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RESUMO

Objetivou-se avaliar, in vitro, a atividade desinfetante do extrato alcodlico da borra de
propolis vermelha (EBPV) frente a microrganismos, bem como sua citotoxicidade.
Foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida spp.
para os ensaios. O potencial desinfetante do EBPV foi avaliado utilizando diferentes
concentragdes (10%, 5%, 2,5%, 1,25% e 0,625%), e tempos de contato (5, 10 e 30
minutos). O extrato apresentou acdo bactericida e fungicida rapida e efetiva nas
concentragdes de 10% e 5%, com inibicédo total do crescimento em todos os tempos
analisados. A concentracdo de 2,5% também foi eficaz, com inibicdo completa a
partir de 10 minutos de exposi¢cdo. Concentragdes inferiores ndo demonstraram
atividade satisfatéria. O ensaio de citotoxicidade com Artemia salina revelou
toxicidade dependente da dose, sendo 2,5% considerada a melhor relagdo entre
eficacia antimicrobiana e seguranga biolégica. Os resultados demonstram que o
EBPV possui potencial promissor como agente desinfetante natural aplicado ao
manejo pré dipping e pds dipping, podendo contribuir para o controle da mastite
subclinica contagiosa e ambiental. Recomenda-se a continuidade dos estudos em
condicdes in vivo e a padronizacdo da composicdo quimica para viabilizar seu uso
industrial e comercial.

Palavras chave: Bovinocultura leiteira; controle microbiano; Staphylococcus aureus;
Escherichia coli; Candida spp.



ABSTRACT

The aim was to evaluate, in vitro, the disinfectant activity of the alcoholic extract of
red propolis residue (RPRE) against microorganisms, as well as its cytotoxicity.
Strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Candida spp. were used for
the assays. The disinfectant potential of RPRE was assessed using different
concentrations (10%, 5%, 2.5%, 1.25%, and 0.625%) and contact times (5, 10, and
30 minutes). The extract showed rapid and effective bactericidal and fungicidal action
at concentrations of 10% and 5%, with complete growth inhibition at all times
analyzed. The 2.5% concentration was also effective, with complete inhibition
observed from 10 minutes of exposure. Lower concentrations did not show
satisfactory activity. The cytotoxicity assay with Artemia salina revealed dose-
dependent toxicity, with 2.5% being considered the best balance between
antimicrobial efficacy and biological safety. The results demonstrate that RPRE has
promising potential as a natural disinfectant agent applied in pre-dipping and post-
dipping management, potentially contributing to the control of contagious and
environmental subclinical mastitis. It is recommended to continue studies under in
vivo conditions and to standardize the chemical composition to enable industrial and
commercial use.

Keywords: Dairy cattle farming; microbial control; Staphylococcus aureus;
Escherichia coli; Candida spp.
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1 INTRODUGAO

As mastites permanecem sendo um dos principais desafios sanitarios em
rebanhos leiteiros. Trata-se de uma doenga de multipla etiologia e distribuicdo
mundial, cuja prevaléncia estd associada ao manejo sanitario dos animais e as
praticas adotadas durante e apds a ordenha. Especialmente na mastite bovina,
configura-se como um importante obstaculo para a pecuaria leiteira, impactando
negativamente no que se refere a qualidade do leite, além de ocasionar prejuizos
econdmicos e representar risco a saude publica (Langoni, 2017.)

Diante da crescente preocupagcdo com o consumo de alimentos saudaveis,
livre de residuos de antimicrobianos e seguros para a saude da populagéo, a busca
por substancias naturais com propriedades terapéuticas e que nao provoquem
efeitos negativos no meio ambiente e nos produtos de origem animal tem sido
justificada (Correa, 2018).

Nesse contexto, a propolis vermelha é uma alternativa viavel. Segundo
Medeiros (2020), a prépolis € uma resina balsamica e resinosa coletada pelas
abelhas das superficies de plantas. Atualmente ha 13 tipos de propolis brasileira,
elas possuem compostos bioativos, e atividades antimicrobianas.

A propolis vermelha brasileira tem sido amplamente estudada por sua
atividade biolégica diversa, incluindo efeitos antimicrobianos, anti inflamatérios e
imunomoduladores, atribuidos a sua composicdo rica em compostos fendlicos,
flavonoides e benzofenonas. Pesquisas recentes demonstram que extratos de
propolis vermelha apresentam atividade antibacteriana in vitro contra bactérias
multirresistentes e efeitos antifungicos, sugerindo potencial terapéutico como agente
natural em formulagdes antimicrobianas (Xavier et al., 2023; Vasconcelos, 2025).

