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Resumo

Esse estudo objetivou avaliar a atividade antimicrobiana de seis amostras comerciais de extrato de propolis
verde frente a quatro cepas bacterianas da American Type Culture Collection (ATCC), sendo elas Escherichia
coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Os microrganismos foram cultivados em agar MacConkey e Manitol-
sal, e incubados a 36°C por 24 horas. Apds o crescimento, foram transferidos para tubos contendo solugao
fisiolégica estéril (NaCl a 0,85%) até atingir turbidez equivalente a 0,5 da escala de McFarland e semeados
em agar Mueller-Hinton. A atividade antimicrobiana foi avaliada pela técnica de difusdo em &gar, utilizando-
se seis pogos preenchidos com as amostras de prépolis verde e o controle negativo, além do controle positivo
realizado com disco de amoxicilina-acido clavulanico. Os experimentos foram realizados em duplicata e a
atividade antimicrobiana determinada pela medigao dos halos de inibigdo. Os resultados revelaram que as
amostras de prépolis verde inibiram o crescimento de S. aureus, enquanto que os microrganismos Gram-
negativos nao tiveram seu crescimento inibido. Todas as amostras testadas demonstraram atividade frente a
S. aureus, com halos variando entre 19 mm e 28 mm, destacando-se a amostra N°3 de extrato alcodlico, que
apresentou os maiores halos de inibicdo (28 mm). Os extratos alcodlicos demonstraram halos ligeiramente
maiores em comparagdo aos aquosos, o controle negativo ndo apresentou atividade, enquanto o controle
positivo inibiu 100% das cepas testadas. Em conclusdo, os achados evidenciam o potencial antimicrobiano
da propolis verde contra S. aureus, reforgando a importancia de produtos naturais e da sua valorizagéo
sinalizando a necessidade de estudos futuros para o desenvolvimento de alternativas terapéuticas
complementares.
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Abstract

This study aimed to evaluate the antimicrobial activity of six commercial samples of green propolis extract
against four bacterial strains from the American Type Culture Collection (ATCC): Escherichia coli (ATCC
25922), Kilebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), and
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). The microorganisms were cultivated on MacConkey agar and Mannitol
Salt agar and incubated at 36°C for 24 hours. After growth, they were transferred to tubes containing sterile
physiological solution (0.85% NaCl) until turbidity reached the 0.5 McFarland standard and then inoculated
onto Mueller-Hinton agar. Antimicrobial activity was evaluated using the agar diffusion technique, employing
seven wells filled with green propolis samples and the negative control, in addition to a positive control
performed with an amoxicillin-clavulanic acid disk. The experiments were carried out in duplicate, and
antimicrobial activity was determined by measuring the diameters of the inhibition zones. The results
demonstrated that only the Gram-positive bacterium (S. aureus) had its growth inhibited by the green propolis
samples, whereas the Gram-negative isolates showed no halo formation. All tested samples demonstrated
activity against S. aureus, with inhibition zones ranging from 19 mm to 28 mm, highlighting sample number 3
of the alcoholic extract, which presented the largest inhibition zones (28 mm). Alcoholic extracts demonstrated
slightly larger inhibition zones compared to aqueous extracts. The negative control showed no activity,
whereas the positive control inhibited 100% of the tested strains. In conclusion, the findings demonstrate the
antimicrobial potential of green propolis against S. aureus, reinforcing the importance of valuing natural
products and indicating the need for future studies aimed at the development of complementary therapeutic
alternatives.

Keywords: Propolis; Anti-Infective Agents; Apis mellifera.

INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana tem se tornado uma das maiores ameagas a saude global na
atualidade, comprometendo a eficacia de medicamentos essenciais no tratamento de infecgdes
comuns em humanos, animais e plantas. Bactérias como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus vém apresentando niveis alarmantes de
resisténcia a varios antibidticos utilizados rotineiramente. Esse fendmeno, impulsionado
principalmente pelo uso excessivo e inadequado de antimicrobianos, dificulta o tratamento de
infecgbes, aumenta o tempo de hospitalizagao e eleva os custos dos sistemas de saude e a taxa
de mortalidade, o que acende um alerta para a busca de novas alternativas terapéuticas’.

