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Resumo  

 

A própolis desde muito tempo é estudada visando elucidar suas inúmeras propriedades biológicas. Os 

preparados à base de própolis, especialmente de Apis mellifera, são utilizados na elaboração de 

fitoterápicos além de matéria prima em alguns setores da indústria de alimentos e cosméticos. Nesse 

estudo buscou-se testar ações antimicrobianas dos extratos etanólicos de própolis (EEP) considerando 

três formas de preparo, Dupla Ultrasonicação em banho ultrassônico (U+U), Dupla Maceração (M+M) e 

Maceração associada a Ultrasonicação (M+U), além dos peptídeos antimicrobianos melitina e nisina, dos 

compostos majoritários presentes nos óleos essenciais da canela (cinamaldeído - 

Cinnamomum zeylanicum) e do cravo da Índia (eugenol - Syzygium aromaticum) bem como do 

antibiótico tetraciclina, sobre isolado de Bacillus subtilis (isolado de solo) e Paenibacillus alvei (ATCC 

6344), este ultimo, importante patógeno para larvas de abelhas contribuindo para ocorrência da doença 

conhecida como Cria Pútrida Europeia (CPE). Foram testadas  ação anti-esporo, atividade inibidora pela 

determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e bactericida mínima (CBM) utilizando a 

metodologia da microdiluição (Resazurin Microtiter Assay – REMA). Verificou-se também a ação dos 

EEP’s, peptídeos antimicrobianos e compostos majoritários sobre membrana plasmática bacteriana, 

integridade bem como permeabilidade, através dos ensaios de liberação de proteínas por meio da 

metodologia de Bradford, liberação de ácidos nucleicos, e ensaios de efluxo de íons potássio e fosfato. 

Também foi avaliado o efeito sinérgico dos antimicrobianos naturais com a tetraciclina, determinados 

pela metodologia time kill curve visando a potencialização da eficácia destes produtos. Os três modos de 

preparo dos EEP’s apresentaram semelhante atividade antimicrobiana, com valores análogos de CIM e 

CBM, 156,25 µg/mL para B. subtilis, e  78,12 µg/mL para P. alvei, exceto para o extrato etanólico M+U 

que apresentou valor de 156,25 µg/mL para CBM. Observou-se que os peptídeos melitina e nisina 

apresentaram  melhor atividade frente a B. subtilis com valores de CIM de 12,00 µg/mL e 37,50 µg/mL 

respectivamente, bem como CBM de 28,0 µg/mL para melitina e 37,5 µg/mL para nisina. Para P. alvei 

todos os produtos mostraram efeitos similares de ação antimicrobiana seja de efeitos bactericida ou 

bacteriostático, exceto o eugenol, que mostrou menor atividade. Quanto a ação anti-esporo, nota-se que 

P. alvei apresentou uma maior resistência aos produtos testados quando comparados a B. subtilis. Melitina 

e nisina foram os produtos que mostraram maior capacidade de redução de esporos em menores 

concentrações, sendo que para B. subtilis  obteve-se 100% redução em concentrações de  6,25µg/mL e 

0,78 µg/mL respectivamente, e para P. alvei, redução foi de 93% para a melitina e 98% para nisina, em 

concentrações de 80 µg/mL e 15 µg/mL respectivamente. Quanto aos testes de liberação de proteínas, foi 

possível observar um aumento gradual das concentrações de proteínas extravasadas em função do tempo 

para todos os tratamentos, sendo que para B. subtilis, os EEP’s e os peptídeos antimicrobianos mostraram 

maior liberação de proteínas, e  para P. alvei, os EEP’s foram os tratamentos que apresentaram melhor 

efeito na liberação proteica. Foi possível observar a liberação de ácidos nucleicos após 4 horas de 

tratamento com os produtos em estudo, indicando assim danos a membrana celular bacteriana. Os ensaios 

de efluxo de íons fosfato mostraram melhor atividade da melitina junto às bactérias em estudo, com 

