamento de Economia Rural (Deral)
(PARANA, 2020). Esse dado é um indicativo de que apesar da grande produgdo de
mel, e pela prépolis ser um produto produzido em conjunto com o mel, o Parana
ainda ndo da a devida atencdo a propolis, apesar do alto valor agregado.

Com esse pensamento, o presente trabalho teve como objetivo realizar uma
revisdo de literatura sobre prdpolis e metodologias microbioldgicas empregadas
no controle de qualidade, assim como avaliar amostras de prdpolis da regido
oeste do Parand e compara-las com uma amostra de Minas Gerais, a fim de
verificar a sua qualidade de modo que haja um incentivo aos produtores de mel
da regido para darem mais atencdo a propolis e suas propriedades de interesse.

MATERIAL E METODOS

A revisdo de literatura sobre prépolis e metodologias microbioldgicas
empregadas no controle de qualidade foi realizada utilizando como referéncias
livros, artigos cientificos e legislacdo pertinente.

Ao todo, foram adquiridas trés amostras de propolis utilizadas para as
analises microbioldgicas. Duas foram coletadas no municipio de Santa Helena,
Parana, por meio da Cooperativa Coofamel. A terceira amostra (Lote 001/19)
proveniente do municipio de Caxambu, Minas Gerais, foi cedida pela empresa
Apis Global localizada na cidade de Piracaia, S3o Paulo. As amostras foram
pesadas e acondicionadas em pequenos sacos de armazenamento, cada qual
contendo aproximadamente 10 g, embalados a vdcuo e armazenados em freezer
a-8°C.

A preparagdo das amostras seguiu a metodologia presente no Anexo | e
Anexo V da Instrucdo Normativa SDA n. 62 de 26 de agosto de 2003 com algumas
adaptacgGes. A amostra, previamente congelada, foi retirada do freezer e deixada
dentro de um recipiente protetor sobre a bancada até que a mesma atingisse
temperatura ambiente. Em seguida, em outro recipiente, 5 g da amostra foram
pesadas e diluidas com 45 mL de solu¢do salina peptonada 0,1%, de modo que a
diluicdo final da mistura seja de 1:10 ou 10'. Para realizar as diluicBes
subsequentes, a um tubo de ensaio contendo 9 mL de solugdo salina peptonada
0,1% foi adicionada 1 mL da diluicdo de 107, assim, a dilui¢cdo final é de 102 Para
preparacdo da diluicdo de 107 repetiu-se o processo, porém tomando 1 mL da
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diluicdo de 1072. Importante dizer que nem todos os testes exigiu preparac¢do de
trés diluicdes, sendo essas feitas somente quando necessario (BRASIL, 2003).

Os protocolos para execucao das metodologias foram elaborados conforme
dados da literatura cientifica. As analises microbioldgicas para a determinacgdo do
numero de mesodfilos, bolores e leveduras, coliformes totais e termotolerantes,
pesquisa de Escherichia coli, Salmonella spp, Pseudomonas spp e Staphylococcus
aureus nao foram realizadas especialmente devido a pandemia do COVID-19,
considerando que desde meados de marco a Universidade comegou a tomar
medidas de restricdo de acesso e foi gerada muita inseguranca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

REVISAO DE LITERATURA SOBRE PROPOLIS

A prépolis, desde tempos antigos, apresenta propriedades interessantes que
o faz presente em diversas aplicacdes humanas. Antisséptico, antimicético,
bacteriostatico, antiinflamatdrio, anestésico e antioxidante sdo algumas das
propriedades que tornam a prépolis tdo interessante. Infelizmente, devido a
crescente resisténcia dos microrganismos frente aos antibidticos, cada vez mais
precisa-se de novos produtos com capacidade antimicrobiana. A prépolis possui
essa atividade como ja foi comprovado em outros trabalhos (DOS SANTOS, 2003).

Além das caracteristicas apresentadas, a prdpolis também é bem conhecida
por algumas propriedades farmacolégicas como por exemplo antisséptico,
cicatrizante e desinfetante bucal. Diversos cosméticos possuem prdpolis em sua
composicdo devido as propriedades que apresenta (CASTALDO & CAPASSO,
2002). A prépolis tem ajudado na prevencdo de doencas do coracdo, diabetes,
cancer, etc. Alguns dos problemas tratados incluem mau halito, infec¢cdes de
garganta, Ulceras e infec¢Ges urindrias. No mercado ha uma vasta lista de
produtos com prépolis em sua composi¢do: condicionadores, xampus, sabonetes,
batons, balas, chas, protetores solar, gel pds-barba, pomada e afins (DOS
SANTOS, 2003).