Além disso, analises fitoquimicas identificaram compostos fendlicos e
flavonoides associados com atividade antimicrobiana e antioxidante, indicando seu
potencial farmacolégico em processos de defesa biologica (Aldana Mejia et al.,
2025). Em ensaios in vitro, a propolis vermelha também mostrou atividade
antimicrobiana frente a diversas bactérias patogénicas, o que reforga sua utilizagédo
como alternativa natural em produtos antimicrobianos e desinfetantes (do
Nascimento & Veras, 2020).
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Durante sua extracdo, um dos excedentes da producéao, € a borra de propolis
vermelha que conserva caracteristicas macroscopicas semelhantes ao produto
original. Buscou-se desenvolver desinfetantes naturais para uso na
descontaminagdao dos tetos de vacas a partir desse excedente da producido da
prépolis vermelha (PV). Dessa forma, objetivou-se avaliar in vitro a capacidade
desinfetante do extrato alcodlico da borra da prépolis vermelha frente a bactérias,

fungos causadores da mastite em vacas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastite
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‘A mastite bovina € uma enfermidade inflamatéria da glandula mamaria que
causa expressivas perdas econdmicas e riscos a saude publica” (Scatamburlo;
Werle, 2025).

As mastites podem ser classificadas de duas formas, sendo a mais comum a
classificagdo de acordo com os sinais clinicos, podendo ser classificadas em mastite
subclinica e mastite clinica. A mastite clinica refere-se aos casos com presenca de
manifestagcdes clinicas evidentes na glandula mamaria, como edema, aumento da
temperatura local, mudangas na consisténcia do tecido glandular, dor a palpacao e,
principalmente, modificagbes no leite, incluindo a presenca de grumos. Em
determinadas situagdes, a mastite clinica pode evoluir para um quadro sistémico,
demonstrado pelo aumento da temperatura retal, depressdo, desidratagao,
inapeténcia e expressiva reducdo da producdo de leite. Sendo assim, ela é

facilmente percebida pelo produtor (Souza et al., 2016).

Os autores ainda relatam que, ao contrario da clinica, a mastite subclinica é a
forma prevalente da mastite bovina nos rebanhos leiteiros e caracteriza-se pela
auséncia de alteragdes visiveis na glandula mamaria e no leite. Assim, seu
diagnostico torna-se crucial para minimizar a ocorréncia da mastite com a
implementacdo de medidas de controle eficazes, com o objetivo de reduzir a

presenga e minimizar seu impacto em toda a cadeia produtiva do leite.

Além dos problemas relacionados a saude dos animais, o impacto econémico
da mastite compromete a subsisténcia de diversas propriedades leiteiras. Segundo
Da Fonseca et al. (2021), o sistema pelo qual o leite € produzido, desde as
propriedades leiteiras a industria, possui grande importancia no produto final. Varios
fatores exercem influéncia na qualidade do leite, como, por exemplo, a genética dos

animais, o manejo, nutricdo, sanidade e a propria forma de retirada do leite.

Mais de 25% dos prejuizos relacionados as doengas no gado leiteiro tém
como causa a mastite, representando um impacto consideravel na economia do
setor. O Brasil ocupa uma posi¢cao proeminente no cenario mundial da producgao de
leite, e a preocupagdo em relagdo a produtividade € significativa, bem como os
desafios relacionados a qualidade do leite e a rentabilidade dos produtores (Da
Fonseca et al., 2021).
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2.2 Microrganismos causadores de mastite

Conforme Da Fonseca et al. (2021), microrganismos como Staphylococcus
aureus estdo associados a mastite contagiosa, enquanto Streptococcus uberis,

Streptococcus dysgalactiae e Escherichia coli estao associados a mastite ambiental.

2.2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é reconhecido como um dos principais agentes
etiologicos da mastite bovina contagiosa, estando fortemente associado a quadros
cronicos e de dificil resolugao terapéutica. Trata-se de uma bactéria coco Gram-
positiva, coagulase positiva, que se organiza isoladamente, em pares ou em
agrupamentos com aspecto de cacho de uva. Sua principal via de infecgao € o canal
do teto, onde pode inicialmente colonizar a extremidade, especialmente na presenca
de lesbes ou microfissuras, progredindo para a cisterna e estabelecendo-se no

tecido secretor da glandula mamaria (Gomes, 2022).

Mesmo com a implementagdo de programas de controle e manejo, a mastite
causada por S. aureus permanece como importante desafio sanitario nos sistemas

leiteiros, devido a sua persisténcia e impacto produtivo (Campos et al., 2022).
2.2.2 Escherichia coli

Escherichia coli destaca-se como importante patégeno ambiental associado a
mastite bovina, especialmente em sistemas com deficiéncias nas condigdes
higiénico-sanitarias. Essa bactéria apresenta elevada capacidade de adaptagcao e
pode desenvolver resisténcia de amplo espectro aos antibiéticos comumente

usados, juntamente com uma rapida variagao (Yu et al., 2020).

A elevada frequéncia de isolamento de E. coli em casos de mastite reforga a
necessidade de rigor nas medidas preventivas, com énfase na higiene pré e pos-
ordenha, adogdo de protocolos adequados de pré-dipping e pods-dipping,
manutencido da limpeza da cama e redugdo da umidade ambiental. Essas praticas
sdo determinantes para o controle de patégenos ambientais e para a melhoria da

qualidade microbiolégica do leite produzido (Salina et al., 2016).

