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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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híbrido da espécie A. mellifera com características morfológicas e comportamentais chamada 

popularmente de abelha africanizada que manteve muitas das características da subespécie 

africana, como maior produtividade, alta capacidade de enxameação, maior resistência a doenças 

e maior defensividade. 

Dentre os produtos da colmeia, destaque será dado a própolis. A palavra própolis significa 

“pro”, a favor de, e “polis”, cidade, sendo seu significado muito adequado, dada a sua vasta 

utilização. É considerado um forte produto natural empregado na diminuição da abertura de  

colmeias, assim como para cobrir paredes internas dessas e interior das células para defendê-las 

dos micro-organismos, bem como possibilitar reparos dos favos estragados ou consolidar os 

favos móveis. Na Figura 1 são apresentadas ilustrações referentes a coleta de matéria para 

produção da própolis, a elaboração propriamente dita e própolis bruta sendo preparada para 

concepção de seus derivados. 

Atualmente a própolis é usada como ingrediente em doces, produtos biofarmacêuticos e como 

componente de cosméticos, e vem ganhando popularidade também como conservante natural e 

fonte de compostos bioativos para alimentos e bebidas, contribuindo para melhorar o prazo de 

validade dos produtos e saúde dos consumidores (Gutiérrez-Cortés & Suarez Mahecha, 2014; 

Duman & Özpolat, 2015). 

A própolis é considerada resultado da coleta de substâncias de natureza gomosa, resinosa e/ou 

balsâmicas, recolhidas pelas abelhas especialmente de brotos, flores, cascas, látex, ramos, pólen 

e frutos, entre outras partes de espécies vegetais presentes no ambiente em que se situa a colmeia. 

As abelhas adicionam e modificam a composição dos materiais coletados, através de secreções 

próprias como a saliva, a partir da adição de ceras, ou ainda pelo processo de digestão do pólen 

pelas próprias abelhas (Fernandes Junior, 2012). 

Análises de amostras de própolis de várias partes do mundo têm mostrado que a este produto 

da colmeia pode conter mais de 300 compostos químicos diferentes (Huang et al., 2014). 

Conforme citado por Przybylek e Karpiński (2019) a própolis em seu estado bruto tem uma 

composição que se aproxima ao apresentado na Figura 2. 

Assim como sua composição, a coloração da própolis também pode variar de amarelada, 

parda, vermelho escuro, verde-limão, cinza esverdeado e marrom, dependendo de sua 

procedência (Couto & Couto, 2006).   
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Figura 1.  Fotos ilustrativas dos passos para elaboração da própolis de Apis mellifera até 

momento prévio ao preparo do derivado da própolis. 

http://espaber.uspnet.usp.br/espaber/wp-content/uploads/2011/09/raw-própolis-

with-mortar.jpg. (Disponível em 04/04/2012) (Fonte Fernandes Junior, 2012). 

http://espaber.uspnet.usp.br/espaber/wp-content/uploads/2011/09/raw-propolis-with-mortar.jpg
http://espaber.uspnet.usp.br/espaber/wp-content/uploads/2011/09/raw-propolis-with-mortar.jpg
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Figura 2. Composição da própolis. Fonte: Przybylek e Karpiński (2019). 

 

Os principais compostos presentes na própolis correspondem os ácidos fenólicos e ésteres, 

flavonoides, terpenos, aldeídos aromáticos e álcoois, ácidos graxos, estilbenos e β-esteroides 

(Watanabe et al., 2011). Amostras de própolis do Brasil apresentam diferenças em suas 

composições químicas quando comparadas com amostras de zonas temperadas. Além disso, 

diferenças também entre própolis de zonas tropicais foram detectadas em função da flora local e 

área de coleta. Dentre essas amostras de própolis é possível destacar a própolis verde, obtida a 

partir do alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia), e mais recentemente, a própolis 

denominada vermelha, obtida na região norte do país (Salomão et al., 2008). Além disso, 

mencionam os autores que enquanto a ação antimicrobiana da própolis europeia se deve a 

presença de flavonoides e dos derivados do ácido cafeico, as de áreas tropicais destacam-se como 

compostos ativos os ácidos fenólicos e derivados prenilados. 

A heterogeneidade química da própolis é facilmente compreensível, pois essa é constituída 

de uma mistura complexa de compostos derivados de plantas e processados por enzimas 

presentes na saliva de abelhas. Assim, a composição da própolis depende das plantas, das 

estações em que as resinas são coletadas, e das espécies de abelhas. Esta diversidade química 

traz uma questão crucial de padronização, mesmo que as abelhas por si só não mudem a 

composição química (Bankova; Castro, Marcucci, 2000). Mantovani et al. (2008) avaliaram a 

composição química de amostras de própolis coletadas na região Sul e Sudeste do Brasil, sendo 

que a amostra originária do Sul apresentou maior quantidade de flavonoides em sua composição, 

enquanto que a amostra proveniente do Sudeste apresentou maior quantidade de compostos 

fenólicos totais.  

Os flavonoides e ésteres de ácidos fenólicos, são importantes compostos no que diz respeito 

à atividade antimicrobiana (Sforcin et al. 2000) e também frequentemente reportados por sua 



20 

 

 

atividade antioxidante que agem reduzindo a velocidade de oxidação resultando na redução dos 

radicais livres (Tungmunnithum et al., 2018).  

A própolis é considerada um eficiente antisséptico bem como demonstra as propriedades 

bactericidas, bacteriostáticas, antifúngicas, analgésicas, cicatrizantes, anti-inflamatórias e 

anestésicas, conforme relatado por Couto & Couto (2006).  

Estudos mostram importante ação antimicrobiana in vitro de extratos de própolis sobre micro-

organismos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium,  Candida 

albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis e Candida guilliermondii isolados de 

materiais biológicos humanos (Fernandes Junior et al., 1995), e amostras clínicas de S. aureus, 

Pseudomonas aeruginosa, E. coli e S. typhimurium (Sforcin et al., 2000). Os efeitos 

antimicrobianos dos extratos de própolis podem ser observados em amostras de própolis 

coletadas em diferentes regiões geográficas, como as obtidas no Brasil e na Bulgária, que 

mostraram efeito inibidor sobre linhagens de Salmonella isoladas de amostras biológicas de 

humanos (S. typhimurium), de alimentos (Salmonella enteritidis) e sobre duas linhagens padrões 

ATCC de S. typhimurium (13311) e outra de Salmonella thyphi (00238) (Orsi et al., 2007); efeito 

de extratos etanólicos de própolis provenientes da Grécia e Chipre, frente a cepas bacterianas de 

Shigella dysenteriae, S. thyphimurium, E. coli, Enterobacter aerogenes, S. aureus, 

Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Lactobacillus bulgaricus, 

Lactobacillus fermentum, Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus, Candida albicans e 

Candida tropocalis (Kalogeropoulos et al., 2009), bem como ação de extratos etanólicos de 

própolis coreana sobre Streptococcus mutans, S. aureus, Enterococcus faecalis e C. albicans 

(Roh e Kim, 2018). O extrato da própolis mostrou-se eficaz também na inibição de Helicobacter 

pylori (Shapla et al.,2018) e recentemente ação de própolis sobre cepas resistentes de Neisseria 

gonorrhoeae (Vicã et al., 2021).  

Considerando as possibilidades de interações in vitro entre produtos naturais e fármacos 

antibacterianos convencionais, Fernandes Junior et al, (2005) realizaram  estudo que objetivou 

testar efeito sinérgico da própolis com fármacos de uso na terapêutica de doenças infecciosas 

sendo que nessa pesquisa foram testadas 61 isolados de S. aureus e 13 fármacos utilizando as 

metodologias da difusão a partir de discos (Kirby & Bauer) e pelo E-teste. Os resultados 

mostraram que pela metodologia do disco, houve sinergismo entre o extrato de própolis com 

cinco dos 13 fármacos testados (cloranfenicol, gentamicina, netilmicina, tetraciclina e 

vancomicina), enquanto que pela metodologia do E-Teste, observou-se novamente o sinergismo 

do extrato com os fármacos cloranfenicol, gentamicina, netilmicina, tetraciclina e também com 

clindamicina.  
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Avançando ainda nos estudos com própolis e sinergismo com outros produtos naturais, Probst 

et al., (2011) reportaram interações sinérgicas  em misturas preparadas de extratos etanólicos de 

própolis de A. mellifera e óleos essenciais de plantas (canela, gengibre, cravo da índia e hortelã 

pimenta). Previamente foram determinados os valores de CIM90% sobre 16 linhagens de S. aureus 

e 16 de E. coli, isoladas de material clínico humano.   

A própolis também apresenta atividade antimicrobiana na prevenção da cárie dental. 

Conforme descrito por Rufatto et al.  (2017), o extrato de própolis apresentou eficácia, quando 

comparado com tratamentos convencionais de aplicação de flúor, reduzindo assim as ocorrências 

de lesões cariosas.  

Em estudo recente, Silva et al. (2021) relataram atividade antiparasitária da própolis vermelha 

sobre o helminto causador da esquistossomose, Schistosoma mansoni, agindo sobre parasitas 

adultos e imaturos, sugerindo assim que a própolis pode ser mais eficiente para o tratamento da 

doença do que o medicamento usado atualmente. 

Além da ação antimicrobiana de extratos de própolis preparados de formas distintas, também 

serão abordados neste estudo aspectos da ação antibacteriana, incluindo ação anti-esporo, de dois 

peptídeos antimicrobianos (nisina e melitina) e dos compostos majoritários de óleos essenciais 

de duas plantas, o cinamaldeído e eugenol. 

Os peptídeos antimicrobianos são estudados a muito tempo como alternativa à resistência 

bacteriana aos fármacos antimicrobianos, uma vez que estes se mostram menos prováveis a 

resistência do que fármacos convencionais, bem como apresentam potencial de ação de forma 

sinérgica com esses (Hollman et al., 2018). 