O Brasil se destaca na producdo internacional de prépolis, como sendo o
terceiro pais que mais produz, ficando atrds da Russia e China. Devido as
condigBes climaticas do pais, a propolis brasileira é capaz de ser produzida o ano
todo enquanto que em outros paises a producdo fica presa aos meses de
primavera e verdo (LISBOA & RECKZIEGEL, 2020). A prdpolis mais conhecida no
Brasil é a prépolis verde. Estima-se que 92% da prépolis consumida no Japao é de
origem brasileira (RICARDO, 2020). Estima-se que o Brasil produza cerca de 100
toneladas anuais de prdépolis verde, sendo que 80% desse volume vem do estado
de Minas Gerais (MATIAS, 2020). Por outro lado, apesar do estado do Parand
também produzir prépolis verde (APISBRASIL, 2020), seu nivel ndo se assemelha
ao de Minas Gerais, dando indicativo de que apesar do alto valor agregado do
produto, esse ndo tem recebido a devida atengdo na regiao.

PROTOCOLOS PARA METODOLOGIAS MICROBIOLOGICAS EMPREGADAS NO
CONTROLE DE QUALIDADE
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Controle de qualidade. A partir do momento que se deseja comercializar um
determinado produto, é imprescindivel que esse produto atenda aos requisitos
de qualidade impostos pela legislacdo de modo que ndo apresentem riscos ao
consumidor. Uma vasta gama de microrganismos é capaz de utilizar alimentos
como substrato para se multiplicarem de modo que ao fazerem, produzem
toxinas que causam riscos a saude. As andlises microbioldgicas sdo utilizadas a
fim de avaliar a qualidade de um alimento assim como mostrar contaminagdes
indicando possiveis falhas no processo produtivo ou de armazenamento
(RICARDO, 2020). Um dos métodos mais comuns para quantificar e verificar
presenca de microrganismos em dada amostrada é a contagem em placas. Essa
técnica é capaz de verificar a presenca de varios microrganismos como meséfilos
aerdébios, bolores, leveduras e bactérias laticas. O processo é simples e pratico,
consistindo na inoculagdo das amostras em meio sélido (agar) presentes em
placas de Petri, seguido de incubacdo em temperatura ideal até verificar
crescimento. A técnica é versatil, uma vez que permite variar a composicdo do
meio sélido a fim de selecionar qual microrganismo vai crescer (SILVA, 2017).

Mesofilos. Para verificar a presenca de mesodfilos nas amostras, é necessario
inicialmente preparar Agar PCA (Plate Count Agar) e esteriliza-lo em autoclave a
121 2C por 15 min. Em seguida, verte-se aproximadamente 15 mL do 4gar em
placas de Petri estéreis e as mesmas sdo deixadas para secar até solidificar o
meio. Tendo solidificado, as placas vao para uma BOD sendo incubadas a 36 2C
por 24 h a fim de verificar quaisquer possiveis contaminac¢des que possam gerar
um teste falso positivo. Apds verificado nenhuma contaminacdo acidental, 1 mL
de cada diluicdo é adicionado na superficie do agar e semeado com al¢a de
Drigalski. Por fim, as placas sdo incubadas de forma invertida a 36 2C por 48 h.
Passado esse tempo é entdo verificado se houve crescimento nas placas (BRASIL,
2003). O processo deve ser realizado em triplicata para cada dilui¢do.

Bolores e Leveduras. Inicialmente, se faz necessario preparar Agar DG-18
conforme instrucGes do fabricante. Apds ter sido preparado, o recipiente
contendo o agar é levado até autoclave a 121 2C por 15 min a fim de esterilizar o
meio. Finalizado a esterilizacdo, o meio é deixado esfriar até aproximadamente
46 9C para em seguida adicionar 1,5 mL de acido tartarico 10% (para cada 100
mL) com objetivo de tornar o pH do meio 3,5. Em seguida, o conteludo é
despejado nas placas de Petri (estéreis) e deixadas para secar. Apds solidificagdo,
as placas sdo incubadas a 28 2C por 24 h para verificar quaisquer possiveis
contaminagbes acidentais. Nao havendo, 0,1 mL de cada diluicdo é pipetada
sobre a superficie do adgar e espalhada pela placa utilizando uma alga de Drigalski.
As placas sdo entdo incubadas a 28 2C por 5 a 7 dias (BRASIL, 2003).