Entre essas alternativas, substancias naturais com propriedades antimicrobianas tém
despertado interesse de pesquisadores, tais como, a propolis verde, uma substancia resinosa
produzida por abelhas Apis mellifera a partir de exsudatos vegetais da planta Baccharis
dracunculifolia, popularmente conhecida como alecrim-do-campo, tradicionalmente utilizada na
medicina popular por suas propriedades farmacoldgicas, incluindo acdo antimicrobiana,
antioxidante e anti-inflamatdria®>.

O termo "propolis" tem origem grega — pro (defesa) e polis (cidade) — e remete a sua fungao
de protecao da colmeia. Essa substancia apresenta composicao variavel, rica em flavonoides e

outros compostos fendlicos, como o artepelin C, que influenciam diretamente sua atividade

©080




3

Tereza VA, Moreira VOA, Cardoso AM. Avaliagao in vitro da atividade antimicrobiana do extrato de propolis verde contra bactérias patogénicas. Revista
Brasileira Militar de Ciéncias. 2026;12(26):e236.

bioldgica. Diversos estudos tém demonstrado que o extrato de prépolis verde apresenta importante
atividade antimicrobiana, atribuida principalmente a acdo desses compostos bioativos*®.

Entre os microrganismos de relevancia clinica destaca-se S. aureus, uma bactéria Gram-
positiva responsavel por uma ampla variedade de infeccbes em humanos, que variam desde
infeccdes cutdneas superficiais até doengas mais graves, como pneumonia, sepse e endocardite.
Esse microrganismo pode colonizar a pele e as mucosas de individuos saudaveis, especialmente
nas narinas, atuando como parte da microbiota humana. No entanto, sua elevada capacidade de
adaptacéao, associada a producao de diversos fatores de viruléncia e ao aumento da resisténcia a
antimicrobianos, tem tornado S. aureus um importante desafio para a satde publica mundial®.

Diante disso, e considerando esse potencial terapéutico, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a atividade antimicrobiana da prépolis verde de diferentes marcas comerciais frente
a cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo E. coli, K. pneumoniae, P.

aeruginosa e S. aureus.

METODOS

A metodologia adotada neste estudo foi baseada no protocolo previamente descrito por Faro
et al. (2025), com adaptacbes para avaliagdo da atividade antimicrobiana de amostras comerciais
de propolis verde. Entre as modificagdes realizadas, destacam-se a inclusédo de diferentes extratos
comerciais de propolis verde, a utilizacdo de quatro cepas bacterianas ATCC, bem como a
implementacao de controle positivo com disco de amoxicilina-acido clavulanico e controle negativo

com solugio fisiologica estéril, visando garantir maior confiabilidade aos resultados obtidos .

Amostras bacterianas e preparo do inéculo

Foram semeados quatro isolados bacterianos da American Type Culture Collection (ATCC),
sendo elas Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) em agar MacConkey (para as
Gram-negativas) e agar Manitol-sal (para a Gram-positiva), e incubadas a 36°C por 24 horas.

Apos o crescimento, as colOnias de cada patégeno foram transferidas para tubos contendo
4,0 mL de solugéo fisioldgica estéril (NaCl a 0,85%), até que se atingisse turbidez equivalente ao
padrédo 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). Em seguida, as suspensdes bacterianas
foram semeadas na superficie de placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton, com o auxilio de

swabs estéreis.
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Avaliacao da atividade antimicrobiana da prépolis verde

Foi avaliada a atividade antimicrobiana de seis amostras comerciais de propolis verde por
meio da técnica de difusdo em agar. Apos a semeadura das suspensdes bacterianas, foram
realizados sete orificios de aproximadamente seis milimetros em cada placa, utilizando-se a
extremidade de uma ponteira azul estéril. Os pocos formados foram preenchidos com 100uL de
cada amostra de prépolis verde, com auxilio de pipeta semiautomatica. Para fins de controle de
validade do ensaio, utilizou-se solucgéao fisioldgica estéril (NaCl a 0,85%) como controle negativo,
adicionado em um dos pocos (100uL). O controle positivo foi realizado com um disco de amoxicilina-
acido clavulanico, posicionado sobre a superficie do agar. Todos os experimentos foram conduzidos
em duplicata, dentro de cabine de segurancga bioldgica classe Il, seguindo rigorosamente os critérios
de biosseguranca.