2.2.3 Candida spp.
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Os fungos s&o microrganismos eucaridticos e heterotroficos, classificados
principalmente em filamentosos e leveduriformes. Seu potencial patogénico varia
conforme o hospedeiro e os tecidos afetados, sendo que espécies do género
Candida podem causar desde infecgcdes superficiais até quadros sistémicos
(Makabe; Santos; Pires, 2018).

No contexto da mastite bovina, o género Candida tem sido identificado tanto
em casos clinicos quanto subclinicos, frequentemente associado ao uso prolongado
ou repetitivo de antibidticos, o que favorece infecgdes intramamarias cronicas e de
dificil tratamento (Rifatbegovi¢ et al., 2024). Espécies como C. albicans, C. krusei, C.
tropicalis e C. parapsilosis tém sido isoladas em leite de vacas com mastite,
apresentando, em alguns casos, resisténcia antifungica e elevada capacidade de
formagado de biofilmes, fatores que contribuem para a persisténcia do patdégeno e

dificultam o controle da doenca (Asfour et al., 2022).

Estudos recentes também destacam a relevancia das espécies de Candida
nédo-albicans (NAC), que demonstram variabilidade nos perfis de suscetibilidade
antifangica e potencial de viruléncia associado a formacédo de biofilme. Nesse
contexto, a identificacdo laboratorial precisa, torna-se fundamental para o
diagndstico adequado e para o monitoramento dos fatores de viruléncia associados

a patogénese da mastite micoética (Asfour et al., 2022).
2.3 Prevengao da mastite: a importancia do pré dipping e pés dipping

Bons procedimentos de ordenha constituem uma das principais medidas de
prevengado da mastite bovina, incluindo a limpeza e higienizagao dos tetos antes da
ordenha e a desinfecgdo imediatamente apdés o procedimento. Essas praticas
contribuem de forma significativa para reduzir a transmissdo de agentes infecciosos

entre vacas infectadas e n&o infectadas (National Mastitis Council, 2016).

A prevencgao € descrita na literatura como a estratégia mais eficaz para o
controle das enfermidades no rebanho leiteiro, sendo a higienizagao preventiva e o
sistema de producédo fatores determinantes para a qualidade sanitaria e produtiva

dos animais (Amorim e Sant’Ana, 2021).

As praticas recomendadas incluem a avaliacdo dos primeiros jatos de leite

para a deteccdo de casos de mastite clinica e o descarte adequado. Deve-se
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garantir a higienizagdo dos tetos, com aplicagdo de antisséptico antes da ordenha
por, no minimo, 30 segundos, seguida de secagem com papel toalha descartavel e
limpo. Também ¢€ indispensavel a utilizacdo de luvas limpas pelo ordenhador,
visando reduzir a disseminagao de agentes patogénicos contagiosos (Souza et al.,
2016). Nesse contexto, programas preventivos incluem medidas higiénico-sanitarias
profilaticas, com destaque para os protocolos de pré e pds-imersao dos tetos, entre

outras praticas de manejo (Silva et al., 2023).

Conforme descrito por Cotta et al. (2020), o pré-dipping consiste na
desinfeccao dos tetos antes da ordenha com o objetivo de reduzir a carga bacteriana
superficial, prevenindo novas infec¢des intramamarias e diminuindo a contaminacgéao
inicial do leite. O procedimento envolve a imersdo completa dos tetos em solugao
desinfetante como iodo, acido latico, hipoclorito de sédio ou diéxido de cloro,
preferencialmente com produtos prontos para uso e aplicados com copo de imersao
sem retorno. A literatura técnica recomenda tempo minimo de contato e secagem

com papel toalha individual antes da ordenha.

O conjunto de teteiras deve ser acoplado em até no maximo 90 segundos
apods o inicio da preparagdo do ubere e, ao término da ordenha, é necessaria a

interrupgao do sistema de vacuo antes da retirada das teteiras (Souza et al., 2016).

O pés-dipping, realizado apés a ordenha, € descrito como uma das medidas
isoladas mais eficazes na prevengao de novos casos de mastite, pois reduz a
transferéncia de microrganismos entre animais e do ambiente para o ubere. Além do
efeito desinfetante, a pratica contribui para a manutengao da integridade da pele dos
tetos quando associada a agentes hidratantes na formulagao, reduzindo a ocorréncia

de rachaduras e lesdes cutaneas (Cotta et al., 2020).

Estudos recentes destacam ainda a importancia de compreender os niveis de
suscetibilidade dos patégenos mastiticos aos desinfetantes utilizados na imerséo
dos tetos, contribuindo para a vigilancia da resisténcia antimicrobiana e para a
definicdo de concentracbes adequadas de uso nas propriedades leiteiras

(Damasceno et al., 2025).

2.3.1 Desinfetantes comerciais
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Algumas das medidas de prevengdo da mastite citadas na literatura esta a
adogao de praticas de higiene durante a ordenha, incluindo a desinfec¢ao dos tetos
antes e ap6s a ordenha, essa estratégia é associada a reducao de novas infecgoes
intramamarias, especialmente aquelas que s&o causadas por patégenos contagiosos
(Ruegg, 2017).