Pseudomonas spp. Seguindo a metodologia para preparo de amostra, é
preparado uma diluicdo de 10! com a amostra de prépolis. Em seguida, sdo
preparados 100 mL de Caldo de Caseina-Soja de acordo com o fabricante. Em um
recipiente separado, 10 mL da diluicdo preparada deve ser diluida em 90 mL do
caldo. O conteudo é entdo incubado a 32,5 2C por 24 h. Passado o tempo de
incubacdo, uma alcada do seu contetido é inoculada em placa de Petri contendo
Agar Cetrimida (processo realizado em triplicata). As placas s3o entdo incubadas
a 32,5 oC por 72 h. Passado o tempo, é verificado o crescimento. Se ocorreu
crescimento, uma alcada de colonia bem definida é selecionada para realizar
teste de oxidase a fim de confirmar a presenca de Pseudomonas. Para isso, a
colénia deve ser espalhada sobre uma tira para teste de oxidase e o resultado
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verificado. Importante dizer que as placas de Petri, o 4gar e o caldo devem ser
esterilizados em autoclave a 121 2C por 15 min.

Teste presuntivo para coliformes totais. A partir da amostra de prdépolis sdo
realizadas as trés diluicGes conforme protocolo ja detalhado. Em um frasco
separado, prepara-se Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) e o autoclava por 15 min
a 121 °C. Em seguida, o caldo deve ser colocado em tubos de ensaio e para cada
tubo de ensaio um tubo de Durhan. As diluicdes sdo entdo inoculadas, em
triplicata, nos tubos contendo caldo LST. Os tubos sdo levados a incubadora por
24 h a 35 2C. Apds o tempo de incubacdo, verifica-se formagdo de gas nos tubos
de Durhan (BRASIL, 2003).

Teste confirmatério de coliformes totais. Para o teste em questdo, devem
ser preparados tubos contendo Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB). O nimero de
tubos preparados depende da quantidade de tubos com resultado positivo no
teste presuntivo. De cada tubo com resultado positivo do teste anterior, inocula-
se uma alcada desse em um tubo contendo Caldo VB. Os tubos sdo entdo
incubados a 35 9C por 24 h a fim de verificar producdo de gas nos tubos (BRASIL,
2003). Antes de ser colocado nos tubos de ensaio, o caldo deve ser autoclavado
por 15 mina 121 °C.

Teste confirmatdrio de coliformes termotolerantes. De forma similar ao
teste anterior, foi preparado tubos contendo Caldo Escherichia coli (EC). Para
cada tubo dado como positivo no teste presuntivo, uma algada foi inoculada em
um tubo contendo o Caldo EC. Por fim, os tubos foram incubados a 45 2C por 24
h com objetivo de verificar turvacdo do meio e producdo de gas nos tubos
(BRASIL, 2003). Caldo EC foi autoclavado a 121 2C por 15 min.

Teste confirmativo para E. coli. Em um Erlenmeyer prepara-se Agar L-EMB e
seu conteludo deve ser autoclavado por 15 min a 121 °C. Apds, o agar é
despejado em placas de Petri (esterilizadas) e deixadas para secar. A partir de
tubos com resultado positivo para teste confirmatdério de coliformes
termotolerantes, é inoculado uma alcada de cada tubo para cada placa contendo
0 agar. As placas sdo incubadas a 35 2C por 24 h. Passado o tempo de incubacao,
verifica-se se houve crescimento do microrganismo em questdo (BRASIL, 2003).

Salmonella. Inicialmente, a partir da metodologia ja descrita, prepara-se a
diluicdo de 10. A seguir, com objetivo de pré-enriquecer a amostra, a diluicdo ja
preparada é incubada a 36 2C por cerca de 16 h. Em seguida, é preparado Caldo
Rapapport e o mesmo distribuido em tubos de ensaio previamente esterilizados.
Depois, pipeta-se 0,1 mL da amostra pré-enriquecida para os tubos contendo o
caldo. Os tubos sdo entdo incubados a 41 2C, em banho maria, por 24 h. Apds
passado a incubacdo, para dar continuidade, deve ser preparado Agar XLD e
distribuido em placas de Petri (esterilizadas) e deixadas para secar. Faz-se entdo o
repique da amostra inoculada no caldo para as placas contendo o dgar. As placas
sdao incubadas de forma invertida a 36 2C por 24 h (BRASIL, 2003). Importante
dizer que tanto o caldo quanto o dgar devem ser autoclavados por 15 min a 121
oC.