As bacteriocinas são pequenos peptídeos produzidos por bactérias, sintetizados nos 

ribossomos, e que possuem atividade contra outras bactérias (Cotter; Ross e Hill, 2013). A nisina, 

um exemplo de peptídeo antimicrobiano, é uma bacteriocina, produzida pela bactéria 

Lactococcus lactis, com potencial de inibição do crescimento bacteriano, sendo seu principal 

mecanismo de ação, a formação de poros nas membranas, apresentando também ação sobre 

esporos bacterianos (Moll, Konings e Driessen, 1999; Yeung; Gellatly e Hancock, 2011). Além 

disso, a nisina apresentou sinergismo com fármacos como a oxacilina, o que pode minimizar 

uma possível toxicidade bem como a resistência bacteriana, uma vez que as doses terapêuticas 

poderão ser diminuídas para tal fármaco (Alves et al., 2020).  

A melitina, é o principal componente da apitoxina (veneno de abelha) Apis mellifera, 

compreendendo mais de 50% do peso seco do veneno (Haberman, 1972). É um peptídeo 

anfipático, que apresenta atividade citolítica e age na membrana celular extraindo algumas 

moléculas lipídicas,  induzindo assim a formação de poros (Dempsey, 1990; Liu et al., 2018). A 

melitina se destaca por sua atividade antibacteriana (Memariani et al., 2019), além de apresentar 
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efeito sinérgico com a oxacilina, frente a cepas de Staphylococcus aureus resistente à meticilina 

– MRSA (Pereira et al., 2020). 

Os óleos essenciais são misturas de compostos voláteis de origem vegetal (Baser e Buchbauer, 

2015), que consistem em cerca de 20-60 componentes em várias concentrações, sendo que nessa 

mistura, dois ou três constituintes  estão presentes em concentrações relativamente altas (20-

70%) em comparação com os outros, denominados estes  como compostos majoritários (Yap et 

al., 2014). São de grande interesse das indústrias cosmética e farmacêutica, apresentando 

propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatórias, anticâncer, antimutagênicas e 

antidiabéticas (Raut e Karuppayil, 2014), e já demonstraram a existência de atividade 

antibacteriana resultante de sinergismo quando testados em associação com extrato etanólico de 

própolis (Probst et al., 2011). 

O cinamaldeído é o composto majoritário do óleo essencial da canela 

(Cinnamomum zeylanicum). Sua atividade antimicrobiana é bastante relatada, bem como ação 

anti-inflamatória, angiogênica e cicatrizante (Silva et al., 2018). Vasconcelos; Croda e Simionato 

(2018) relatam seus mecanismos de ação, tais como alterações na membrana celular e alteração 

do perfil lipídico, inibição de ATPase, inibição da divisão celular, inibição das porinas, inibição 

da motilidade, inibição do quorum sensing e formação de biofilme, bem como também ação 

sinérgica com fármacos antibacterianos. 

O eugenol é o composto majoritário do óleo essencial de cravo (Syzygium aromaticum). 

Apresenta atividade antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatória e efeito anestésico (Kaur e 

Kaushal, 2019). Também foram relatadas propriedades analgésicas, anticâncer, 

antiulcerogênicas, efeitos antiespasmódico e relaxante, anti-helmínticos, antipiréticos, 

antidepressivos, antiestresse, preservação óssea, intensificador de permeação cutânea, além de  

atividade inseticida e de controle de pragas (Kamatou; Vermaak e Viljoen, 2012), sendo, 

portanto,  de grande interesse para a indústria cosmética, farmacêutica e na agricultura. Quanto 

a sua atividade antibacteriana, são descritos mecanismos de ação, como rompimento da 

membrana celular, bem como atividade contra algumas enzimas bacterianas como protease, 

histidina carboxilase, amilase e ATPase (Marchese et al., 2017).  

As bactérias quando em estado vegetativo (metabolicamente ativas) se mostram mais 

suscetíveis as possíveis variações ambientais. Algumas bactérias, como espécies de Bacillus e 

Clostridium apresentam capacidade de formar esporos, conferindo-as uma maior resistência.  

Os esporos são formados no interior das células bacterianas, e contém DNA, ribossomos, e 

outros componentes essenciais, porém não apresentam atividade metabólica. São altamente 

resistentes ao calor,  radiação e a compostos químicos como desinfetantes. Essa resistência pode 

ser mediada pelo ácido dipicolínico, um quelante de íons cálcio encontrado apenas em esporos 
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de bactérias (Levinson, 2016). Seu revestimento é composto por proteínas específicas, e 

encontra-se sob o exosporium, que é uma estrutura composta por proteínas e glicoproteínas, 

localizado ao redor do esporo, estando presente em algumas espécies, como P. alvei, e ausente 

em B. subtilis (Storz e Hengge, 2010). 

Algumas espécies de Bacillus são agentes causadores de deterioração de alimentos e uma 

grande variedade de doenças. Devido à sua capacidade de formar esporos altamente resistentes 

ao calor, é de grande interesse desenvolver estratégias mais eficazes, pelas  quais os esporos 

possam ser inativados (Fan et al., 2019).  A característica de alta resistência dos esporos explica 

a sua presença em produtos alimentícios, onde em condições favoráveis podem germinar, 

causando assim a deterioração de alimentos e doenças humanas (Brown, 2000; Evelyn & Silva, 

2018).  

O Bacillus subtilis é uma bactéria Gram-positiva aeróbia facultativa e formadora de esporos 

(Mazza, 1994). Ele pode ser isolado de vários ambientes, como solos e hábitats marinhos, e sua 

utilização dá-se desde a produção de enzimas e fermentação de alimentos, até o biocontrole na 

agricultura (Kovács, 2019).  

O início do processo de esporulação de B. subtilis ocorre através da ativação do regulador de 

transcrição Spo0A, regulada por fosforilação (Piggot e Hilbert, 2004). A vasta compreensão 

quanto a sua bioquímica geral, fisiologia e genéticas, faz de B. subtilis uma bactéria de interesse 

em estudos relacionados a formação de esporos bacterianos (Figura 3) (Errington, 2003). 

 

 

Figura 3. Esquema simplificado, mostrando os estágios principais do ciclo de esporulação de 

Bacillus subtilis. Fonte: Errington (2003). 
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As abelhas podem ser acometidas por doenças, sendo causadas por inúmeros patógenos como 

bactérias, vírus e fungos, que colocam em risco as colmeias (Doublet et al., 2015; Beaurepaire 

et al., 2020;  Boncristiani et al., 2020). 

Paenibacillus alvei é uma bactéria considerada anaeróbia facultativa, Gram positiva e 

formadora de esporos. São bactérias móveis, e seus movimentos se dão por “enxameamento”, 

movendo-se coletivamente, e quando expostas a antibióticos, observa-se uma menor taxa de 

expansão das colônias e a formação de padrões mais compactos (Cohen; Ron e Bem-Jacob, 

2000). P. alvei, Brevibacillus laterosporus, Enterococcus faecalis e Achromobacter eurydice 

ocorrem como patógenos, acometendo abelhas durante surtos de podridão europeia (Djordjevic 

et al., 2000; Forsgren, 2010).  

Anandaraj et al. (2009), reportaram a coprodução de dois diferentes novos peptídeos 

antimicrobianos e proteases específicas para a linhagem de P. alvei denominada NP75. Segundo 

Djukic et al. (2012) foi observado junto a  P. alvei, a  presença de genes putativos que codificam 

um peptídeo antimicrobiano, uma toxina binária, uma toxina com atividade inseticida, 

alveolisina e diferentes peptídeos não ribossômicos para uma cepa de P. alvei DSM 29. 

Conforme citado por Lacerda (2009), a chamada Cria Pútrida Americana é um exemplo de 

doença que acomete as crias de Apis mellifera, sendo causada pela bactéria Paenibacillus larvae 

(antigamente designada como Bacillus larvae), a qual forma esporos, que são responsáveis pelas 

novas infecções, uma vez que esses esporos são ingeridos pelas larvas das abelhas e germinados 

no intestino das mesmas, bem como a Cria Pútrida Europeia, causada pela bactéria 

Melissococcus pluton (antigamente designada como Streptococcus pluton). 

A Melissococus pluton pode estar associada a outras bactérias, como o Bacterium eurydice 

(atualmente Achromobacter eurydice) além do Paenibacillus alvei, resultando na Cria Pútrida 

Europeia (CPE), que ocorre em quase todos os países, incluindo o Brasil, e causa grandes 

prejuízos, atacando larvas jovens que morrem ainda na fase pré-pupa ou pupa jovem (Itagiba, 

1997). 

Na CPE, a cria morre entre o 3º e o 5º dia do estágio larval, apresentando uma consistência 

pastosa. Essas bactérias sobrevivem até três anos em restos secos de larvas mortas (Couto & 

Couto, 2006). Na Cria Pútrida Americana (CPA), a morte das crias ocorre na fase de pré-pupa, 

ou pupa jovem, que apresentam uma coloração de amarelada a marrom escura, com consistência 

viscosa e cheiro forte (Couto & Couto, 2006). 

O principal tratamento para a CPE, bem como o tratamento preventivo da CPA, é feito a base 

de terramicina (Couto & Couto, 2006), uma tetraciclina, aprovada em 1950 pela FDA, obtida de 

Streptomyces rimosus (Nelson e Levy, 2011). 
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Sendo assim, com o presente estudo pretende-se contribuir com questões relacionadas às 

propriedades biológicas da própolis, dos peptídeos antimicrobianos e dos compostos 

majoritários, especialmente para a ação antibacteriana em espécies formadoras de esporos (P. 

alvei e B. subtilis) dada a importância do P. alvei, que juntamente com outras bactérias, pode 

provocar doenças especialmente em larvas de abelhas da espécie Apis mellifera. 

 

 

3. Objetivos 

3.1 Objetivo geral 

Caracterizar a atividade inibidora de extratos etanólicos de própolis de Apis mellifera 

preparados de três formas distintas e de peptídeos antimicrobianos (nisina e melitina) e 

compostos majoritários de óleos essenciais (cinamaldeído e eugenol) sobre linhagem ATCC de  

Paenibacillus alvei e sobre um isolado de Bacillus subtilis.  