resultados de liberação variando de 10 mg/L para 50 mg/L  na concentração de 2xCIM para B. subtilis,  

e de 10 mg/L  para 25 mg/L nas concentrações 1xCIM e 2xCIM, sobre P. alvei. Para os ensaios de efluxo 

de íons potássio, os três métodos de preparo dos EEP’s apresentaram resultados semelhantes, com 

liberação de 450 mg/L na concentração de 2xCIM após 4 horas, para B. subtilis e P. alvei. Os resultados 

obtidos com a metodologia da time kill curve mostraram sinergismo entre todos os antimicrobianos 
testados e a tetraciclina, para ambas as bactérias. Pretendeu-se esclarecer a ação dos produtos em estudo, 

sobre bactérias esporuladas com intuito de se obter um antibacteriano com uso potencial no manejo de 

apiários de abelha Apis mellifera, especialmente contra a doença da Cria Pútrida Europeia também 

conhecida como Loque Europeia, e sendo assim, pode-se concluir, que os EEP’s, os peptídeos 

antimicrobianos e os compostos majoritários utilizados no estudo, apresentam atividade antimicrobiana 

e ação junto a membrana celular bacteriana, e que todos os produtos testados possuem potencial como 

futuros agentes antimicrobianos, com destaque aos peptídeos melitina e nisina por sua atividade anti-

esporo.  

 

Palavras Chaves- Paenibacillus alvei, Bacillus subtilis, Apis mellifera, Melitina, Nisina, Eugenol, 

Cinamaldeído, Tetraciclina, Sinergismo. 

 

 

 



 

 

Abstract 

 

Propolis has been studied for a long time in order to elucidate its many biological properties. Propolis-

based preparations, especially Apis mellifera, are used in the preparation of herbal medicines as well as 

raw material in some sectors of the food and cosmetics industry. In this study, we aim to test the 

antimicrobial actions of ethanolic extracts of propolis (EEP) considering three procedures of preparation 

such as Double Ultrasonication in an ultrasonic bath (U+U), Double Maceration (M+M) and Maceration 

associated with Ultrasonication (M+U), in addition to the antimicrobial peptides mellitin and nisin, the 

major compounds present in the essential oils of cinnamon (cinnamaldehyde – Cinnamomum zeylanicum) 

and clove (eugenol – Syzygium aromaticum) as well as the antibiotic tetracycline, against Bacillus subtilis 

isolate (isolated from soil) and Paenibacillus alvei (ATCC 6344) strains, the latter, an important pathogen 

for bee larvae, contributing to the occurrence of the disease known as European Foulbrood (EFB). Anti-

spore action and inhibitory activity were tested by determining the minimum inhibitory concentration 

(MIC) and minimal bactericidal (CBM) using the microdilution methodology (Resazurin Microtiter 

Assay – REMA). It was also verified the action of EEP’s, antimicrobial peptides and major compounds 

on bacterial plasmatic membrane, integrity as well as permeability, through protein release assays using 

the Bradford methodology, nucleic acid release and efflux assays of potassium and phosphate ions. The 

synergistic effect of natural antimicrobials with tetracycline was also evaluated, determined by the time 

kill curve methodology, aiming at enhancing the effectiveness of these products. The three modes of 

preparation of EEP’s showed similar antimicrobial activity, with analogous MIC and CBM values, 156.25 

µg/mL for B. subtilis, and 78.12 µg/mL for P. alvei, except for the M+U ethanol extract that presented a 

value of 156.25 µg/ml for CBM. It was observed that the peptides mellitin and nisin showed better activity 

against B. subtilis with MIC values of 12.00 µg/mL and 37.50 µg/mL respectively, and CBM of 28.00 

µg/mL for melittin and 37.50 µg/ml for nisin. For P. alvei, all products showed similar antimicrobial 

effects, whether bactericidal or bacteriostatic, except for eugenol, which showed lower activity. As for 

the anti-spore action, it is noted that P. alvei has a greater resistance to the products tested when compared 

to B. subtilis. Melittin and nisin were the products with greatest spore reduction capacity at lower 

concentrations, and for B. subtilis there was 100% reduction at concentrations of 6.25µg/mL and 0.78 

