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Neste cenário, destaca-se a própolis devido a sua riqueza em compostos fenólicos. O objetivo 
deste estudo foi avaliar o potencial antibacteriano de diferentes preparações da própolis 
vermelha. Para os experimentos foi utilizada amostra de própolis vermelha e da borra da 
própolis, ambas provenientes do estado de Alagoas. A fim de se obter as preparações, a 
própolis in natura e a borra foram submetidas à maceração, dando origem aos respectivos 
extratos brutos. Ao extrato bruto da própolis foi adicionado 10% de água destilada resultando 
no extrato hidroalcoólico da própolis. Este foi fracionado através da técnica de extração 
líquido-líquido, obtendo-se as frações de média polaridade e média-alta polaridade. A 
avaliação da atividade antibacteriana foi realizada pelo método de microdiluição em caldo para 
determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) frente a microrganismos associados 
a Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde. Todos os extratos e frações avaliados 
apresentaram atividade antibacteriana, merecendo destaque a fração de média polaridade 
que exibiu as menores concentrações inibitórias, apresentando CIMs que variaram de 62,5 
µg/mL para Staphylococcus aureus a 2000 µg/mL para Pseudomonas aeruginosa. Embora 
seja considerada sobra do processamento da própolis, o extrato da borra da própolis também 
se mostrou efetivo frente a algumas bactérias. Estes achados confirmam as propriedades 
antibacterianas da própolis e, de forma inédita, este estudo relata a atividade antibacteriana 
da borra da própolis vermelha, a qual possui fácil aquisição e baixo custo, servindo de 
subsídio na bioprospecção deste composto.
PALAVRAS-CHAVE: própolis vermelha; borra da própolis; antibacteriano.

ABSTRACT: Natural products are rich in bioactive compounds and are considered excellent 
sources of new antimicrobials. In this scenario, propolis stands out due to its richness in 
phenolic compounds. The aim of this study was to evaluate the antibacterial potential of 
different preparations of red propolis. For the experiments, a sample of red propolis and 
propolis sludge was used, both from the state of Alagoas. In order to obtain the preparations, 
the propolis in natura and the sludge were subjected to maceration, giving rise to the 
respective crude extracts. To the crude extract of propolis was added 10% of distilled water 
resulting in the hydroalcoholic extract of propolis. This was fractionated using the liquid-liquid 
extraction technique, obtaining the fractions of medium polarity and medium-high polarity. 
The evaluation of antibacterial activity was carried out using the broth microdilution method 
to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) against microorganisms associated 
with Health Care-Related Infections. All extracts and fractions evaluated showed antibacterial 
activity, highlighting the fraction of medium polarity that exhibited the lowest inhibitory 
concentrations, with MICs ranging from 62.5 µg / mL for Staphylococcus aureus to 2000 µg / 
mL for Pseudomonas aeruginosa. Although it is considered to be a surplus from the processing 
of propolis, the extract of the propolis sludge was also effective against some bacteria. These 
findings confirm the antibacterial properties of propolis and, in an unprecedented way, this 
study reports the antibacterial activity of red propolis sludge, which has easy acquisition and 
low cost, serving as a subsidy in the bioprospecting of this compound.
KEYWORDS: red propolis; propolis sludge; antibacterial.
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1 |  INTRODUÇÃO
A utilização de fitoterápicos e de produtos naturais remete a antiguidade e é utilizada 

na prevenção e no tratamento de doenças, devido principalmente à fácil acessibilidade 
e ao baixo custo (DUTRA et al., 2016). Além disso, os produtos naturais são fontes de 
substâncias bioativas, especialmente compostos fenólicos, os quais lhes conferem 
propriedades antioxidantes, antivirais, antimicrobianas, anti-inflamatórias e antitumorais 
(SCEPANKOVA et al., 2018). Dentre os produtos naturais, a própolis se destaca devido 
a sua riqueza em compostos bioativos, incluindo constituintes fenólicos (CAMURI et al., 
2018).

A própolis é uma mistura resinosa balsâmica de cera, óleos essenciais, 
microelementos, saliva, e exsudato vegetal (derivado de casca de árvore, botões de folhas 
e pólen) produzida pelas abelhas (Apis mellifera) a partir da coleta da seiva no tronco de 
algumas espécies de plantas (PARK et al., 2002; FUNARI; FERRO, 2006; AHANGARI et 
al., 2018). 