Um levantamento conduzido em fazenda comerciais com vacas da racga
Holandesa (Holstein-Friesian ), observou-se que a clorexidina foi utilizada em 42,9%
dos protocolos de pré-dipping avaliados, enquanto o iodo foi o principio ativo mais
utilizado no pods dipping (53,8%) demonstrando a variagdo na escolha dos

desinfetantes conforme a etapa de ordenha (Ozsvari; Ivanyos, 2022).

A eficacia de desinfetantes iodados foi pesquisada em um estudo de campo,
no qual uma formulagdo com maior teor de iodo livre foi associada a reducao
significativa de novas infecgbes intramamarias quando comparada a uma formulagao

com menor disponibilidade deste principio ativo (Martins et al., 2017).

Em uma pesquisa conduzida em rebanhos leiteiros, diferentes ingredientes
ativos utilizados em desinfetantes para tetos foram analisados quanto ao seu efeito
sobre bactérias associadas a mastite presentes na pele do teto, sendo observada
uma reducdo significativa da carga bacteriana apds a aplicagdo dos produtos
testados (Fitzpatrick et al., 2021).

Liu et al. (2026) realizaram um estudo clinico randomizado comparando um
desinfetante a base de dioxido de cloro com um desinfetante a base de iodo
glicerinado em vacas leiteiras. Os autores observaram eficacia bactericida
significativa contra patdgenos associados a mastite, sem diferenga estatisticamente
significativa entre os tratamentos quanto a contagem de células somaticas ou a

integridade da pele dos tetos.

Além da avaliacdo da eficacia antimicrobiana, estudos experimentais
demonstraram que a exposicao de Klebsiella pneumoniae a concentragcbes
subinibitorias de clorexidina pode resultar em aumento da concentragéo inibitéria
minima (CIM) do microrganismo, bem como em altera¢cdes associadas a membrana

celular e resisténcia cruzada a colistina (Wand et al., 2017).
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2.4 Resisténcia a antimicrobianos (RAM)

Os antibidticos sdo essenciais para a preservagao da saude dos animais
destinados a producdo de alimentos; contudo, a crescente resisténcia antimicrobiana
configura uma ameacga significativa a eficacia desses tratamentos (Oliver et al.,
2020).

O aumento da resisténcia antimicrobiana tem resultado em infecgdes que néo
respondem adequadamente as terapias convencionais. Em humanos, essa
problematica esta associada ao uso de antimicrobianos em animais de producéo,
uma vez que bactérias resistentes podem ser transmitidas por meio do consumo de
carne, leite e seus derivados, além da exposicdo a residuos desses farmacos nos
alimentos (Oliver et al., 2020).

Diante desse cenario, observa-se crescente interesse por estratégias
complementares de prevencado, melhorias no manejo de ordenha e investigacdo de
alternativas terapéuticas, incluindo produtos de origem natural (Correa, 2018).
Mesmo com o desenvolvimento de abordagens alternativas e novos regimes
terapéuticos, a discussdo sobre o surgimento e disseminagdo da resisténcia

antimicrobiana permanece ativa na literatura cientifica (Xu et al., 2020).
2.5 Propolis vermelha e residuos da producgao

A prépolis € um produto apicola constituido por uma mistura complexa de
resinas vegetais coletadas por abelhas em diferentes espécies botanicas,
posteriormente modificadas por secre¢cdes salivares e cera durante o processamento
na colmeia. Estudos conduzidos nas areas médica e veterinaria tém investigado
suas propriedades biologicas, com destaque para a atividade antimicrobiana.
Resultados experimentais demonstram que a propolis pode exercer efeito
bacteriostatico e bactericida contra diferentes géneros de bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas (Pontes, 2019).

A prépolis vermelha apresenta origem boténica especifica e é descrita como
ocorrendo de forma caracteristica no estado de Alagoas. Esse tipo de propolis é

produzido por abelhas da espécie Apis mellifera, a partir de resinas de coloragao
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avermelhada obtidas principalmente da planta Dalbergia ecastaphyllum,

popularmente conhecida como rabo-de-bugio (Fontes, 2020).

As propriedades biologicas da propolis estao diretamente relacionadas a sua
composi¢cdo quimica, a qual pode variar de acordo com fatores geograficos,
botanicos e ambientais. Entre os principais determinantes dessa variacdo destacam-
se a origem da vegetagao visitada pelas abelhas, caracteristicas genéticas das
colbénias, condi¢cbes climaticas e periodo de coleta, fatores que influenciam a
padronizagdo e a qualidade da matéria-prima (Aniceto et al., 2020; Nascimento et
al., 2019).

O extrato de propolis & geralmente obtido por maceracéao, utilizando solventes
como etanol e agua para a producédo de extrato hidroalcodlico, ou exclusivamente
agua para extrato aquoso. Durante a obtengdo do extrato hidroalcodlico, forma-se
um subproduto solido denominado “borra”, frequentemente descartado no
processamento convencional. Entretanto, investigagcées recentes indicam que esse
residuo pode reter fracbes de compostos bioativos provenientes da matriz resinosa,

sugerindo potencial de aproveitamento biolégico e tecnoldgico (Santos, 2023).