Ap0s realizado o procedimento anterior, se faz necessdrio realizar uma série
de testes bioquimicos a fim de confirmar a presenca de Salmonella na amostra.
Inicialmente, as coldnias que cresceram nas placas contendo Agar XLD sdo
repicadas em agar ndo-seletivo e incubadas por 24 h a 36 2C com objetivo de

Pégina | 6



- #8200 X Seminario de Extensao e Inovagéo
Q 2 02 O XXV Seminario de Iniciagao Cientifica e Tecnolégica r PR
SICITE 23 a 27 de Novembro | To|edo i} PR UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

UTFPR - CAMPUS TOLEDO CAMPUS TOLEDO

verificar a pureza (BRASIL, 2003). Posteriormente, devem ser realizados os testes
de urease, TSI, lisina descarboxilase, motilidade e oxidase.

Staphylococcus aureus. Para realizar a contagem e verificacdo de S. aureus é
inicialmente realizado, a partir da amostra de prdpolis, uma diluicdo de 10?
conforme metodologia j& descrita. Em seguida, adiciona-se o conteido da
diluicdo a outro frasco contendo a mesma quantidade de Caldo Tripticase de Soja
(TSB) previamente preparado e em concentracdao dobrada. O contelddo é entdo
incubado a 35 2C por cerca de 3 h. Passado esse tempo, sdo adicionados ao frasco
anterior mais 100 mL de Caldo TSB contendo 20% de Cloreto de Sddio (NaCl) e
seu conteldo incubado a 35 2C por 24 h. Para dar sequéncia, é preparado Agar
Baird-Parker (BP) e esse distribuido por igual em placas de Petri previamente
esterilizadas. As placas sdo entdo incubadas a 35 2C por 24 h a fim de verificar
guaisquer contaminagdes. Passado esse tempo de incubacdo, sdo inoculadas 0,1
mL nas placas contendo Agar BP e as mesmas s3o incubadas a 35 °C por 48 h. Em
seguida, faz-se necessario preparar Caldo Brain Heart Infusion (BHI) e distribuir o
conteudo preparado em tubos de ensaio esterilizados. Entdo, sdo selecionadas
colbnias tipicas crescidas no Agar BP e tais col6nias sdo inoculadas nos tubos
contendo Caldo BHI. As placas sdo incubadas a 352C por 6 horas. Importante
dizer que todos os agares utilizados e os caldos devem ser esterilizados em
autoclave a 121 2C por 15 min. Para finalizar a andlise é necessario a realizacao
de dois testes adicionais: teste de coagulase e o teste de catalase.

Apds o preparo das amostras, ndao foi possivel dar continuidade as analises
de controle de qualidade devido a pandemia do COVID-19.

CONCLUSAO

A demanda pela prépolis vem crescendo, uma vez que sua utilizacdo nos
mais diversos fins também, tornando-o um produto com alto valor agregado,
atraindo cada vez mais atengao dos produtos de diversas regides.

Pelas propriedades da propolis dependerem da época de coleta e
principalmente da flora da regido, essas variam em diversos locais do Brasil.
Entretanto, apesar da diferente composicdo da propolis coletada nas regides de
Minas Gerais e das coletadas na regido oeste do Parana, ambos apresentam
propriedades muitissimas interessantes, incluindo, antibacterianas, antifingicas,
antioxidantes. O estado do Parand, por possuir a maior produ¢do nacional de
mel, deveria, frente a tais informacdes e estudos, demonstrar mais interesse na
producdo da prépolis, visto que ao o fazer estaria obtendo um produto de alto
valor agregado sem a necessidade de grandes mudangas no processo produtivo.
Tal produto poderia ser comercializado para o exterior, visto o grande interesse,
ou até mesmo dentro no mercado nacional e ser assim utilizado nos mais
diversos produtos. Além disso, novos estudos podem ser conduzidos visando
descobrir novas aplicagdes ou aperfeicoar as ja existentes, contribuindo com
vastos beneficios na saude, estética e alimentacao.
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