As qualidades biológicas da própolis estão diretamente associadas a suas 
características químicas e esse fato está relacionado a alguns fatores geográficos que são 
utilizados como critérios para a caracterização da matéria prima e sua qualificação, como a 
botânica, origem de vegetação, genética e raça das abelhas, mudanças climáticas, ondas 
de calor e tempo de colheita (NASCIMENTO et al., 2019).

Os perfis sazonais alteram as características químicas dos bioprodutos, e tais perfis 
podem estar relacionados a diferentes fatores, como por exemplo: pressão atmosférica, 
umidade relativa, temperatura, pressão das chuvas, luminosidade, dentre outros que 
podem vir a alterar suas características químicas e organolépticas (INOUE et al., 2007). 
Assim, a primavera, após o período de maior precipitação de chuvas do ano, constitui a 
época de maior produção de própolis vermelha do ano, dado que, conflui com a floração da 
maioria das espécies nativas da região (NUNES et al., 2009). 

No Brasil, há o registro de mais de 12 grupos de própolis diferentes de acordo com 
sua origem botânica, localização geográfica e composição química (PICCINELLI et al., 
2011). Análises da determinação dos constituintes químicos de exudados de Dalbergia 
ecastophyllum (coletadas de colmeias do litoral do Nordeste próximo ao município de 
Maragogi no estado de Alagoas) e amostras de um novo tipo de própolis, apresentaram 
perfis cromatográficos similares, sugerindo essa espécie vegetal como origem botânica 
desse tipo de própolis (LUSTOSA et al., 2008). Desta forma, o 13º grupo de própolis foi 
identificado e intitulado de própolis vermelha, despertando grande interesse, devido às 
várias atividades biológicas, inclusive antimicrobiana (REGUEIRA-NETO et al., 2019). 

Cerca de 300 compostos diferentes já foram identificados em amostras de própolis 
vermelha, sendo os grupos metabólicos mais referenciados os flavonoides, terpenos, 
ácidos aromáticos e ácidos graxos, responsáveis por seu distinguido potencial biológico 
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e relacionados com importantes propriedades antioxidantes, antibacterianas, antifúngicas, 
antivirais, anti-inflamatórias, antitumorais e imunomoduladoras (NEVES et al., 2016; SILVA 
et al., 2018; GODBOLE et al., 2019).

A própolis e seus compostos químicos foram efetivos em ensaios in vitro frente 
bactérias gram-positivas como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 
Bacillus cereus e Listeria monocytogenes e gram-negativas como a Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (NEVES et al., 2016). Adicionalmente, 
muitos autores relatam atividade antifúngica da própolis frente a leveduras e fungos 
filamentosos (MATNY, 2015; SARIGUZEL et al., 2015).

Embora muitos estudos abordem a atividade biológica correlata à própolis vermelha, 
publicações referentes à atividade da borra da própolis são quase inexistentes. A obtenção 
da borra é adquirida após a realização da extração etanólica pela utilização de álcool de 
cereais de grau alimentício na resina de própolis, representando o material residual do 
processo (ALBANO et al., 2007).

Tendo em vista a necessidade de se buscar novas alternativas antimicrobianas 
com menor toxicidade e maior eficácia, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial 
antimicrobiano de diferentes preparações de própolis vermelha, incluindo a borra da 
própolis, frente a microrganismos associados a Infecções Relacionadas à Assistência à 
Saúde (IRAS).

2 |  METODOLOGIA

2.1 Obtenção dos extratos e frações da própolis vermelha de Alagoas
Neste estudo foi utilizada amostra de própolis vermelha proveniente do Apiário Ilha 

do Porto, localizado em área de manguezal na cidade de Marechal Deodoro – AL e amostra 
da borra da própolis procedente da apícola Fernão Velho, localizada em Maceió – AL.

Baseando-se na metodologia descrita por Alencar et al. (2007), a própolis in natura 
(100g) e a borra (500g) foram submetidas à extração a frio (maceração) e deixadas em 
repouso durante 48 horas em temperatura ambiente, utilizando-se como solvente o etanol 
96°GL. Foram realizadas três lavagens com etanol para exaurir a extração dos compostos. 
A filtração das soluções resultantes foi realizada em papel de filtro, utilizando-se bomba de 
vácuo. Em seguida, os filtrados da própolis e da borra foram concentrados em rotaevaporador, 
e após a evaporação do solvente, foram obtidos o Extrato Bruto Concentrado da Própolis 
(EBCP) e o Extrato Bruto da Borra da Própolis (EBBP). Ao EBCP foi adicionado 10% de 
água destilada para se obter o Extrato Hidroalcoólico da Própolis (EHA).