Estudos experimentais demonstram que a propolis e seus constituintes
quimicos apresentam atividade antimicrobiana in vitro contra bactérias Gram-
negativas, como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae, bem como contra bactérias Gram-positivas, incluindo Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes
(Neves et al., 2016).

Embora a literatura apresente um numero crescente de pesquisas sobre a
atividade biologica da propolis vermelha, ainda s&o limitados os estudos que avaliam
especificamente o potencial biolégico da borra resultante do processo de extragéo
etandlica. Esse material corresponde a fragao residual sélida obtida apds a extragao
alcodlica da resina de propolis e representa uma fonte potencial de compostos ainda

pouco explorados (Aniceto et al., 2020).

2.6 Artemia salina
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A artemia salina € um microcrustaceo de ambientes salinos empregado
amplamente como organismo modelo em bioensaios toxicologicos preliminares.
Caracteristicas como facilidade de cultivo em condi¢des laboratoriais, elevada taxa
de eclosao a partir de cistos disponiveis comercialmente e desenvolvimento larval
rapido contribuem para sua aplicabilidade experimental (Banti et al., 2021; Santos et
al., 2023).

Os cistos de A. salina podem permanecer viaveis por longos periodos de
tempo e, quando incubados sob condicbes adequadas de aeracdo e salinidade,
originam nauplios sensiveis a diferentes classes de compostos quimicos. Em virtude
dessas caracteristicas, o ensaio de letalidade com A. salina é utilizado amplamente
como ferramenta de triagem preliminar para avaliar a toxicidade de substancias
naturais e sintéticas, tendo como principal parametro de avaliagdo toxicoldgica a

taxa de mortalidade dos nauplios expostos (Banti et al., 2021).

Além do usos em bioensaios toxicologicos, revisdes recentes destacam sua
utilizacdo como organismo modelo em diferentes areas da pesquisa cientifica,
incluindo estudos de interagbes hospedeiro-microrganismo, microbiologia, ecologia,

genética e testes de toxicidade ambiental (Tiong et al., 2024).

3 CONSIDERAGOES FINAIS
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A mastite € um problema relevante na bovinocultura de leite, associada a
queda da produgao, alteragbes na composicdo do leite e impactos econémicos
significativos. O controle da doenga envolve o uso de antimicrobianos e medidas
preventivas, como a desinfec¢cado dos tetos por meio de pré e pds dipping, contexto
no qual a resisténcia bacteriana constitui um desafio adicional ao manejo sanitario.
Em razao disso, as alternativas naturais tém ganhado visibilidade, principalmente a
prépolis vermelha e seu residuo, a borra de propolis, estes apresentam acao
desinfetante e contribuem para a redugdo da carga bacteriana. Portanto, colabora
de maneira sustentavel para a prevencgao e controle da mastite, além disso favorece

a saude dos animais e a segurancga alimentar.
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RESUMO

Objetivou-se avaliar, in vitro, a atividade desinfetante do extrato alcodlico da borra de
prépolis vermelha (EBPV) frente a microrganismos, bem como sua citotoxicidade.
Foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida spp.
para os ensaios. O potencial desinfetante do EBPV foi avaliado utilizando diferentes
concentragdes (10%, 5%, 2,5%, 1,25% e 0,625%), e tempos de contato (5, 10 e 30
minutos). O extrato apresentou agao bactericida e fungicida rapida e efetiva nas
concentracdes de 10% e 5%, com inibicdo total do crescimento em todos os tempos
analisados. A concentragao de 2,5% também foi eficaz, com inibigdo completa a
partir de 10 minutos de exposicdo. Concentracdes inferiores ndo demonstraram
atividade satisfatoria. O ensaio de citotoxicidade com Artemia salina revelou
toxicidade dependente da dose, sendo 2,5% considerada a melhor relagado entre
eficacia antimicrobiana e seguranga bioldgica. Os resultados demonstram que o
EBPV possui potencial promissor como agente desinfetante natural aplicado ao
manejo pré dipping e pds dipping, podendo contribuir para o controle da mastite
subclinica contagiosa e ambiental. Recomenda-se a continuidade dos estudos em
condicdes in vivo e a padronizacdo da composicdo quimica para viabilizar seu uso
industrial e comercial.

Palavras chave: Bovinocultura leiteira; controle microbiano; Staphylococcus aureus;
Escherichia coli; Candida spp.