 

3.2 Objetivos específicos 

Determinar ação inibidora em células vegetativas e ação anti-esporo dos vários produtos em 

estudo utilizando a metodologia da microdiluição (Resazurin Microtiter Assay Plate – REMA); 

Avaliar atividade dos produtos testados sobre integridade e permeabilidade da  membrana 

plasmática bacteriana verificado pelo extravasamento de proteínas totais, efluxo de íons fosfato 

e potássio e  liberação de ácidos nucléicos; 

Testar o possível sinergismo entre os produtos em estudo e o fármaco antibacteriano 

tetraciclina utilizando metodologia da time kill curve.  

 

 

4. Material e métodos 

4.1 Obtenção da própolis e preparo dos extratos etanólicos  

Uma única amostra de própolis foi obtida de apiário mantido em propriedade denominada 

Sítio Árvore Grande de propriedade do senhor Valdir Angelo Paniguel (22o55”10’ S e 48o29”35’ 

O) localizada no município de Botucatu, Estado de São Paulo. Este apiário é constituído por  

enxames de abelhas Apis mellifera africanizadas, alojadas em colmeias padrão Langstroth, 

distribuídas ao acaso e manejadas para a produção de mel, cuja florada foi classificada como do 

tipo silvestre tendo a coleta da própolis sido feita em novembro de 2018 pela raspagem com 

formão da própolis aderida nas partes internas das colmeias (adaptado de Inoue, 2007). Após 
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coleta, a própolis foi acondicionada em recipiente de vidro e mantida em freezer (±20oC) até o 

momento do processamento para obtenção dos respectivos extratos etanólicos de própolis (EEP). 

Foram utilizados, conforme descrito por Escriche & Juan Borrás (2018) modificado (Figura 

4), três diferentes métodos de extração alcoólica para obtenção dos EEP sendo a Dupla 

Maceração (M+M), a Dupla Ultrasonicação (U+U) realizada em banho Ultrassônico (Vide foto 

9 em Apêndice) e a Maceração/Ultrasonicação (M+U). Os extratos assim preparados tiveram na 

sequência a determinação dos respectivos pesos secos (mg/mL), sendo que para isso, alíquotas 

de 1 mL  de extrato foram colocados em cadinhos preparados com papel alumínio que foram 

mantidos em estufa BOD com temperatura de 37oC durante 24 horas, e quando totalmente 

evaporado o volume, o restante permanecido no cadinho foi pesado e este foi considerado o peso 

seco (Orsi et al., 2000) (Vide seção Apêndice foto número 8). 
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Figura 4. Fluxograma dos processos de preparos dos três extratos etanólicos de própolis (EEP) 

utilizados neste estudo. 
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Dupla Maceração (M+M): 7,5 gramas da própolis bruta foram dissolvidas em 25 mL de 

etanol 70% (70 mL etanol em 30 mL de água destilada estéril). Esta mistura foi mantida em 

agitação constante, utilizando uma mesa agitadora, durante 24 horas em temperatura ambiente e 

longe da luz.  Após esse período foi feita a filtração, separando o resíduo por meio de papel filtro, 

sendo o filtrado assim obtido considerado a primeira extração. Para a segunda extração, um 

processo idêntico foi realizado com o resíduo (material retido no filtro) da primeira extração, 

obtendo-se assim um segundo filtrado após 24 horas nas mesmas condições da primeira extração. 

Ambos os filtrados (1ª e 2ª extração) foram alocados em balão volumétrico e completado volume 

até 50 mL com etanol 70%.  

 

Dupla Ultrasonicação em banho ultrassônico (U+U): Tal como descrito previamente, 7,5 

gramas da própolis bruta foram dissolvidas em 25 mL de etanol 70%. Nesse processo, a extração 

se deu então por uso de um banho ultrassônico (vide seção Apêndice foto número 9) a 25ºC por 

um período de 30 minutos. O processo de filtração se deu conforme o realizado no método de 

Dupla Maceração. Ao resíduo obtido da primeira extração foi novamente acrescentado 25 mL 

de etanol 70%, tendo sido feita nova extração utilizando o banho ultrassônico nas mesmas 

condições da primeira extração seguido de nova filtração. Ambos os filtrados (1ª e 2ª extração) 

foram alocados em balão volumétrico, e completado volume até 50 mL com etanol 70%. 

 

Maceração associada ao uso de banho ultrassônico – Maceração/Ultrasonicação (M+U): 

Neste procedimento, a primeira extração (7,5 gramas em 25 mL de etanol 70%) foi realizada 

conforme descrita para o método de Maceração, sendo posteriormente submetida a uma segunda 

extração conforme descrita para o método de Ultrasonicação. Novamente ambos os volumes (1ª 

e 2ª extração) obtidos das duas formas descritas foram misturadas e completado volume para 50 

mL utilizando etanol 70%.  

Finalizando a questão do preparo dos EEP, merece destaque o fato que as três formas de 

preparo permitem obter um extrato considerado 15%, ou seja, 7,5 gramas em um total de 50 mL 

de etanol 70%, ou 15 gramas por 100 mL de etanol 70%. 

Visando repetição para o preparo dos extratos, foram realizadas duas extrações em momentos 

distintos (abril e maio de 2019) (Figura 5) para a mesma amostra de própolis bruta e  utilizando 

as mesmas técnicas de preparo, ou seja, Maceração/Maceração (M+M), 

Maceração/Ultrasonicação (M+U) e Ultrasonicação/Ultrasonicação (U+U).  Posteriormente, foi 

feita a mistura de ambos os extratos assim obtidos, e realizada a  devida caracterização química 

desses, e esses novos extratos resultantes da mistura foram utilizados em todos os ensaios 

microbiológicos bem como considerados para a discussão dos resultados obtidos.  
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Figura 5. Esquema das etapas do processo das três formas de extração dos extratos etanólicos 

de própolis (EEP).  

 

4.2 Peptídeos antimicrobianos e compostos majoritários de óleos essenciais 

Os peptídeos antimicrobianos melitina e nisina foram obtidos da marca Sigma Aldrich, tendo  

pureza ao redor de 63% e 2,5% respectivamente. Segundo informações do distribuidor da nisina 

(Nisin from Sigma Aldrich® do Brasil, produto código 8 N5764-5G) esta tem peso molecular 

de 3.354,07 g/mol, sendo a potência do produto correspondente a 1.000,000 UI (Unidades 

Internacionais) /grama. Considerando a grau de pureza de 2,5%, calculou-se em 40 UI/µg de 

nisina pura contida no produto adquirido. Com relação aos compostos majoritários, para o 
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cinamaldeído, a densidade foi igual a 1,05 g/mL e grau de pureza maior que 95%. O eugenol 

apresentou densidade igual a 1,06 g/mL e grau de pureza ao redor de 99%.  

 

4.3 Análise química dos EEP e ação antioxidante  

As análises foram realizadas no laboratório sob responsabilidade da Profa. Titular Giuseppina 

Pace Pereira Lima (Departamento de Ciências Químicas e Biológicas -IBB). Tais análises foram 

realizadas para todos os extratos obtidos nas duas extrações realizadas (abril e maio de 2019). 

A análise de compostos fenólicos totais do EEP foi feita de acordo com o método 

espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau conforme descrito por Woisky & Salatino (1998) 

utilizando ácido gálico como padrão, sendo a absorbância medida em espectrofotômetro (UV 

Mini-1240) a 740 nm e os resultados expressos em equivalentes de ácido gálico (mg/g). As 

análises de flavonoides totais dos EEP foram realizadas por reação colorimétrica, conforme 

protocolo proposto por Park et al, (1998), a partir da mistura de 0,5 mL do extrato etanólico de 

própolis, 4,3 mL de etanol 80%, 0,1 mL de nitrato de alumínio 10% e 0,1 mL de acetato de 

potássio 1 mol/L. Após 40 min, a absorbância foi medida em espectrofotômetro a 425 nm e o 

conteúdo de flavonoides expresso em equivalentes de quercetina (mg/g). 

A verificação da atividade antioxidante dos EEP’s, foi dada pela avaliação da atividade 

sequestrante do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila). A mistura da reação consistiu na 

diluição de 0,1 mL de cada extrato etanólico de própolis e 0,4 mL do extrator, 3 mL de etanol, e 

0,3 mL da solução 0,5 mM do radical DPPH, e após 45 minutos, foi realizada uma leitura de 

absorbância a 517 nm. 

 

4.4 Testes de sensibilidade bacteriana  

4.4.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração 

Bactericida Mínima (CBM) 

Os ensaios microbiológicos foram realizados com Bacillus subtilis (isolado de solo) 

fornecido pela Profa. Luciana Francisco Fleuri - Departamento de Ciências Químicas e 

Biológicas-IBB) e Paenibacillus alvei (ATCC 6344). Para obtenção das CIMs, foram realizados 

ensaios de sensibilidade de acordo com a metodologia da microdiluição, em microplacas de Elisa 

de 96 poços, também conhecida como Resazurin Microtiter Assay Plate – REMA (Martin et al., 

2003), sendo as concentrações obtidas inicialmente em Mueller Hinton Caldo, porém, como o 

crescimento da bactéria P. alvei não se mostrou abundante neste meio, optou-se pela troca para 

o meio de Brain Heart Infusion Broth (BHI). Foram preparadas suspensões bacterianas de acordo 

com a escala 0,5 de McFarland que corresponde a 1,5 x 108  unidades formadoras de colônias 
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por mL (UFC/mL), seguido de inoculação das bactérias nos respectivos poços das microplacas 

com uma concentração bacteriana corrigida para o equivalente a 105 UFC/mL. As placas foram 

então incubadas à 37ºC por 24 horas. Os ensaios foram realizados com os EEP’s, os peptídeos 

antimicrobianos melitina e nisina, compostos majoritários cinamaldeído e eugenol e a 

tetraciclina, além de controles positivos e negativos, ou seja, BHI inoculados e não inoculados 

com as bactérias, e dos controles do álcool 70% e DMSO (dimetilsulfóxido), utilizado para 

homogeneização dos EEP’s e dos compostos majoritários com o meio de cultura (CLSI, 2015, 

2018). Esses experimentos foram realizados em duplicatas. 