O fracionamento foi realizado através da técnica de extração líquido-líquido, em 
funil de separação, de modo que o EHA foi particionado com solventes de polaridade 
crescente: hexano e acetato de etila. Após evaporação dos solventes em aparelho rotatório 
à pressão reduzida foram obtidas as Frações de Baixa Polaridade (FBP), Média Polaridade 



 
Conhecimentos e Desenvolvimento de Pesquisas nas Ciências da Saúde 5 Capítulo 22 236

(FMP), Média-Alta Polaridade (FMAP) e Alta Polaridade (FAP) (figura 1). Para os ensaios 
microbiológicos, selecionou-se a FMP e a FMAP, por apresentarem maior teor de flavonoides 
verificada em análise cromatográfica de estudo anterior (ALENCAR et al., 2007).

2.2 Atividade antibacteriana
Os extratos e frações foram dissolvidos em solução salina estéril (0,9%) utilizando-

se como agente solubilizador o Dimetilsulfóxido (DMSO) em uma concentração de 2% 
(v/v), obtendo-se uma solução estoque de 4000 µg/mL de cada preparação.

Para avaliação da atividade antibacteriana foi utilizado ensaio de microdiluição 
em caldo para determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM), de acordo com o 
documento M07 do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018). Os extratos e frações 
selecionados foram testados frente a 7 espécies bacterianas, sendo elas: Staphylococcus 
aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 31488), Enterococcus faecalis 
(ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), 
Shigella flexneri (CCCD S006) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603).

Os inóculos foram preparados em solução salina tamponada estéril e a suspensão 
bacteriana determinada pela transmitância correspondente a de uma solução-padrão 
0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,5 x 108 células bacterianas por mL). A 
suspensão resultante foi agitada em vórtex e diluída em uma proporção de 1:10, para se 
conseguir uma concentração final de bactérias de 5 x 105 UFC/mL, ao inocular 5 µL dessa 
suspensão em cada poço.

A CIM foi determinada em microplacas de poliestireno estéreis de 96 poços, com 
12 colunas enumeradas de 1-12 e 8 linhas marcadas de A-H. Todos os orifícios a partir da 
linha A foram preenchidos com 100 µL do caldo Mueller Hinton (MH). Nas colunas de 1 a 12 
da linha A da microplaca foram depositados os extratos e frações solubilizados, preparados 
na concentração de 4000 µg/mL, sendo utilizada uma placa por microrganismo. Após esse 
processo, 100 µL de cada poço da linha A foi pipetado e transferido para o poço da linha 
B da mesma coluna, realizando a homogeneização do conteúdo e, então, 100 µL desse 
poço foi transferido para a linha C, repetindo-se o processo até a linha H e descartando o 
excedente, obtendo- se as seguintes concentrações decrescentes em µg mL-1: 2000, 1000, 
500, 250, 125, 62,5, 31,25 e 15,625. As colunas 1-3 foram reservadas para o EHA, 4-6 para 
a FMP, 7-9 para a FMAP e 9-12 para o EBBP.

Posteriormente, em cada poço foi adicionado 5 µL do inóculo microbiano, exceto 
naqueles correspondentes ao controle de esterilidade. Os controles do experimento foram 
realizados em placas a parte. Para o controle da viabilidade microbiana utilizou-se o caldo 
de cultivo MH e o inóculo bacteriano. O controle negativo foi realizado com uma solução de 
DMSO a 2%, empregado para a solubilização dos extratos, enquanto que para o controle 
de esterilidade foi usado apenas caldo MH.

Em seguida, as microplacas foram acondicionadas em estufa microbiológica a 
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35°C durante 18 a 24 horas. Transcorrido o período de incubação, foi efetuada leitura das 
placas com auxílio do revelador Cloreto de Trifenil Tetrazólio 2,3,5 (TTC) 1%, que indica 
crescimento microbiano. Para isto, foi inoculado 20 µL do revelador (TTC) em todos os 
poços e, em seguida, as microplacas foram reincubadas por um período de 3 horas. Após 
este período, as mesmas foram observadas e analisadas. A ausência de cor nos poços foi 
interpretada como microrganismo sensível ao extrato testado (ausência de crescimento). 
De modo contrário, os poços que apresentaram coloração avermelhada foram interpretados 
como microrganismo resistente (presença de crescimento). A CIM foi definida como a 
menor concentração do extrato capaz de inibir o crescimento do microrganismo.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
Na tabela 1 estão apresentados os valores de CIM, obtidos pelo extrato hidroalcoólico, 