ABSTRACT

The aim was to evaluate, in vitro, the disinfectant activity of the alcoholic extract of
red propolis residue (RPRE) against microorganisms, as well as its cytotoxicity.
Strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Candida spp. were used for
the assays. The disinfectant potential of RPRE was assessed using different
concentrations (10%, 5%, 2.5%, 1.25%, and 0.625%) and contact times (5, 10, and
30 minutes). The extract showed rapid and effective bactericidal and fungicidal action
at concentrations of 10% and 5%, with complete growth inhibition at all times
analyzed. The 2.5% concentration was also effective, with complete inhibition
observed from 10 minutes of exposure. Lower concentrations did not show
satisfactory activity. The cytotoxicity assay with Artemia salina revealed dose-
dependent toxicity, with 2.5% being considered the best balance between
antimicrobial efficacy and biological safety. The results demonstrate that RPRE has
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promising potential as a natural disinfectant agent applied in pre-dipping and post-
dipping management, potentially contributing to the control of contagious and
environmental subclinical mastitis. It is recommended to continue studies under in
vivo conditions and to standardize the chemical composition to enable industrial and
commercial use.

Keywords: Dairy cattle farming; microbial control; Staphylococcus aureus;
Escherichia coli; Candida spp.

INTRODUGAO

A mastite bovina € uma das enfermidades de maior impacto econémico e
sanitario na pecuaria leiteira, pois reduz a produgao e representa risco a saude
publica (Langoni, 2013; Coser et al.,, 2012). Embora os desinfetantes utilizados no
pré e pos-dipping contribuem no controle da doenga, o uso continuo de agentes
quimicos e o avango da resisténcia antimicrobiana reforcam a necessidade de
alternativas eficazes e ambientalmente sustentaveis (Xu et al., 2022; Damasceno et
al., 2025).

Nesse contexto, cresce o interesse por substancias naturais com
propriedades terapéuticas e menor impacto ambiental, como a propolis (Correa,
2018). Esse produto natural, formado por resinas vegetais coletadas por abelhas,
apresenta comprovada atividade bacteriostatica e bactericida contra diferentes
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Pontes, 2019). No Brasil, um dos
destaques é a propolis vermelha, encontrada em Alagoas e produzida por abelhas

Apis mellifera a partir da resina da planta Dalbergia ecastaphyllum (Fontes, 2020).

Durante a producédo do extrato hidroalcodlico, € gerada a borra de propolis,
um residuo geralmente descartado, mas que ainda contém compostos bioativos com
potencial farmacoldgico (Santos et al., 2023). A borra de prépolis apresenta atividade
antimicrobiana contra bactérias (Aniceto et al., 2020). Além disso, a propolis, produto
que origina a borra, é eficaz in vitro contra microrganismos Gram-negativos e Gram-
positivos associados a infecgdes, incluindo agentes relacionados a mastite bovina
(Neves et al., 2016).

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar, in vitro, o potencial
desinfetante do extrato alcodlico da borra de prépolis vermelha frente a E. coli, S.

aureus e Candida spp., microrganismos relevantes na mastite bovina e a
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citotoxicidade do extrato de borra da propolis vermelha (EBPV) frente a Artemia

salina.
MATERIAL E METODOS
Preparo dos indculos bacterianos para testes in vitro

As cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida spp. foram
utilizadas para este trabalho por serem patégenos frequentemente associados a
mastite bovina. A cepa de Staphylococcus aureus utilizada foi a ATCC 29213,
enquanto Escherichia coli e a Candida spp. eram cepas selvagens advindas de
amostras de leite mastitico, previamente processadas e armazenadas na
bacterioteca do laboratério. As cepas de foram cultivadas em agar BHI (Brain Heart
Infusion), os inéculos foram preparados em solugdo salina a 0,9% até alcangarem a
turbidez 0,5 da escala de McFarland, equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL.

Para confirmar a densidade bacteriana, foi realizada diluicdo seriada do
inéculo na proporgédo de 1:10 (10 1) até 1:10 até 10 |, seguida de inoculagao de
100 yL de cada diluigdo em agar BHI e incubacédo a 37 °C por 24 horas, com

posterior contagem das colénias para confirmag¢ao da concentragao bacteriana.
Controle com alcool de cereais

O tratamento controle com o alcool de cereais foi realizado apds a diluicao
para a obtencdo de uma solugdo com a concentracdo final de 84,40% (v/v) pela
adicao de 10% (v/v) de agua destilada esterilizada. A partir dessa solugao inicial,
foram preparadas 1 tubo com a solucdo estoque e quatro diluicbes diretas
adicionando 1 ml de agua destilada esterilizada para obtengdo das concentragdes
avaliadas. As diluigdes foram realizadas em tubos de ensaio estéreis e em duplicata

para garantir a reprodutibilidade.
Preparacao do extrato da borra de propolis vermelha (EBPV)

A borra de prépolis vermelha foi homogeneizada com alcool de cereais para
obtencdo de uma solugdo estoque a 10% (p/v). A solugédo estoque preparada foi
homogeneizada 3 vezes ao dia por 30 a 45 dias ao abrigo do sol e da luminosidade
em frasco ambar. A solugdo "estoque" do extrato da borra de propolis vermelha

(EBPV) foi filtrada com o auxilio de um funil de vidro e filtros esterilizados, apds a
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filtragem foram realizadas as diluigdes. As dilui¢des foram produzidas diretamente a

partir da solugcédo (EBPV), ndo sendo realizadas em série.