As placas foram incubadas a 36°C por 24 horas em estufa bacteriolégica. Apds esse periodo,
os didmetros dos halos de inibicdo foram medidos com o auxilio de uma régua, em milimetros.

Foram empregadas seis amostras de propolis verde, sendo quatro extratos alcodlicos e dois
aquosos, em diferentes concentragdes. As amostras foram adquiridas comercialmente e utilizadas

dentro do prazo de validade.
Aspectos éticos

Este estudo dispensou submissdo a um Comité de Etica, conforme a Resolugdo CNS n°

466/2012, do Conselho Nacional de Saude, uma vez que nao envolveu seres humanos ou animais.
Informacao sobre uso de Inteligéncia Artificial

Durante a elaboracio deste trabalho, foram utilizadas ferramentas de inteligéncia artificial
(IA), como o ChatGPT, como suporte para revisao textual, organizacdo do conteudo e estruturacéo
das ideias, contribuindo para maior clareza, coesido e adequagao da escrita académica. Ressalta-
se, entretanto, que toda a analise, interpretacdo das informagdes e desenvolvimento do conteudo
cientifico foram realizados pelos autores, garantindo a autoria intelectual e a responsabilidade

académica do estudo.
RESULTADOS

A leitura dos resultados foi realizada apds 24 horas de incubacao, por meio da medi¢ao dos

halos de inibigao em milimetros, utilizando régua milimetrada. A observagdo das colbnias
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bacterianas visiveis a olho nu permitiu avaliar a sensibilidade dos microrganismos frente as

amostras de extrato de propolis verde. O quadro 1 e a figura 1 ilustram os resultados obtidos.

Quadro 1. Didmetros dos halos de inibicdo (mm) do crescimento de S. aureus frente as amostras

de proépolis verde.

Staphylococcus aureus
Amostras Tipo de Concentragao Halo 1 de inibicao Halo 2 de inibigao (mm)
extrato do extrato (%) (mm)
1 Alcodlico 70% 25 mm 25 mm
2 Alcodlico 30% + 26 mm £ 27 mm
3 Alcodlico 15% +28 mm 28 mm
4 Alcodlico 11% +20 mm 21 mm
5 Aquoso 11% + 24 mm 25 mm
6 Aquoso 11% +19 mm +20 mm

Fonte: Proprias autoras

Figura 1. Halos de inibi¢ao do crescimento de Staphylococcus aureus frente as amostras de

prépolis verde, o “X” sendo o controle positivo e o “N” o controle negativo.

Fonte: Préprias autoras
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Entre os quatro microrganismos avaliados, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa e S.
aureus, observou-se que S. aureus teve seu crescimento in vitro inibido pelas amostras de propolis
verde. Para os trés isolados Gram-negativos nao foram observados halos de inibicdo em nenhuma
das amostras testadas. Como esperado, no controle negativo (NaCl a 0,85%) nao foi observado
halo de inibicdo do crescimento dos microrganismos avaliados, enquanto que no controle positivo
(amoxicilina-acido clavulénico) foi observado halo de inibicdo do crescimento bacteriano em S.

aureus e E. colli.
DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que o extrato de propolis verde
apresentou atividade antimicrobiana exclusivamente frente ao S. aureus, ndo sendo observada
inibicdo do crescimento das bactérias Gram-negativas testadas. Estudos experimentais anteriores
ja relataram que extratos de prépolis verde apresentam maior efeito antimicrobiano frente a
bactérias Gram-positivas, enquanto a agdo sobre as Gram-negativas tende a ser menos evidente.
Essa diferenca pode ser atribuida & maior complexidade estrutural da parede celular das bactérias
Gram-negativas, que possuem uma membrana externa rica em lipopolissacarideos, dificultando a
penetragéo de compostos bioativos® .