extrato da borra e frações da própolis vermelha de Alagoas sobre os microrganismos 
avaliados. As frações de média (FMP) e média-alta polaridade (FMAP) demonstraram os 
melhores resultados, merecendo destaque a FMP que exibiu as menores concentrações 
inibitórias frente os microrganismos estudados. Além disso, apenas esta fração apresentou 
atividade antibacteriana sobre todos os isolados, exibindo CIM que variou de 62,5 µg 
mL-1 para Staphylococcus aureus a 2000 µg mL-1 para Pseudomonas aeruginosa, sendo 
inclusive a única capaz de inibir in vitro o crescimento deste patógeno.

Apesar de ser considerado sobra do processamento da própolis, o extrato da borra 
também se mostrou efetivo frente bactérias gram-positivas e gram-negativas, embora para 
esta preparação a CIM tenha variado de 1000 µg mL-1 para Staphylococcus epidermidis 
a 2000 µg mL-1 para Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e 
Shigella flexneri.

Microrganismos
Extratos/Frações (µg mL-1)

EHA FMP FMAP EBBP
Gram-positivos:

Staphylococcus aureus 500 250 250 2000

Staphylococcus epidermidis 250 62,5 125 1000
Enterococcus faecalis 1000 500 1000 2000

Gram-negativos:
Escherichia coli 500 250 500 2000

Pseudomonas aeruginosa >2000 2000 >2000 >2000
Shigella flexneri 1000 500 1000 2000

Klebsiella pneumoniae 2000 500 500 >2000

Tabela 1. Concentração Inibitória Mínima (CIM) do extrato hidroalcoólico (EHA), extrato da 
borra (EBBP) e frações de média (FMP) e alta polaridade da própolis vermelha (FMAP) frente a 

bactérias gram-positivas e negativas.
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Concordante com os resultados desta pesquisa, Bispo Júnior et al. (2012) verificaram 
que o extrato etanólico da própolis vermelha apresentou atividade antimicrobiana frente a 
isolados gram-positivos (100%) e gram-negativos (62,5%), com eficiência de 76,9% sobre 
todas as espécies testadas. Em outro estudo, Cabral et al. (2009) observaram que extratos 
etanólicos e frações da própolis vermelha apresentaram alta atividade antimicrobiana e 
bactericida contra cepas de S. aureus (ATCC 25923) com concentrações que variaram 
entre 62-125 µg mL-1, sendo a fração clorofórmica quem exibiu melhor atividade (15,8-31,7 
µg mL-1).

No estudo de Araújo e Marcucci (2011), o extrato etanólico da própolis vermelha 
apresentou atividade sobre E. faecalis (ATCC 29212), patógeno que geralmente está 
envolvido em infecções urinárias e infecções hospitalares, exibindo CIM de 50 µg mL-1. 
Além disto, este mesmo estudo observou que a associação do extrato etanólico de própolis 
com a vancomicina reduziu pela metade a concentração efetiva do antibiótico. Nesse 
seguimento, pesquisa apresentada por Siqueira et al. (2014) também demonstrou inibição 
desta cepa bacteriana pelo método de difusão em disco para extratos hidroalcóolicos de 
própolis vermelha. 

Araújo et al. (2011) desenvolveram estudo comparativo entre métodos de 
avaliação de atividade antimicrobiana para o extrato hidroalcóolico de própolis vermelha 
contra S. aureus através da técnica de difusão em disco de papel e difusão em poço. As 
amostras testadas exibiram inibição do crescimento microbiano por ambos métodos e não 
apresentaram diferenças significativas entre eles. Embora as duas técnicas sejam eficientes 
para avaliação da atividade antimicrobiana, o método de difusão em poço apresenta maior 
eficácia, uma vez que garante a maior distribuição do extrato diluído e favorece o melhor 
contato entre o microrganismo testado e a amostra.

Assim como observado neste estudo, outros autores também verificaram maior 
atividade da própolis vermelha frente bactérias gram-positivas (SILVA et al., 2018). 
Lustosa et al. (2008) justificam que a própolis tem maior efeito inibitório sobre este 
morfotipo bacteriano pois a membrana externa sobre a parede celular em bactérias Gram-
negativas é um fator limitante para a difusão do composto hidrofóbico no revestimento de 
lipopolissacarideos da bactéria.