µg/mL respectively, and for P alvei, reduction was 93% with melittin and 98% for nisin, at concentrations 

of 80 µg/ml and 15 µg/ml respectively. As for the protein release tests, it was possible to observe a gradual 

increase in extravasated protein concentrations as a function of time for all treatments, and for B. subtilis, 

EEP’s and antimicrobial peptides showed greater protein release, and for P. alvei, EEP’s were the 

treatments that showed the best effect on protein release. It was possible to observe the release of nucleic 

acids after 4 hours of treatment with the products under study, thus indicating damage to the bacterial cell 

membrane. Phosphate ion efflux showed better mellitin activity with the bacterias under study, with 

release results ranging from 10 mg/L to 50 mg/L at a concentration of 2xCIM for B. subtilis, and from 10 

mg/L to 25 mg/L at concentrations 1xCIM and 2xCIM, for P. alvei. For the potassium ion efflux assays, 

the three methods of preparation of EEP’s obtained similar results, with a release of 450 mg/L at a 

concentration of 2xMIC after 4 hours, for B. subtilis and P. alvei. The results from the time kill curve 

assays showed synergism between all tested antimicrobials and tetracycline on both bacteria. It was 

intended to clarify the action of the products on sporulated bacteria in order to obtain an antibacterial with 

potential use in the management of apiaries with Apis mellifera bee, especially against the European 

foulbrood disease, and thus, it can be concluded that the EEP’s, the antimicrobial peptides and the major 
compounds used in the study, have antimicrobial activity and action on the bacterial cell membrane, and 

that all tested products have potential as future antimicrobial agents with emphasis on melittin peptides 

and nisin for its anti-spore activity. 

 

Key words: Paenibacillus alvei, Bacillus subtilis, Apis mellifera, Melittin, Nisin, Eugenol, 

Cinnamaldehyde, Tetracycline, Synergism. 
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1. Introdução 

O amplo uso de fármacos antimicrobianos tem contribuído para a seleção, e com isto o 

surgimento de micro-organismos resistentes aos fármacos convencionais, resultando em um 

problema de saúde pública, pois as doenças causadas por estes patógenos  ampliam os índices 

de morbidade e mortalidade das populações, tanto para humanos como para animais.  

Nesse contexto, é perceptível o  crescimento no número de pesquisas nas áreas de produtos 

naturais, pois sabe-se que esses produtos, a exemplo da  própolis de Apis mellifera, como também 

dos óleos essenciais e extratos de espécies vegetais, tem revelado múltiplas propriedades 

biológicas com potencial reduzido de toxicidade além de potencialmente também mais aceitos 

pela população em geral.  

Segundo reportado pela  Embrapa (Lopes et al, 2004), no que diz respeito a enfermidades e 

inimigos naturais das abelhas, a ocorrência de doenças nas colmeias pode acarretar prejuízos 

diretos pela diminuição da produtividade uma vez que o aumento da mortalidade, tanto de crias 

como de abelhas adultas, leva a uma redução da população da colônia com consequente redução 

na produção. Em casos mais graves, o apicultor poderá perder enxames, já que as abelhas 

africanizadas costumam abandonar as colmeias quando a população se torna reduzida e na 

ocorrência de muita cria morta.  

Diversas são as doenças que afetam as colônias de abelhas em todo o mundo, tanto as crias 

quanto as abelhas adultas. Elas são causadas por micro-organismos (bactérias, fungos, vírus e 

protozoários) e animais, como ácaro e besouro. Sem controle das doenças, as colmeias podem 

sofrer perdas enormes em sua população e, casos graves de infestação podem dizimá-las. Por 

isso, os apicultores precisam saber reconhecer essas ameaças a tempo e evitar a propagação. 