A sequéncia de diluigdes subsequentes foi realizada utilizando pipetas e tubos
de ensaio. Foram utilizados cinco tubos com a solugao EBPV, o primeiro tubo com
solugdo pura e os demais com a adicdo de 1 ml de agua destilada esterilizada
resultando em diferentes concentracbes. Todas as diluicbes foram realizadas em

duplicata para garantir a reprodutibilidade dos resultados.
Ensaio de atividade desinfetante

Apos o preparo das diluigdes, adicionou-se 500 pyL do in6culo padronizado
(0,5 de McFarland) aos tubos, e aliquotas de 100 pL foram coletadas nos tempos de
5, 10 e 30 minutos, inoculadas em agar BHI e incubadas a 37 °C por 24 horas para
avaliagdo da atividade desinfetante e os tempos necessarios para inibicdo do
crescimento, em ensaios realizados em duplicata, para garantir a reprodutibilidade

dos resultados. A metodologia foi baseada e adaptada de Moreira (2021).
Citotoxicidade com bioensaio de Artemia salina

A citotoxicidade do extrato alcodlico da borra de propolis vermelha (EBPV) foi
avaliada por meio do bioensaio com Artemia salina, conforme metodologias
adaptadas de Silva et al. (2012) e Meyer et al. (1982). Foram testadas as
concentracdes de 10%, 5% e 2,5%, foi adicionado no primeiro tubo 1 mL da solugao
estoque de EBPV ou controle de alcool de cereais e agua destilada esteéril,
resultando nas diluicbes. Ap6s a homogeneizagdo da mistura foi adicionado
aproximadamente 50 nauplios. A contagem de nauplios vivos foi realizada nos
tempos de 5, 10, 30 minutos e 24 horas, classificando-se como toxica a
concentragdo com mortalidade superior a 50%. Todos os ensaios foram realizados

em duplicata.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste controle com alcool de cereais demonstrou que, em elevadas
concentracbes, 0 solvente possui acado antimicrobiana significativa. Nas
concentragbes de 84,4% e 42,2% (50% da concentragdo original), observou-se

inibicao total do crescimento bacteriano nos tempos de 10 e 30 minutos para ambas
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as espécies testadas (E. coli e S. aureus). No teste com Candida spp. foi observado

inibicdo total somente na concentragao de 84,4%.

Entretanto, em concentragdes inferiores, verificou-se crescimento abundante
dos microrganismos, inviabilizando a contagem de colénias. Esse controle
experimental assegura que o efeito antimicrobiano observado nos demais ensaios
estd associado ao extrato da borra de propolis vermelha (EBPV), e ndo a agéo do

etanol residual presente na formulagao.

O EBPV mostrou acao antibacteriana relevante em relagcédo as duas bactérias
avaliadas, com destaque para as concentracdes de 10%, 5% e 2,5%. Para E. coli,
verificou-se inibigao total nos tempos de 5, 10 e 30 minutos nas concentracdes de
10% e 5%, indicando efeito bactericida rapido, conforme a tabela 1. Na concentragéo
de 2,5%, houve inibigao parcial aos 5 minutos, progredindo para inibigéao total a partir
de 10 minutos, sugerindo dependéncia do tempo de contato nessa faixa de
concentracdo. Esses resultados indicam um desempenho promissor para situacoes
de manejo no campo, onde E. coli é frequentemente associada as mastites

ambientais.

O padrao de resposta de S. aureus foi semelhante ao observado para E. coli,
as concentragdes de 10% e 5% promoveram inibicao total em todos os tempos
avaliados (5, 10 e 30 minutos), conforme a tabela 1. Ja na 2,5%, ocorreu inibicdo
parcial aos 5 minutos e total nos demais intervalos. Tais achados demonstram que,
mesmo em concentragdes mais baixas, o extrato apresenta eficacia quando ha
tempo minimo de exposicdo. Em contrapartida, concentragdes inferiores a 2%
(1,25% e 0,625%) nao apresentaram desempenho satisfatério, ndo sendo

recomendadas para formulagdes desinfetantes.

Tabela 1. Inibicdo do crescimento de E. coli e S. aureus nas placas apos o teste de

desinfetante.

Tempos  Solugdo estoque 10% 5% 2,5% 1,25% 0,625%
5 Total Total Parcial Sem inibicao Sem inibicao
10’ Total Total Total Sem inibicao Sem inibicdo
30 Total Total Total Sem inibicao Sem inibicdo

Fonte: Elaborado pelos autores (2026).
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Quanto a atividade antifungica, o EBPV apresentou relevancia em relagao a
Candida spp., com destaque para as concentra¢des 10%, 5% e 2,5%. Verificou-se
inibicao total nos tempos de 5, 10 e 30 minutos nas concentragdes de 10% e 5%,
indicando efeito fungicida rapido, conforme a tabela 2. Na concentragdo de 2,5%,
houve inibigdo parcial aos 5 minutos, progredindo para inibi¢gao total a partir de 10
minutos, sugerindo dependéncia do tempo de contato nessa faixa de concentragao.
Assim como o observado nas bactérias, as concentragdes inferiores a 2% (1,25% e
0,625%) nao apresentaram desempenho satisfatério, ndo sendo recomendadas para

formulagdes desinfetantes.