Após incubação, foram realizadas as leituras dos respectivos valores de CIM, definida 

como a menor concentração de cada composto antimicrobiano capaz de inibir o crescimento 

bacteriano. Isso foi feito pela impressão visual, ou seja, inicialmente a turvação do meio liquido 

bem como logo em seguida a adição do composto revelador de oxirredução resazurina (0,05%), 

sendo verificado o crescimento quando a coloração mudou da cor violeta para rosa.  

Para obtenção da Concentração Bactericida Mínima (CBM) foram preparadas subculturas 

a partir das concentrações testadas nos ensaios de microdiluição utilizando placas de BHI ágar. 

Após este procedimento, as placas foram incubadas em estufa a 37ºC/24 horas e na leitura foi 

anotada a menor concentração em que não foi possível visualizar a formação de colônias 

(NCCLS, 1999).  

Em seção Apêndice são apresentados alguns aspectos morfológicos (morfologia colonial 

e coloração de Gram) das bactérias em estudo (Fotos 1 a 5) além de imagens sobre os ensaios 

dos testes de sensibilidade (Fotos 8 e 9).  

 

4.4.2 Ensaios para verificação de interações (sinergismo) pela metodologia da curva 

de sobrevivência 

Após a realização dos ensaios de microdiluição para obtenção dos valores de CIM, foram 

realizados os ensaios para ambas as bactérias visando obter as curvas de sobrevivência (time kill 

curve), com objetivo de visualizar interações sinérgicas entre a tetraciclina com os diferentes 

EEP’s, os peptídeos antimicrobianos melitina e nisina, e os compostos majoritários cinamaldeído 

e eugenol.   

A metodologia foi realizada de acordo com o CLSI (1999; 2012) com modificações e que 

prevê o uso de 1x a CIM para os compostos isoladamente (ensaios controles) e  combinações dos 

respectivos agentes antimicrobianos nas proporções de ¼ da CIM dos EEP’s, melitina, nisina, 

cinamaldeído e eugenol bem como também com ¼ da CIM para o fármaco antibacteriano 

tetraciclina,  sobre as bactérias P. alvei e B. subtilis com inóculo padronizado pela escala 0,5 de 

McFarland. O meio de cultura utilizado foi o BHI. As placas foram incubadas a 37oC por 24 
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horas em leitor de microplacas (Epoch 2 – BioTek) e as leituras de densidade óptica (600 nm) 

foram realizadas, durante 24 horas sendo estas tomadas em intervalos de 1 hora.   

Com os valores obtidos, foram preparados os respectivos gráficos para visualização das 

interações entre as combinações testadas, e quando a interação foi sinérgica, foi verificado se ela 

ocorreu de modo bactericida ou bacteriostático (NCCLS, 1999). Esse experimento foi realizado 

em duplicata. 

Paralelamente a este procedimento, ou seja, time kill curve pela determinação da DO, 

também foram preparados os mesmos experimentos e respectivos tratamentos, sendo que nos 

tempos 0, 2, 4, 8 e 24 horas foram tomadas alíquotas dos cultivos e  semeadas em placas de BHI 

ágar (subculturas para contagem em placa), que após incubação a 37oC/24 horas foram feitas 

contagens de Unidades Formadoras de Colônias (UFC/mL) para verificação de perfil de 

crescimento em função do tempo visando determinação de ocorrência ou não de sinergismo, bem 

como uma vez havendo indício de sinergismo se este foi do tipo bactericida ou bacteriostático.  

Os valores de UFC/mL foram calculados e transformados em Log de UFC/mL. Os efeitos 

sinérgico ou  antagonista foram estabelecidos de acordo com a redução ou aumento de 2-log10, 

respectivamente, nas contagens bacterianas no período de 24 horas, bem como também foi 

considerado bactericida quando se observou uma redução de ≥3-log10 UFC/mL a partir do 

inóculo inicial (Dosler et al., 2015).  

 

4.5 Ação anti-esporo das bactérias testadas 

4.5.1 Obtenção das bactérias estudadas na forma esporulada 

O estímulo a esporulação das bactérias, e obtenção das suspensões de esporos, foi realizado 

de acordo com o método proposto por Silva et al. (2012), modificado conforme Fan et al. (2019). 

As bactérias B. subtilis e P. alvei foram mantidas em meio sólido para esporulação, sendo este 

preparado em nosso laboratório e cuja composição química foi por litro de meio, 10g de peptona, 

3g de extrato de carne em pó, 5g de cloreto de potássio (KCl), 15g de ágar e 0,2g de cloreto de 

manganês (MnCl2). As placas foram incubadas a 37°C por 10 dias e ao final deste período foram 

preparadas lâminas coradas pelo método de Wirtz, consagrado na visualização de esporos (vide 

seção Apêndice fotos 6 e 7). Tal coloração indicou que as bactérias visualizadas na lâmina 

correspondiam a uma quantidade bastante elevada de esporos. Feito isto, os esporos presentes 

nas culturas após esse período foram raspados da superfície do ágar com um bastão de vidro 

estéril, e suspensos em água destilada estéril. Após essa coleta, iniciou-se a etapa de purificação 

dos esporos para eliminação das células vegetativas remanescentes. A suspensão de esporos foi 

então aquecida a 80° C por 20 minutos. Os pellets de esporos foram obtidos por centrifugação e 
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lavagem por 6 vezes com água destilada estéril a 3300 G e 4°C durante 15 minutos. Os esporos 

obtidos pela centrifugação final, foram ressuspensos em água destilada estéril e feita sonicação 

durante 1 minuto em banho ultrassônico (Apêndice foto número 9), seguida do plaqueamento 

para contagem. A suspensão purificada foi então armazenada em local escuro, a 4°C, até o 

momento do uso nos ensaios (Apêndice foto número 7). 

 

4.5.2 Ensaios para ação anti-esporo 

A determinação da ação anti-esporo foi feita pela adição dos EEP’s, melitina, nisina, 

cinamaldeído, eugenol e tetraciclina em contato com suspensões de esporos obtidas das bactérias 

em estudo, utilizando uma adaptação do ensaio de microdiluição em microplacas de Elisa de 96 

poços, sendo as concentrações dos produtos obtidas diretamente em água destilada estéril. As 

suspensões dos esporos foram padronizadas segundo a escala 0,5 de McFarland, seguido da 

inoculação (ao redor de 104 esporos por mL), dos esporos bacterianos nos respectivos poços das 

microplacas, que então foram colocadas em agitação mantidas em temperatura ambiente por 24 

horas. Os ensaios foram realizados com os EEP’s, os peptídeos antimicrobianos, os compostos 

majoritários, e a tetraciclina, além de controles positivos e negativos, ou seja, água destilada 

estéril inoculados e não inoculados com esporos das bactérias em estudo, além do controle do 

etanol 70% e DMSO (dimetilsulfóxido). Esses experimentos foram realizados em duplicatas.   

Para verificação da redução ou não na contagem de esporos, foi realizado o cultivo, ou 

seja, foram preparadas subculturas a partir das concentrações testadas nos ensaios de 

microdiluição, utilizando placas de BHI ágar semeadas com alíquotas de 10 μL de cada 

tratamento realizado. Após este procedimento, as placas foram incubadas a 37ºC/24 horas, e em 

seguida realizadas as contagens, com auxílio de contador de colônias digital da marca Phoenix 

seguido da obtenção dos respectivos valores de Log. Vale destacar que a contagem inicial 

também foi obtida por ocasião da adição dos esporos nas respectivas concentrações dos produtos 

antibacterianos visando comparar contagem de esporos antes e após o período de duração do 

experimento. 

 

4.6 Efluxo de íons potássio e fosfato 

Os ensaios foram realizados de acordo como o método de Lee, Kim e Shin (2002) modificado. 

Foi feita  a determinação das concentrações de íons fosfato e potássio, para as bactérias B. subtilis 

e Paenibacillus alvei, utilizando os kits Potassium test kit MQuant® e Phosphate test kit 

MQuant® conforme protocolo do fabricante, nos intervalos de tempo de 0 horas e 4 horas. 

As bactérias foram padronizadas e diluídas em água peptonada preparada (8,5g de cloreto de 

sódio, 1g de peptona em 1 litro de água destilada estéril), e submetidas a concentrações de 1 e 2 



34 

 

 

vezes o valor de CIM previamente determinados nos ensaios de microdiluição com os produtos 

em estudo além da tetraciclina. 

 

4.7 Liberação de proteínas através da membrana  

A integridade celular das bactérias B. subtilis e P. alvei , foi determinada pela quantificação 

da concentração de proteínas no sobrenadante, ou seja, proteína liberadas após submissão aos 

tratamentos com os produtos antimicrobianos em estudo utilizando para isto o método de 

Bradford (Bradford, 1976). Os tratamentos utilizados foram os EEP’s, os peptídeos 

antimicrobianos melitina e nisina, os compostos majoritários cinamaldeído e eugenol e a 

tetraciclina.  

As bactérias foram inoculadas em meio BHI e incubadas a 37ºC por 24 horas. Em seguida, o 

meio contendo o crescimento bacteriano foi separado em tubos tipo falcon com os tratamentos, 

em concentrações de 1 e 2 vezes o valor de CIM obtido previamente nos ensaios de microdiluição 

para ambas as bactérias em estudo com análises feitas nos tempos 0, 2 e 4 horas. As amostras 

foram então transferidas para tubos eppendorffs e centrifugadas a 10.000 G por 7 minutos a 4ºC 

sendo os sobrenadantes transferidos com o reagente para uma microplaca de Elisa de 48 poços 

que posteriormente foi lida a 595nm. O experimento foi realizado em duplicata. 

 

4.8 Integridade da membrana celular 

A integridade da membra celular foi determinada através da liberação dos constituintes 

intracelulares para o meio, conforme o método modificado de Lv et al., (2011). Células 

provenientes de 50 mL das culturas de B. subtilis e P. alvei  foram coletadas após centrifugação 

(15 min, 5000 G), lavadas 3 vezes e ressuspendidas em PBS. 40 mL da suspensão celular foi 

incubada a 37ºC por 4h com  os tratamentos em estudo, os EEP’s, os peptídeos antimicrobianos, 

os compostos majoritários e a tetraciclina, nas concentrações de 1xCIM e 2xCIM. As culturas 

foram centrifugadas a 8000 G por 5 min e a concentração de ácidos nucléicos liberados no 

sobrenadante foi determinado medindo-se a absorção UV a 260 nm em espectrofotômetro nos 

tempos 0h, 2h e 4h. 