De acordo com Djordjevic et al (2000), o Paenibacillus alvei é uma bactéria com capacidade 

de formar esporos sendo frequentemente isoladas em meios de culturas. O P. alvei, Enterococcus 

faecalis, Enterococcus faecium e Achromobacter eurydice são também frequentemente isolados 

de larvas doentes de abelhas do mel (Apis mellifera) quando colônias estão infectadas com  

Melissococcus pluton, agente causador da European foulbrood (EFB) (podridão europeia ou 

loque europeia). Segundo ainda os autores, na Austrália por exemplo, o P. alvei era o terceiro 

isolado mais comum em colmeias de abelhas do mel, enquanto E. faecalis, E. faecium e A. 

eurydice eram raramente isolados em colmeias acometidas por loque europeia. Finalmente, o P. 

alvei também pode produzir sinais em larvas que são similares aqueles produzidos por 

Paenibacillus larvae subsp. Larvae, agente este responsável pela  American foulbrood (loque 

americana, podridão americana) que é outra importante doença em abelhas Apis mellifera. 

O Bacillus subtilis é outro exemplo de bactéria formadora de esporos. Pode-se destacar o seu 

uso potencial como agente de controle de patógenos em plantas bem como biossurfactantes 
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(Kaspar; Neubauer; Gimpel, 2019). Muito do que se sabe sobre o processo de esporulação de 

bactérias se deve a pesquisas realizadas com B. subtilis, sendo esse considerado um organismo 

modelo em estudo do gênero (Stewart, 2015) 

Feitas as considerações anteriores, neste estudo verificou-se se alguns produtos 

antimicrobianos naturais, sendo estes, extratos etanólicos de própolis de Apis mellifera, 

peptídeos antimicrobianos (nisina e melitina) e compostos majoritários  presentes em óleos 

essenciais (cinamaldeído e eugenol) apresentam ação eficiente sobre duas bactérias 

(Paenibacillus alvei e Bacillus subtilis) em especial sobre as respectivas formas esporuladas 

destas bactérias, bem como também testar alguns possíveis mecanismos de ação destes produtos 

e compostos. 

2. Revisão bibliográfica

Desde a antiguidade, as abelhas são valorizadas pelos seus produtos e admiradas pelo seu

comportamento. Elas já foram desenhadas em quadros e pinturas em cavernas, descritas em 

manuscritos, livros científicos, líricos, cunhas em medalhas, bijuterias, moedas e objetos de 

barro. Supõe-se que os egípcios foram os pioneiros na apicultura – arte de criar abelhas – tendo 

o mel sido considerado um medicamento popular com participação em um número expressivo

de remédios utilizados naquela época (Couto & Couto, 2006). 

As abelhas são responsáveis por inúmeros benefícios ambientais e exercem papel 

fundamental para o equilíbrio da vida no planeta Terra. Sendo elas responsáveis por grande parte 

da polinização, o declínio no número e em espécies de abelhas,  acarreta inúmeros prejuízos 

globais, uma vez que a alimentação da população depende dessa ação polinizadora (Potts et al., 

2016). Tais causas responsáveis por perdas e declínio relacionado a população de abelhas são 

especialmente as mudanças climáticas, uso de pesticidas e os patógenos (Soroye, Newbold e 

Kerr (2020). 

As abelhas mais utilizadas comercialmente pertencem ao gênero Apis (Hymenoptera, 

Apidae). Considerando a importância quanto a produção de derivados da colmeia, a espécie Apis 

mellifera é a mais conhecida e utilizada comercialmente. Segundo Wiese (2005), a A. mellifera 

L foi introduzida no Brasil no ano de 1839 vinda de Portugal. Na sequência, e com a chegada 

dos imigrantes europeus, no ano de 1845, houve a introdução de uma raça alemã denominada  A. 

mellifera mellifera, conhecida como abelha alemã ou preta. Entre 1870 e 1880, houve outra 

entrada de abelha no país sendo esta de raça italiana denominada A. mellifera ligustica e, 

finalmente em 1956, a introdução da raça africana denominada A. mellifera scutellata.  A 

consequência destas introduções, e repetidos cruzamentos, é que há no Brasil atualmente um poli 
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