Apesar da limitada atividade contra bactérias Gram-negativas, os resultados obtidos 
por outros autores e corroborados por esse estudo, reportaram considerável atividade 
inibitória da própolis vermelha de Alagoas sobre essas cepas bacterianas. Silva (2015) 
avaliou a atividade antimicrobiana do extrato etanólico e frações da própolis vermelha 
frente a variados microrganismos e verificou inibição da fração de média-alta polaridade 
sobre as bactérias gram-negativas K. pneumoniae (700 µg mL-1), S. Flexneri (700 µg mL-1), 
E. coli (1500 µg mL-1), S. Entérica (700 µg mL-1), e P. aeruginosa (3000 µg mL-1).

Ainda em efeito de comparação, Machado et al. (2016) verificaram melhor atividade 
antimicrobiana de extratos de própolis vermelha quando comparados com extratos de 
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própolis verde e marrom, uma vez que a própolis vermelha exibiu alta e moderada atividade 
inibitória frente a cepas de S. aureus (50 µg mL-1) e E. coli (400 µg mL-1). Adicionalmente, 
observou-se que a melhor atividade antimicrobiana foi encontrada no extrato com a maior 
quantidade de compostos fenólicos pertencentes as classes isoflavonóides, chalconas e 
benzefenonas. 

Estudos de prospecção fitoquímica realizados com extratos etanólicos de própolis 
vermelha sugerem que menores concentrações de compostos fenólicos e flavonoides 
indicam maior presença de substâncias com menor perfil biológico como ceras e resinas, o 
que representa uma menor atividade biológica para esses extratos (BISCAIA; FERREIRA, 
2009). Pesquisas recentes têm indicado que os constituintes Isoliquiritigenina, vestitol, 
neovestitol, medicarpina e o sinergismo de compostos fenólicos são os responsáveis 
pelas propriedades antimicrobianas da própolis vermelha (INUI et al., 2014; BUENO-SILVA 
et al., 2017). Entretanto, o mecanismo de atividade antimicrobiana da própolis ainda é 
complexo e pode ser atribuído a presença de vários compostos bioativos, particularmente 
isoflavonóides e a combinação entre eles (XIE et al., 2015).

Uma das características dos flavonoides é possuir um grande número de hidroxilas 
glicosiladas, ou seja, açúcares em sua composição, tornando a molécula mais solúvel em 
solventes como: água, álcool metílico, álcool etílico, acetonas e DMSO (SALATINO et al., 
2005; HUBER; RODRIGUES-AMAYA, 2008). Por possuir essa característica hidrofílica, 
as moléculas dos flavonoides serão arrastadas por solventes de maior polaridade, 
justificando assim a melhor atividade das frações de média e média-alta polaridade frente 
os microrganismos avaliados neste estudo (CABRAL et al., 2009).

Para fins terapêuticos, o extrato alcóolico é a principal forma de utilização da 
própolis, entretanto este possui a desvantagem de apresentar alto valor comercial. Em 
contrapartida, a borra ou resíduo da extração da própolis não possui valor de mercado e 
pode ainda conter os princípios ativos da resina da própolis vermelha (SANTOS et al., 2013). 
Na presente pesquisa, o extrato da borra da própolis apresentou atividade antibacteriana 
frente a S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis, E. coli e S. flexneri, demonstrando que a 
borra da própolis também pode ser melhor estudada e seu potencial bioativo desbravado.

4 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS
Vários fatores incentivam a pesquisa de compostos naturais, como a própolis e a 

borra, dentre os quais, incluem-se os efeitos adversos de produtos farmacêuticos comerciais 
e a resistência aos antibióticos, destacando-se, nesse contexto, o Staphylococcus aureus 
resistente à meticilina e/ou vancomicina e as bactérias produtoras de carbapenemases, 
responsáveis por diversos surtos em ambiente hospitalar.

Observou-se neste estudo que as preparações de própolis avaliadas apresentaram 
promissora atividade antimicrobiana frente os microrganismos testados. Além disso, de 
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forma inédita, este estudo relata a atividade antibacteriana da borra da própolis, a qual 
possui fácil aquisição e baixo custo, visto que é considerada resíduo do processo extrativo 
da própolis. Embora os resultados para a borra tenham sido menos promissores do que 
os obtidos pelo extrato e frações da própolis, esses achados devem servir de subsídios na 
bioprospecção deste composto.
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