 

 

5. Análise estatística 

Os dados foram submetidos ao teste de One-Way ANOVA seguido pelo teste de comparação 

múltipla de Dunn. Valores de p ≤ 0,05 foram considerados para denotar diferença estatística 

significativa. As análises foram feitas no GraphPad Prism 9.2®. 
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6. Resultados e discussão 

6.1 Compostos fenólicos totais, flavonoides e ação antioxidante  

Os valores obtidos para os parâmetros teor de compostos fenólicos totais, flavonoides e ação 

antioxidante, esse último feito para a avaliação da atividade sequestrante do radical DPPH (2,2-

difenil-1-picril-hidrazila), são apresentados na Tabela 1. Vale destacar que esses valores 

representam resultados obtidos em triplicata determinados nas misturas dos dois EEP’s 

preparados em dois momentos, segundo as formas de preparo e que foram utilizados em todos 

os experimentos.  

Observa-se que o EEP preparado por dupla ultrasonicação (U+U) apresentou o maior teor de 

compostos fenólicos (510,066 mg/100mL) tendo valor intermediário no teor de flavonoides 

(344,705 mg/100mL). Por outro lado, embora o extrato de própolis M+U tenha tido menor teor 

de compostos fenólicos (433,024 mg/100mL), esse apresentou maior teor de flavonoides 

(391,764 mg/100mL). 

 

Tabela 1- Valores obtidos para os parâmetros de caracterização química dos extratos etanólicos 

de própolis. 
 

 Fenólicos totais  

(mg/100mL) 

Flavonoides  

(mg/100mL) 

DPPH  

(mg/100mL) 

EEP U+U* 510,066 ± 7,226a 344,705 ± 7,843ab 54,669 ± 0,697ab 

EEP M+M** 500,387 ± 14,195ab 302,875 ± 0,0a 55,061 ±1,220a 

EEP M+U*** 433,024 ± 2,581b 391,764 ± 2,614b 40,025 ± 0,348b 
*Dupla Ultrasonicação em banho ultrassônico **Dupla Maceração ***Maceração associada ao uso de banho ultrassônico – 

Maceração/Ultrasonicação. 

Letras diferentes na coluna representam diferenças significativas entre os diferentes métodos de extração  quando p≤ 0,05. 
 

 

Feita a análise estatística, observou-se que os extratos U+U e M+M apresentaram resultados 

semelhantes quanto a atividade antioxidante, medida pelo DPPH e a quantidade de fenólicos 

totais. Esses resultados se mostram de acordo com a literatura, conforme estudo de Andrade et 

al. (2017), onde relatam que a atividade antioxidante da própolis se deve principalmente aos seus 

compostos fenólicos. O extrato M+U apresentou maior quantidade de flavonoides, porém os 

valores de fenólicos totais e DPPH mostraram-se menores, diferindo assim dos demais EEP’s. 

Bridi et al. (2015) relata que a quantidade desses compostos não reflete necessariamente  uma 

maior atividade antibacteriana, e sugere que outros testes, como por exemplo, Capacidade de 

Absorção do Radical de Oxigênio (ORAC) e os próprios  testes antimicrobianos, devem ser 

considerados no estabelecimento de padrões internacionais de qualidade para a própolis. 

Ghasemi et al. (2009) apontam que o valor de flavonoides pode nem sempre estar relacionado a 

atividade antioxidante, e que dependendo de sua conformação estrutural, flavonoides com uma 
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determinada estrutura, podem ou não apresentar atividade de eliminação de radicais. Escriche & 

Juan Borrás (2018) destacam a importância da realização de uma dupla extração na mesma 

amostra de própolis, e que o método de preparo  U+U mostrou-se como a melhor alternativa de 

extração de compostos fenólicos na própolis, pois esse procedimento economiza um tempo 

considerável, uma vez que requer apenas uma hora mesmo após a realização das duas extrações. 

 

6.2 Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

Considerando o ponto principal deste estudo, que é a ação inibidora, os resultados das CIM’s 

e das CBM’s são apresentados na Tabela 2. Nessa tabela, são apresentados os valores tanto para 

os extratos etanólicos de própolis como também para os demais antimicrobianos testados 

(melitina, nisina, cinamaldeído e eugenol), além da tetraciclina.  

Os EEP’s apresentaram resultados significativos, uma vez que os ensaios controle feitos com 

o etanol não apresentaram atividade bacteriostática ou bactericida, mantendo os valores 

extremamente elevados (>3950 µg/mL) tanto para CIM como CBM. Observa-se que os valores 

de CIM e CBM foram praticamente os mesmos para as diferentes formas de extração dos EEP’s, 

com exceção do extrato M+U que apresentou valor de CBM de 156,25 µg/mL para P. alvei, 

diferindo assim dos demais EEP’s que apresentaram valores menores (78,12 µg/mL).  

 

Tabela 2. Valores obtidos (µg/mL) para Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração 

Bactericida Mínima (CBM) para todos os antimicrobianos testados utilizando a 

metodologia da microdiluição. 

 

  CIM (µg/mL) CBM (µg/mL) 

 P. alvei B. subtilis P. alvei B. subtilis 

EEP U+U 78,12a# 156,25a# 78,12a# 156,25a# 

EEP M+M 78,12a# 156,25a# 78,12a# 156,25a# 

EEP M+U 78,12a# 156,25a# 156,25ac# 156,25a# 

Álcool 70% >3.950,00b# >3.950,00b# >3.950,00b# >3.950,00b# 

Cinamaldeído 39,06a# 312,50ad# 78,12a# 312,50a# 

Eugenol 312,50a# 1250,00d# 625,00c# 2500,00c# 

Melitina 50,00a#  12,00c#  50,00a#  28,00d#  

Nisina  50,00a#  37,50c#  50,00a#  37,50d#  

Tetraciclina 2,34d#  0,58e#  4,68d#  0,58e#  

*Dupla Ultrasonicação em banho ultrassônico **Dupla Maceração ***Maceração associada ao uso  

de banho ultrassônico – Maceração/Ultrasonicação. 
Letras diferentes na coluna representam diferenças significativas de atividade antimicrobiana entre os produtos para o mesmo microrganismo 

quando p≤ 0,05. Símbolos diferentes nas linhas representam diferenças significativas de atividade antimicrobiana de um mesmo produto 

frente a microrganismos diferentes quando p≤ 0,05.  
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Para ambas as bactérias, os três modos de preparo dos EEP’s apresentaram valores 

semelhantes de CIM e CBM, 156,25 µg/mL para B. subtilis, e  78,12 µg/mL para P. alvei, exceto 

para o extrato M+U que apresentou valor de 156,25 µg/mL para CBM. Corroborando com 

estudos anteriores, a própolis apresenta significante ação antibacteriana sobre P. alvei e B. 

subtilis (Dezmirean, 2017; Abdullah, 2019).  

Com esses resultados, nota-se que não houve uma relação direta entre o conteúdo de 

compostos fenólicos totais e flavonoides com ação antibacteriana, pois conforme mencionado, 

não houve diferença nos valores de CIM para as bactérias em função da composição química 

dos respectivos EEP. Espera-se que um maior teor de compostos fenólicos totais e flavonoides 

estejam relacionados a melhores efeitos antibacterianos, porém conforme relatado em estudos, a 

quantidade desses compostos nem sempre refletem uma maior atividade antibacteriana 

(Przybylek e Karpiński, 2019).  

O avanço das técnicas de extração de compostos vegetais mostra-se cada vez mais necessário, 

buscando vantagens e uma maior eficiência no processo, como menor tempo de extração 

(Belwal, 2018).  Sendo assim, o método de extração U+U apresentou a vantagem de ser um 

processo mais rápido se comparado aos outros métodos descritos, sem influenciar 

significativamente a atividade antimicrobiana. Segundo Bankova; Trusheva e Popova (2021), o 

processo de extração utilizando banho ultrassônico parece ser o método ideal, levando em 

consideração o tempo e o rendimento da extração, bem como o custo-benefício.  

Para B. subtilis, os peptídeos antimicrobianos melitina e nisina apresentaram os menores 

valores tanto inibitórios quanto bactericidas, sendo para melitina 12,0 µg/mL e 28 µg/mL de 

CIM e CBM respectivamente, e para nisina 37,50 µg/mL em ambas concentrações. Encontra-se 

na literatura resultados semelhantes aos obtidos, que mostram atividade antimicrobiana da 

nisina, bem como do veneno de abelhas sobre B. subtilis (Mahfouz et al.,2020; Roshanak et al., 

2020). 

Para P. alvei, todos os produtos apresentaram efeitos similares de ação antimicrobiana quanto 

aos valores de CIM e CBM, exceto o eugenol que apresentou valor de CBM significativamente 

maior (625 µg/mL). Embora não haja muita informação na literatura sobre atividade de produtos 

naturais junto a P. alvei, Sahinler e Kaftanoglu (2005) reportaram em seu estudo a atividade 

antibacteriana da própolis sobre P. alvei. O cinamaldeído mostrou o menor valor de CIM junto 

a P. alvei, 39,06 µg/mL e CBM de 78,12 µg/mL. Resultados semelhantes são descritos na 

literatura, como a atividade antimicrobiana de óleos essenciais sobre P. larvae, mesmo gênero 

de P. alvei (González, Marioli, 2010; Vaucher et al., 2015).  Melitina e nisina apresentaram os 

menores valores de CIM (50 µg/mL), resultado esse que se repetiu também com a CBM para 

ambos os peptídeos. A apidaecina, um peptídeo isolado a partir da hemolinfa de abelhas 
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apresentou atividade inibitória sobre P. alvei em concentração de 100 µg/mL, valor portanto,  

mais elevado que os apresentados pelos peptídeos antimicrobianos nisina e melitina (Casteels et 

al., 1990)  

Quando comparadas as duas bactérias, foram encontrados os mesmos efeitos antimicrobianos 

de cada produto, compatibilizando com o fato de os produtos testados apresentarem mecanismos 

de ação semelhantes por atuarem na membrana das células bacterianas.  