Tabela 2. Inibigdo do crescimento de Candida spp. nas placas apoés o teste de

desinfetante.

Tempos  Solugéo estoque 10% 5% 2,5% 1,25% 0,625%
5 Total Total Parcial Sem inibicao Sem inibicao
10’ Total Total Total Sem inibicdo Sem inibicao
30 Total Total Total Sem inibicao Sem inibicdo

Fonte: Elaborado pelos autores (2026).

Os resultados obtidos corroboram com o estudo de Klahr (2016), que relatou
forte acdo antimicrobiana do extrato etandlico de prépolis frente a diversas espécies
bacterianas, com maior sensibilidade para Gram-positivas, especialmente S. aureus.
A diferenca de sensibilidade entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas pode
ser atribuida a barreira conferida pela membrana externa das ultimas, dificultando a

penetragcdo de compostos bioativos.

A eficacia observada neste estudo também esta de acordo com os achados
de Aniceto et al. (2020), que reportaram acéo antibacteriana da borra de propolis
contra S. aureus, S. epidermidis, Enterococcus faecalis, E. coli e Shigella flexneri.
Esses autores ressaltaram que, mesmo a borra sendo um subproduto normalmente
descartado, ela retém compostos bioativos com potencial terapéutico, achado que

reforga a relevancia do presente estudo.

De forma semelhante, Neves et al. (2016) relataram que amostras tanto da
resina bruta em pé quanto do extrato etandlico bruto da prépolis vermelha de ambas

as localidades inibiram o crescimento de todas as 12 cepas de Candida testadas,
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com uma concentragao inibitéria minima de 256 pg/mL, evidenciando o amplo

espectro antifungico desse tipo de prépolis.

Loguercio et al. (2006) compararam a atividade antimicrobiana da proépolis e
de antimicrobianos rotineiramente utilizados, sendo alguns deles: Ampicilina,
Gentamicina, Oxacilina, Penicilina, Sulfazotrim e Tetraciclina. Dos 63 isolados
bacterianos avaliados, 90,5% apresentaram sensibilidade ao extrato, com destaque
para Staphylococcus coagulase-positivos (94,4%). Esses resultados corroboram os
dados apresentados no presente estudo, especialmente quanto a elevada eficacia
do EBPV frente a S. aureus, reforcando seu potencial como alternativa natural no

controle de patdégenos associados a mastite bovina.

Dessa forma, os dados obtidos demonstram que o EBPV possui potencial
desinfetante rapido, podendo ser considerado uma alternativa natural para reduzir a
carga microbiana em situagdes de risco sanitario na bovinocultura leiteira,

especialmente na prevencao de mastite ambiental.

A toxicidade do EBPV foi dependente da concentragcdo e do tempo de
contato. As concentracbes de 10% e 5% apresentaram alta toxicidade, com
mortalidade elevada em curtos periodos (5, 10 e 30 minutos), conforme a tabela 3.
Em contrapartida, a concentracdo de 2,5% apresentou melhor equilibrio entre
eficacia desinfetante e citotoxicidade, sendo a mais indicada para estudos in vivo. A
toxicidade observada, especialmente nas concentragdes mais altas, pode ser
atribuida ao alto teor de compostos fendlicos e flavonoides tipicos da propolis
vermelha, reconhecidos pela forte bioatividade celular. O comportamento é

semelhante ao relatado por estudos com extratos brutos de prépolis.

Tabela 3. Porcentagem de mortalidade da Artemia salina frente ao EBPV.

Tempos Solugao estoque 10% 5% 2,5%
5’ 100% 0% 0%
10° 100% 90% 50%
30’ 100% 100% 100%

24 horas 100% 100% 100%

Fonte: Elaborado pelos autores (2026).
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Apesar dos resultados promissores, estudos complementares sao
recomendados, incluindo avaliagdo in vivo, padronizagdo da composi¢gao quimica,
estabilidade em formulagdes comerciais, citotoxicidade e eficacia frente a cepas

multirresistentes, garantindo seguranga e aplicabilidade pratica.
CONCLUSAO

Os resultados deste estudo in vitro demonstram que a borra de propolis
vermelha apresenta atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Candida spp., com acgao rapida e dependente tanto da
concentragdo quanto do tempo de contato. As concentragbes de 10% e 5% foram
eficazes em todos os tempos avaliados, enquanto 2,5% apresentou acédo apés 10
minutos, indicando um limite minimo para garantir efeito desinfetante. Considerando
sua eficacia, disponibilidade e baixo custo, a borra de prépolis vermelha apresenta-
se como candidata promissora para o desenvolvimento de formulacbes

desinfetantes aplicaveis ao manejo animal na bovinocultura leiteira.
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