Sendo assim, essa caracteristica na estrutura da parede celular bacteriana diminui sua
permeabilidade e, consequentemente, limita a acdo de substancias antimicrobianas de origem
natural, como é o exemplo dos flavonoides e acidos fendlicos presentes como principais
componentes ativos da propolis verde'"'2,

Contudo, todas as amostras comerciais adquiridas e testadas da prépolis verde
demonstraram acdo antibacteriana satisfatéria frente a cepa de S. aureus, evidenciada pela
formacdo dos halos de inibicdo do crescimento. Embora tenham sido observadas pequenas
variagdes nos didmetros dos halos, os resultados se mostraram consistentes, revelando
reprodutibilidade dos resultados. Tais variagdes podem estar associadas a diferengcas na
composi¢cao quimica, concentracdo dos compostos e método de extragado do extrato de propolis
verde utilizado por cada fabricante. Nossos achados corroboram com estudos anteriores que
relatam maior sensibilidade das bactérias Gram-positivas frente a prépolis verde, o que é atribuido
a auséncia de membrana externa nesses microrganismos, facilitando assim a interagdo dos
compostos fenodlicos com a parede celular e a membrana citoplasmatica bacteriana* 3.

O potencial antimicrobiano observado frente ao S. aureus pode estar associado a presenca
de compostos bioativos caracteristicos da propolis verde, como flavonoides, acidos fenélicos e o
artepelin C. Segundo a literatura, o artepelin C apresenta agao bactericida por interferir na

integridade da membrana celular bacteriana e por afetar processos metabdlicos essenciais, o que
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pode levar a morte celular. Os flavonoides também desempenham papel importante, atuando na
desnaturagao de proteinas, na inibicao de enzimas bacterianas e na alteragcao da permeabilidade
da membrana, contribuindo para o efeito antimicrobiano observado?'4.

Os resultados desse estudo evidenciaram que tanto os extratos alcodlicos quanto os
aquosos apresentaram acgao antimicrobiana frente ao S. aureus, embora com alguma variagado no
tamanho dos didmetros dos halos de inibicdo. Essa diferenca pode estar relacionada a maior
capacidade do etanol em extrair compostos fendlicos e flavonoides, apontados na literatura como
0s principais responsaveis pelo efeito antimicrobiano da prépolis verde. Dessa forma, os extratos
alcodlicos tendem a apresentar maior concentragdo dessas substancias em comparagdo aos
extratos aquosos, o que pode explicar a formagéo de halos de inibigdo maiores em algumas
amostras. Ainda assim, a atividade observada nos extratos aquosos sugere que moléculas
hidrossoluveis da prépolis verde também contribuem para esse efeito, mesmo quando presentes
em menores concentragdes'® .

Como limitagcdo deste estudo pode-se destacar o uso da técnica de difusdo em agar que,
apesar de ser amplamente empregada, pode apresentar variagées relacionadas a difusdo de
substancias com diferentes polaridades no meio sélido. Além disso, a falta de padronizagdo nas
concentracdes das amostras comerciais avaliadas dificulta a comparacdo entre os resultados
obtidos. Contudo, é valido ressaltar que a abordagem adotada teve carater qualitativo, permitindo
avaliara capacidade dos extratos de propolis verde em inibir ou ndo o crescimento bacteriano das
cepas avaliadas. Assim, considerando que este estudo ndo objetivou realizar determinagdes
quantitativas, como por exemplo a determinagdo da concentragao inibitéria minima (CIM), sugere-
se que pesquisas futuras possam incluir analises quantitativas, bem como avalia¢gdes quimicas dos
compostos dos extratos de prépolis verde, de forma a contribuir para uma maior compreensao do

seu potencial antimicrobiano.
CONCLUSAO

Em conclusdo, observou-se que, dentre os quatro microrganismos avaliados, S. aureus
apresentou sensibilidade frente ao extrato de prépolis verde, enquanto E. coli, K. pneumoniae € P.
aeruginosa nao tiveram o crescimento inibido nos experimentos realizados in vitro. Quanto as
amostras avaliadas, tanto os extratos alcodlicos quanto os aquosos demonstraram acao
antibacteriana frente ao S. aureus, com formagao de halos de inibicao ligeiramente maiores nos
extratos alcodlicos.

Os resultados obtidos evidenciam o potencial da propolis verde como agente antimicrobiano
frente ao S. aureus e reforgcam a importancia da valorizacdo de produtos naturais com propriedades

biolégicas comprovadas. Esses achados contribuem para o avango do conhecimento cientifico
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acerca da propolis verde e destacam a necessidade de pesquisas futuras que aprofundem sua

aplicagdo no desenvolvimento de alternativas terapéuticas complementares no controle de

infeccdes bacterianas.
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