Quanto ao antibiótico tetraciclina, os valores se mantiveram, conforme esperado, menor ou 

igual a 4,68 µg/mL para as bactérias no seu estado vegetativo, sendo novamente o B. subtilis o 

mais sensível (0,58 µg/mL) tanto para CIM como para CBM. Desta forma conclui-se que os 

antimicrobianos testados foram capazes de inibir o crescimento das bactérias na fase vegetativa 

de forma bastante eficiente.  

Outros produtos naturais, extratos de folha e flores de ervas medicinais, mostraram ação 

antibacteriana frente ao P. alvei, com resultado de CIM variando entre 80 µg/mL e 2500 µg/mL, 

e para B. cereus, mesmo gênero de B. subtilis, a CIM mostrou variação entre 31 µg/mL e >5000 

µg/mL (Hassan et al., 2014). Assim, dados encontrados na literatura também mostram ação 

inibidora, estando em concordância com os resultados obtidos neste estudo. 

 

6.3 Ação anti-esporo 

Uma vez determinadas CIM e CBM para as bactérias na forma vegetativa, o estudo teve 

também por objetivo, verificar a ação esporocida ou inibidora de esporo. Na Tabela 3 são 

apresentados os maiores valores percentuais na taxa de redução da contagem de esporos de B. 

subtilis e P. alvei além das respectivas concentrações. 

 

Tabela 3 – Valores dos percentuais de redução (%) obtidos pela contagem de esporos que 

germinaram após 24 horas de contato com os tratamentos para as bactérias B. subtilis 

e P. alvei e as respectivas concentrações (µg/mL). 

 

 Tratamentos B. subtilis P. alvei 

EEP U+U* 83% - 6.000   95% - 16.000  

EEP M+M** 92% - 2.000  79% - 12.000 

EEP M+U*** 86% - 8.000  81% - 14.000 

Álcool 70% 82% - 20.000  33% - 20.000  

Cinamaldeído 95% - 8.000  87% - 8.000  

Eugenol 87% - 6.000 89% - 8.000  

Melitina 100% - 6,25  93% - 80 

Nisina 100% - 0,78  98% - 15 

Tetraciclina 94% - 300  99% - 300 
*Dupla Ultrasonicação em banho ultrassônico **Dupla Maceração ***Maceração associada ao uso  

de banho ultrassônico – Maceração/Ultrasonicação. 
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O P. alvei na forma esporulada apresentou maior resistência aos produtos testados, quando 

comparados a B. subtilis. A presença do exosporium em P. alvei pode ser um fator para essa 

tolerância aos tratamentos, uma vez que essa estrutura pode conferir uma maior resistência a 

esses esporos (Henriques, Moran Jr., 2007; Stewart, 2015). A tetraciclina, que apresentou os  

valores mais baixos de concentração inibitória junto as bactérias em seu estado vegetativo (CBM 

de 4,68 µg/mL para P. alvei e 0,58 µg/mL para B. subtilis), mostrou-se menos eficaz sobre a sua 

forma esporulada, sendo capaz de reduzir 94% e 99% de esporos de B. subtilis e P. alvei 

respectivamente, a uma concentração de 300µg/mL.  

Estudos sugerem que bactérias formadoras de esporos podem desempenhar um papel 

importante na evolução e disseminação da resistência a antibióticos, devido a sua capacidade de 

resistir aos tratamentos como os realizados neste estudo. Conforme relatado por Paul et al. 

(2019), a capacidade do esporo em se manter em repouso, e por sua vez de se manter por mais 

tempo no ambiente, faz com que esses organismos tenham maior chance de sofrer mutações 

genéticas que podem conferir resistência aos antibióticos, o que pode justificar os altos valores 

de concentração da tetraciclina para redução na contagem de esporos. 

O cinamaldeído e o eugenol, mesmo em concentrações mais altas (entre 6000 µg/mL e 8000 

µg/mL), apresentaram ação anti-esporo sobre as bactérias testadas. Conforme constatado por 

Alanazi (2018), os compostos cinamaldeído e eugenol também já mostraram ação sobre esporos 

bacterianos.   

Melitina e nisina foram os compostos com maior capacidade de redução no número de esporos 

quando em menores concentrações, sendo que para melitina foi  obtida uma redução de 100% 

dos esporos a uma concentração de 6,25 µg/mL para B. subtilis e 93% de redução a uma 

concentração de 80 µg/mL para P. alvei. Com relação a nisina para B. subtilis houve uma redução 

de 100% a uma concentração de 0,78 µg/mL enquanto que para P. alvei houve 98% de redução 

na contagem em concentração de 15 µg/mL.  

Os mecanismos de ação da nisina sobre células vegetativas e esporos bacterianos são distintos, 

motivo pelo qual pode-se elucidar as concentrações mais baixas de ação da nisina sobre  esporos. 

A estrutura da nisina contem cinco anéis formados por resíduos de lantionina ou metil-lantionina, 

juntamente com três resíduos de desidro aminoacidos (desidrobutirina 2, Dha5 e Dha33). O 

resíduo de desidroalanina na posição 5 (Dha5) quando substituído por uma alanina, não apresenta 

alteração do efeito da atividade da nisina sobre células vegetativas, porém diminui drasticamente 

sua atividade junto a esporos bacterianos, sugerindo assim que a nisina tem efeitos biológicos 

diferentes frente a células vegetativas e esporos bacterianos, sendo esses produzidos por 

mecanismos moleculares distintos (Chan et al., 1996). Enquanto é bem estabelecido que a  nisina 

inibe o crescimento de bactérias vegetativas ao se ligar ao lipídio II, facilitando a formação de 
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poros, o mecanismo de ação junto a esporos bacterianos ainda  precisa ser melhor elucidado 

(McAuliffe, Ross e Hill, 2001; Gut; Blanke e Van der Donk, 2011).    

A melitina apresenta a capacidade de formação de poros na membrana. Mesmo em baixas  

concentrações, ela pode induzir a formação de poros, permitindo o extravasamento de moléculas 

transmembrana, correspondendo assim as suas atividades antimicrobianas (Lee at al., 2013). 

Gut; Blanke e Van der Donk (2011) sugerem que a capacidade de formar poros na membrana é 

essencial para a inibição de esporos bacterianos, o que pode justificar os baixos valores de 

concentração da melitina e da nisina para a atividade inibidora de esporo. 

 

6.4 Liberação de proteínas 

Os testes de liberação de proteínas foram realizados visando observar danos a membrana 

plasmática das bactérias, em decorrência da utilização dos tratamentos com os produtos 

antimicrobianos além do fármaco de escolha tetraciclina. Os resultados obtidos nos ensaios com 

B. subtilis e P. alvei podem ser observados nas Tabelas 4 e 5 e Figuras 6 e 7 respectivamente, 

que mostram as concentrações (μg/mL) de proteínas liberadas quando expostas aos  produtos em 

estudo em concentrações correspondentes a uma e duas vezes o valor de CIM,  nos tempos T0h, 

T2h e T4h. 

 

Tabela 4. Concentrações (μg/mL) de proteínas liberadas de B. subtilis nos tempos 0h, 2h e 4h 

em concentrações correspondentes aos valores de uma e duas vezes o valor de CIM. 

 

B. subtilis 0h 2h 4h 

Controle 1,01 1,01 1,01 

 1xCIM 2xCIM 1xCIM 2xCIM 1xCIM 2xCIM 

EEP  U+U* 1,01 1.01 1,27 1,29 1,31 1,35 

EEP M+M** 1,01 1,02 1,30 1,32 1,39 1,44 

EEP M+U*** 1,01 1,01 1,30 1,31 1,32 1,36 

Melitina 1,02 1,02 1,34 1,37 1,39 1,42 

Nisina 1,02 1,02 1,30 1,36 1,38 1,40 

Cinamaldeído 1,01 1,01 1,14 1,18 1,20 1,26 

Eugenol 1,01 1,01 1,19 1,21 1,23 1,29 

Tetraciclina  1,01 1,01 1,11 1,12 1,20 1,22 
*Dupla Ultrasonicação em banho ultrassônico **Dupla Maceração ***Maceração associada ao uso  

de banho ultrassônico – Maceração/Ultrasonicação. 
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Figura 6. Gráficos dos 3 tempos (0h, 2h e 4h) quanto às concentrações (μg/mL) de proteínas 

liberadas no sobrenadante, quando expostas a concentrações equivalentes a 1xCIM 

e a 2xCIM dos diferentes tratamentos para B. subtilis. 
 

 
 

 

 

 

 

Tabela 5. Concentrações (μg/mL) de proteínas liberadas de P. alvei nos tempos 0h, 2h e 4h em 

concentrações correspondentes aos valores de uma e duas vezes o valor de CIM. 

 

P. alvei 0h 2h 4h 

Controle 1,01 1,01 1,01 

 1xCIM 2xCIM 1xCIM 2xCIM 1xCIM 2xCIM 

EEP  U+U* 1,01 1.01 1,35 1,37 1,39 1,42 

EEP M+M** 1.01 1,02 1,30 1,35 1,37 1,40 

EEP M+U*** 1,01 1,03 1,31 1,36 1,39 1,40 

Melitina 1,02 1,02 1,16 1,19 1,21 1,23 

Nisina 1,02 1,02 1,29 1,31 1,32 1,36 

Cinamaldeído 1,01 1,01 1,11 1,19 1,22 1,28 

Eugenol 1,01 1,01 1,26 1,28 1,33 1,35 

Tetraciclina  1,01 1,01 1,19 1,26 1,30 1,34 
*Dupla Ultrasonicação em banho ultrassônico **Dupla Maceração ***Maceração associada ao uso  

de banho ultrassônico – Maceração/Ultrasonicação. 
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Figura 7. Gráficos dos 3 tempos (0h, 2h e 4h) quanto às concentrações (μg/mL) de proteínas 

liberadas no sobrenadante, quando expostas a concentrações equivalentes a 1xCIM 

e a 2xCIM dos diferentes tratamentos para P. alvei. 

 

 

Em todos os produtos testados, observou-se o aumento gradual da concentração de proteínas 

liberadas em função do tempo e também quando houve incremento de 1 para 2 vezes os valores  

de CIM testadas.  

Em relação ao B. subtilis, os valores de liberação de proteínas variaram de 1,20 μg/mL a 1,44 

μg/mL após 4 horas de tratamento, com destaque para o extrato de própolis M+M que variou de 

1,02 μg/mL (T0h) para 1,44 μg/mL (T4h) na concentração de 2xCIM, e os peptídeos 

antimicrobianos nisina e melitina que apesentaram variação de 1,02 μg/mL (T0h) para 1,40 

μg/mL (T4h) e 1,02 μg/mL (T0h) para 1,42 μg/mL (T4h) respectivamente na concentração de 

2xCIM. 

Para P. alvei a variação dos valores de liberação proteica foram de 1,01 μg/mL (T0h) para 

1,42 μg/mL (T4h), destacando os EEP’s, que variaram de 1,01 μg/mL (T0h) para 1,42 μg/mL 

(T4h) para U+U, 1,02 μg/mL (T0h) para 1,40 μg/mL (T4h) para M+M, e de 1,03 μg/mL (T0h) 

para 1,40 μg/mL (T4h) para M+U, na concentração de 2xCIM. 

Observou-se então que em ambas as bactérias em estudo os EEP’s mostraram resultados 

significativos quanto a liberação proteica. Conforme citado por Popova et al. (2017), compostos 
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ativos da própolis quando em contato com a membrana celular bacteriana, podem causar danos 

a mesma, induzindo assim a bacteriólise. Uma vez estabelecida a interação entre os EEP’s e a 

membrana celular bacteriana, espera-se a ocorrência de danos significativos a mesma, e como 

consequência é de se esperar uma maior liberação proteica quando expostos a tratamentos com 

EEP’s. No caso da nisina já é bem conhecido o mecanismo de ação quanto a formação de poros, 

resultando em aumento na liberação de produtos do citoplasma. Como tais resultados também 

se repetiram com a melitina, pode-se inferir também mecanismo de ação compatível aos demais 

produtos. 

 

6.5 Integridade da membrana celular 

Os ensaios de libração de ácidos nucléicos foram realizados em busca  da presença de material 

genético, sendo também realizados com todos os produtos em estudo, também em concentrações 

de uma e duas vezes os valores de CIM, nos tempos nos tempos T0 (0 horas), T1 (2 horas) e T2 

(4 horas). Os resultados desses ensaios junto a B. subtilis e P. alvei são apresentados nas Figuras 

8 e 9 respectivamente.   

 

 

 

Figura 8. Representação gráfica dos constituintes celulares absorvíveis a 260 nm liberados de 

B. subtilis após tratamento com produtos em estudo nas concentrações de 1xCIM e 

2xCIM.  
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Figura 9. Representação gráfica dos constituintes celulares absorvíveis a 260 nm liberados de 

P. alvei após tratamento com produtos em estudo nas concentrações de 1xCIM e 

2xCIM.  

 

Foi possível observar a liberação dos constituintes celulares absorvíveis a 260 nm 

principalmente no T4h, indicando assim danos a membrana celular bacteriana quando expostos 

aos tratamentos em estudo. Os EEP’s mostraram valores significativos quanto a  liberação de 

ácidos nucleicos tanto para B. subtilis quanto para P. alvei. Os resultados encontrados estão em 

conformidade com os relatados na literatura por Vadillo-Rodríguez et al. (2021) que reportam 

dados semelhantes sobre os aspectos de extravasamento de constituintes intracelulares sob ação 

de EEP’s testados em E. coli e S. epidermidis, que provocaram danos irreversíveis a membrana 

celular provocando consequentemente morte bacteriana.  

 

6.6 Efluxo de íons potássio e fosfato 

Os ensaios de efluxo de íons potássio e fosfato foram realizados buscando um possível 

comprometimento quanto a permeabilidade bem como o rompimento da membrana celular das 

bactérias em estudo, quando expostas aos tratamentos, incluindo a tetraciclina, sendo o 

extravasamento desses íons um bom  indicativo de possíveis alterações metabólicas da célula 

bacteriana. Os resultados apresentados nas Tabelas 6 e 7 e Figuras 10 e 11 mostram as 

concentrações (mg/L) de íons potássio e fosfato respectivamente, liberados pelas bactérias B. 

subtilis e P. alvei submetidas aos tratamentos nos tempos T0 e após T4 horas. 
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Tabela 6. Concentrações (mg/L) de íons potássio liberados de B. subtilis e P. alvei nos tempos 

0h e 4h em concentrações correspondentes aos valores de uma e duas vezes o valor de  

CIM. 

 

Íons Potássio B. subtilis P. alvei 

 T0h T4h T0h T4h 

Controle 250 250 250 250 

 1xCIM 2xCIM 1xCIM 2xCIM 1xCIM 2xCIM 1xCIM 2xCIM 

EEP U+U* 250 250 250 450 250 250 450 450 

EEP M+M** 250 250 250 450 250 250 450 450 

EEP M+U*** 250 250 250 450 250 250 450 450 

Melitina 250 250 450 450 250 250 250 450 

Nisina 250 250 450 450 250 250 250 450 

Cinamaldeído 250 250 250 450 250 250 450 450 

Eugenol 250 250 250 450 250 250 250 450 

Tetraciclina  250 250 250 450 250 250 250 450 
*Dupla Ultrasonicação em banho ultrassônico **Dupla Maceração ***Maceração associada ao uso  

de banho ultrassônico – Maceração/Ultrasonicação. 

 

 

 
 

Figura 10. Representação gráfica da liberação de íons potássio de B. subtilis e P. alvei após           

tratamento com produtos em estudo nas concentrações de 1xCIM e 2xCIM nos 

tempos 0 e 4 horas.  
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Tabela 7. Concentrações (mg/L) de íons fosfato liberados de B. subtilis e P. alvei nos tempos 0h 

e 4h em concentrações correspondentes aos valores de uma e duas vezes o valor de  

CIM. 

 

Íons Fosfato B. subtilis P. alvei 

 T0h T4h T0h T4h 

Controle 0 0 10 10 

 1xCIM 2xCIM 1xCIM 2xCIM 1xCIM 2xCIM 1xCIM 2xCIM 

EEP U+U* 10 10 10 25 10 10 10 25 

EEP M+M** 10 10 10 25 10 10 10 25 

EEP M+U*** 10 10 10 25 10 10 10 25 

Melitina 10 10 25 50 10 10 25 25 

Nisina 10 10 10 25 10 10 10 25 

Cinamaldeído 10 10 25 25 10 10 25 25 

Eugenol 10 10 10 25 10 10 10 25 

Tetraciclina  10 10 10 25 10 10 10 25 
*Dupla Ultrasonicação em banho ultrassônico **Dupla Maceração ***Maceração associada ao uso  

de banho ultrassônico – Maceração/Ultrasonicação 

 

 

 

Figura 11. Representação gráfica da liberação de íons fosfato de B. subtilis e P. alvei  após 

tratamento com produtos em estudo nas concentrações de 1xCIM e 2xCIM nos 

tempos 0 e 4 horas.  
 

 

Quanto a liberação de íons potássio, para B. subtilis, os três EEP’s mostraram resultados 

semelhantes, com liberação após 4 horas na concentração de 2 vezes o valor de CIM (de 250 

mg/L para 450 mg/L). Melitina e nisina mostraram os melhores resultados, variando de 250 mg/L 

(T0) para 450 mg/L (T4h), para ambas as concentrações de CIM testadas.  
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Para  P. alvei, as três formas de preparo dos EEP’s apresentaram resultados semelhantes 

variando de 250 mg/L (T0) para 450 mg/L (T4h) nas concentrações de 1xCIM e 2xCIM. Para 

melitina, nisina, cinamaldeído, eugenol e tetraciclina, a liberação de íons potássio ocorreu após 

4 horas na concentração de 2 vezes o valor de CIM. 

Quanto a liberação de íons fosfato, para B. subtilis, os três EEP’s, bem como a nisina, eugenol 

e tetraciclina apresentaram mudanças nas concentrações de liberação variando de 10 mg/L (T0h) 

para 25 mg/L (T4h) na concentração de 2xCIM. Melitina e cinamaldeído provocaram liberação 

no T4h para as concentrações de 1 e 2 vezes o valor de CIM, sendo a melitina, o  produto com 

maior variação, ou seja, foi de 10 mg/L (T0h) para 50 mg/L (T4h) na concentração de 2 vezes o 

valor de CIM.  

Para P. alvei, as três formas de preparo dos EEP’s, o composto majoritário eugenol, o peptídeo 

antimicrobiano nisina, bem como a tetraciclina apresentaram liberação de íons fosfatos após 4 

horas para 2 vezes o valor de CIM, variando de 10 mg/L (T0) para 25 mg/L (T4h). A melitina e 

o cinamaldeído mostraram  os melhores resultados, liberando após quatro horas, 25 mg/L para 

ambas as concentrações de CIM.  

Conforme relatado por Cintas et al. (2001), a formação de poros na membrana, leva ao 

extravasamento de íons potássio e fosfato, levando assim a perda da integridade dessa membrana.  

Após 4 horas de exposição aos tratamentos, todos os produtos, ainda que em concentrações 

diferentes, liberaram íons potássio e fosfato no meio extracelular, demonstrando que os produtos 

em estudo apresentaram a capacidade de perturbação da membrana celular, mesmo resultado 

encontrado por Miao et al. (2016), em estudo com peptídeos antimicrobianos sobre S. aureus.  

Os resultados obtidos com os ensaios de liberação de proteínas, integridade da membrana 

celular e efluxo de íons potássio e fosfato indicaram o efeito sobre a membrana celular 

bacteriana, observados pelo aumento gradual da concentração de proteínas liberadas em função 

do tempo, bem como resultados significativos quanto a liberação dos constituintes celulares 

absorvíveis a 260 nm e dos íons fosfato e potássio. Bajpai et al. (2014) descreveram a relação 

entre a liberação de íons essenciais bem como de constituintes celulares absorvíveis a 260 nm 

como indicativo de ação antimicrobiana  junto a membrana celular bacteriana, causando danos 

irreversíveis a mesma. Conforme estudo de Pellegrini et al. (2017), óleos essenciais apresentaram 

ação sobre Paenibacillus larvae, mesmo gênero de P. alvei, e também um importante patógeno 

de abelhas, sendo constatada a atividade antimicrobiana bem como a capacidade de provocar 

ruptura da membrana celular bacteriana, provocando assim o extravasamento de constituintes 

citoplasmáticos. Esses indicativos mostram que os produtos testados são capazes de causar danos 

a membrana celular bacteriana e consequentemente a lise celular, sendo possíveis alternativas 

naturais de controle de patógenos como os responsáveis por doença em larvas de abelhas. 
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6.7 Sinergismo entre os antimicrobianos testados e a tetraciclina 

A tetraciclina é considerada o fármaco de escolha em muitas atividades relacionadas a 

produção animal.  Assim, como o objetivo deste estudo é poder utilizar estes compostos no caso 

especialmente da doença em larvas de abelha da espécie Apis mellifera, optou-se em realizar 

ensaios para determinar possíveis interações sinérgicas entre tetraciclina e os antimicrobianos 

testados. Foram utilizadas as duas metodologias, baseadas no teste do time kill curve com valores 

de densidade óptica (DO) e também contagem após plaqueamento sendo, portanto, unidades 

formadoras de colônias (UFC) por mL e posterior transformação em Log de UFC/mL. 

A importância desses ensaios é mostrar a capacidade potencializadora dos antimicrobianos 

testados juntamente com a tetraciclina, sendo possível por esta metodologia verificar efeito 

sinérgico com ação bactericida ou bacteriostática. Assim sendo, os resultados das duas 

metodologias, DO e Log de UFC/mL, são mostrados nas Figuras 12 e 13 sobre  B. subtilis e P. 

alvei respectivamente.  

 

 

 

 

Figura 12. Valores obtidos para DO (600 nm) e para Log de UFC/mL, e obtenção de curvas de 

sobrevivência para verificação do efeito sinérgico entre os produtos em estudo 

(EEP’s, peptídeos antimicrobianos e compostos majoritários) e a tetraciclina, 

testados de forma isolada e em combinação com a tetraciclina sobre B. subtilis. 
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Figura 13. Valores obtidos para DO (600 nm) e para Log de UFC/mL, e obtenção de curvas de 

sobrevivência para verificação do efeito sinérgico entre os produtos em estudo 

(EEP’s, peptídeos antimicrobianos e compostos majoritários) e a tetraciclina, 

testados de forma isolada e em combinação com a tetraciclina sobre P. alvei. 

 

 

Referente a bactéria B. subtilis (Figura 12), as combinações dos produtos nisina, melitina e 

eugenol com a tetraciclina apresentaram sinergismo com efeito bactericida após 2, 4 e 8 horas 

respectivamente, e as combinações de cinamaldeído, além de todos os EEP’s  com a tetraciclina 

mostraram efeito bactericida somente após 24 horas.  

Para P. alvei, (Figura 13), as combinações dos produtos EEP’s U+U, M+U e nisina com a 

tetraciclina mostraram efeito bactericida após 2 horas do início dos tratamentos e as combinações 

dos EEP M+M, cinamaldeído e eugenol com a tetraciclina, foram bactericidas após 4 horas. A 

melitina não mostrou efeito sinérgico com a tetraciclina pela metodologia da OD 600, porém 

mostra um efeito bacteriostático pela metodologia do Log de UFC/ml. 

Hollmann et al. (2018) destacam a atividade sinérgica de peptídeos antimicrobianos e 

antibióticos, sugerindo que uma vez que os peptídeos agem nas membranas, e consequentemente 

a formação de poros facilitaria a entrada de antibióticos convencionais, afetando diferentes alvos 

da célula bacteriana.   

Conforme mencionado por Stefanović (2018), o potencial sinérgico entre produtos naturais 

com fármacos antibacterianos convencionais pode viabilizar alguns benefícios, sendo por 

exemplo a capacidade de potencializar os efeitos farmacológicos, ou mesmo a utilização em 

concentrações mais baixas, prevenir a possível seleção de linhagens bacterianas que sejam 

resistentes a estes mesmos fármacos.  
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São conhecidos efeitos sinérgicos da própolis com antibióticos convencionais, conforme 

relatado por Fernandes Júnior et al. (2005), que mostraram atividades sinérgicas entre EEP com 

os fármacos cloranfenicol, gentamicina, netilmicina, tetraciclina, vancomicina e também com a 

clindamicina. 

Langeveld; Veldhuizen; Burt (2014) descreveram a ação sinérgica de cinamaldeído com os 

fármacos amicacina e gentamicina, bem como o eugenol, que mostrou sinergismo com 

ampicilina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, norfloxacino, novobiocina, oxacilina, 

penicilina, polimixina, rifampicina, sulfametoxazol, tetraciclina e vancomicina. 

Os resultados obtidos no estudo mostram-se significativos quando comparados aos 

observados na literatura. Extratos de plantas medicinais inibem o crescimento de P. alvei após 

12 horas quando testados em concentrações bactericidas mínimas (CBM) dos respectivos 

extratos, e o peptídeo antimicrobiano trichokonina VI apresenta atividade bactericida após 20 

horas, frente a B. subtilis (Hassan, 2014; Su et al., 2012). 

De acordo com o exposto, a possibilidade de uso associado de tetraciclina com vários dos 

produtos antibacterianos testados pode ser um grande avanço nas tentativas de se trazer a luz 

estratégias eficazes para o controle de bactérias patogênicas para abelhas e com isto minimizar 

de certa forma os prejuízos provocados por conta da ação do P. alvei. 

 

 

7. Conclusões 

De acordo com os resultados obtidos foi possível concluir que o método de extração U+U 

mostrou-se o mais vantajoso pela rapidez no modo de preparo além de apresentar o maior valor 

de compostos fenólicos totais, porém no que diz respeito a atividade antimicrobiana, não houve 

diferenças significativas quanto aos métodos de extração, apresentando efeitos similares para 

ambas as bactérias de interesse. 

Melitina e nisina foram os produtos com maior capacidade tanto inibidora quanto bactericida 

apresentando os menores valores de CIM e CBM para o B. subtilis, ficando acima apenas da 

tetraciclina, além de mostrarem também os menores valores de CBM para P. alvei. O 

cinamaldeído foi o composto majoritário com o menor valor de CIM frente a P. alvei. 

Quanto a atividade anti-esporo, os peptídeos antimicrobianos nisina e melitina, foram os que 

mostraram maior capacidade de redução no número de esporos em menores concentrações tanto 

para B. subtilis quanto para P. alvei, todavia,  os compostos majoritários cinamaldeído e eugenol, 

ainda que em concentrações mais elevadas, também apresentaram atividade redutora de esporo.  

Quando expostas aos tratamentos, as bactérias mostraram um aumento gradual da 

concentração de proteínas liberadas em função do tempo, bem como resultados significativos 
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quanto a liberação dos  constituintes celulares absorvíveis a 260 nm e dos íons fosfato e potássio, 

indicando assim danos a  membrana celular bacteriana.  

Todos os produtos em estudo, mostraram sinergismo com a tetraciclina seja ele bactericida 

ou bacteriostático e possuem potencial como futuros agentes antimicrobianos, sendo possíveis 

alternativas de controle de patógenos como os responsáveis por doenças em larvas de abelhas.  
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9. Apêndice 

 

 

 

1- Foto de crescimento de Paenibacillus alvei em meio de cultura TSA com seu 

crescimento peculiar. (Fonte: Alessandra Aguirra Sani). 

 

 

 

 

2- Foto de crescimento de Paenibacillus alvei em meio de cultura BHI Agar. (Fonte: 

Alessandra Aguirra Sani). 



62 

 

 

 

3- Foto de crescimento de Bacillus subtilis em meio de cultura  BHI Ágar. (Fonte: 

Alessandra Aguirra Sani). 

 

 

 

 

 

4- Foto de microscopia óptica de Paenibacillus alvei corado pelo método de Gram.                            

(Fonte: Alessandra Aguirra Sani). 
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5- Foto de microscopia óptica de Bacillus subtilis corado pelo método de Gram.                                   

(Fonte: Alessandra Aguirra Sani). 

 

 

 

 

 
 

6- Foto de microscopia óptica de esporos de Bacillus subtilis corados pelo método de Wirtz.  

(Fonte: Alessandra Aguirra Sani). 
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7- Foto de microscopia óptica de esporos de Paenibacillus alvei corados pelo método de 

Wirtz. (Fonte: Alessandra Aguirra Sani). 

 

 

 

 

 
 

8- Placa de ELISA utilizada no ensaio de microdiluição para determinação da CIM do 

composto majoritário cinamaldeído sobre P. alvei após adição de resazurina (0,1%). Os 

poços roxos indicam as concentrações sem o crescimento bacteriano e os poços rosas as 

concentrações com crescimento bacteriano. (Fonte: Alessandra Aguirra Sani). 
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9- Placa de ELISA utilizada no ensaio de microdiluição para determinação da CIM dos 

diferentes EEP’s sobre B. subtilis após adição de resazurina (0,1%). Os poços roxos 

indicam as concentrações sem o crescimento bacteriano e os poços rosas as concentrações 

com crescimento bacteriano. (Fonte: Alessandra Aguirra Sani). 
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10- Suspensões de esporos das bactérias Paenibacillus alvei e Bacillus subtilis. (Fonte: 

Alessandra Aguirra Sani). 

 

 

 

 

 

 

 
 

11- Foto do procedimento de determinação do peso seco (g/mL) dos extratos etanólicos de 

própolis (EEP) em cadinhos de alumínio após evaporação do solvente etanol. (Fonte: 

Alessandra Aguirra Sani). 
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12- Foto do banho ultrassônico utilizado para obtenção dos extratos etanólicos de própolis 

preparado U+U e M+U, e para o processo de obtenção de esporos. (Fonte: Alessandra 

Aguirra Sani). 
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