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RESUMO 

UTILIZAÇÃO DE EXTRATOS DA PRÓPOLIS VERDE EM SEMENTES DE 

MILHO PARA O CONTROLE DE Aspergillus sp. 

 

O milho (Zea mays L.) é um alimento crucial em muitas regiões, especialmente no 

Nordeste brasileiro. No entanto, doenças fúngicas, como as causadas pelo 

Aspergillus sp., podem danificar as sementes. Tornando, imprescindível o 

desenvolvimento de métodos eficazes para o controle de patógenos. O objetivo 

deste estudo foi avaliar o efeito de extrato de própolis verde bruta no controle de 

Aspergillus sp. e verificar a sua atuação no tratamento sanitário de sementes de 

milho (Zea mays L.). Foi realizada a preparação de extrato de própolis verde e 

feito a análise cromatográfica gasosa acoplada a espectroscopia de massa. 

Seguidamente, realizou-se testes in vitro, sendo utilizada quatro concentrações: 

(0,5%, 1%, 2% e 4%) controle positivo (meio de cultura Saburoud + Aspergillus 

sp) e o controle com Álcool a 10%, com cinco repetições. O delineamento 

experimental foi inteiramente casualizado, com lotes de 25 sementes para dois 

testes in vivo com seis tratamento (controle (água sanitária), as mesmas 

concentrações de extrato de própolis do teste in vitro mais 6%) o segundo 

tratamento as sementes foram imersas em uma diluição de esporos 1 x 106 de 

Aspergillus sp. por cinco minutos, secas e posteriormente tratadas. Foram 

avaliados incidência fúngicas, a germinação e o vigor de sementes. A análise de 

variância (ANOVA), e análise de regressão, foi realizada por meio do software 

SISVAR. Assim, a composição química da própolis, são principalmente da classe 

dos terpenos, ácidos carboxílicos e benzofuranos. No experimento in vitro, 

concentrações mais altas de extrato de própolis (2%, 4% e 6%) mostraram uma 

notável inibição do crescimento micelial do fungo e o extrato não afetou 

negativamente a qualidade fisiológica das sementes de milho. Por fim, o extrato 

de própolis verde mostrou ser uma alternativa promissora para proteger as 

sementes de milho da contaminação fúngicas, com potencial para melhorar a 

qualidade do armazenamento. 

 

Palavras-chave: Fitossanidade; produto natural; atividade antifúngica; Zea mays 

L.



 

 

 

ABSTRACT 

USE OF GREEN PROPOLIS EXTRACTS ON Zea mays L. SEEDS FOR 

Aspergillus sp.  

 

Corn (Zea mays L.) is a crucial food source in many regions, especially in the 

Brazilian Northeast. However, fungal diseases, such as those caused by 

Aspergillus sp., can damage the seeds. Therefore, the development of effective 

methods for pathogen control is essential. The objective of this study was to 

evaluate the effect of raw green propolis extract on the control of Aspergillus sp. 

and its role in the sanitary treatment of corn seeds (Zea mays L.). Green propolis 

extract was prepared, and gas chromatography coupled with mass spectroscopy 

analysis was performed. Subsequently, in vitro tests were conducted using four 

concentrations: (0.5%, 1%, 2%, and 4%) positive control (Sabouraud medium + 

Aspergillus sp.) and 10% Alcohol control, each with five repetitions. The 

experimental design was completely randomized, with batches of 25 seeds for two 

in vivo tests with six treatments (control (bleach solution), the same concentrations 

of propolis extract as the in vitro test plus 6%). In the second treatment, seeds 

were immersed in a spore dilution of 1 x 106 Aspergillus sp. for five minutes, dried, 

and subsequently treated. Fungal incidence, germination, and seed vigor were 

evaluated. Analysis of variance (ANOVA) and regression analysis were performed 

using the SISVAR software. The chemical composition of propolis mainly 

comprises terpenes, carboxylic acids, and benzofurans. In the in vitro experiment, 

higher concentrations of propolis extract (2%, 4%, and 6%) showed a significant 

inhibition of fungal mycelial growth, and the extract did not negatively affect the 

physiological quality of corn seeds. Finally, green propolis extract proved to be a 

promising alternative for protecting corn seeds from fungal contamination, with the 

potential to enhance storage quality. 

 

Keywords: Phytosanitary; natural product; antifungal activity; Zea mays L. 
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1. INTRODUÇÃO 

A agricultura é uma atividade primordial para a subsistência da sociedade, 

fornecendo alimentos e matérias-primas, tornando-se a base do desenvolvimento 

econômico no mundo.  No entanto, a produção agrícola enfrenta uma série de 

desafios, a exemplo da infestação por patógenos uma das principais ameaças à 

segurança alimentar global. De acordo com a Food and Agriculture Organization - 

FAO, estima-se que os prejuízos causados por doenças motivadas por 

microrganismos podem gerar aproximadamente 40% de perdas a produção 

agrícola, essa perda pode alcançar por volta de US$ 220 bilhões (FAO, 2021). 

Entre esses patógenos, os fungos do gênero Aspergillus são 

particularmente preocupantes devido à sua alta capacidade de infectar e danificar 

uma variedade de culturas, incluindo o milho (Zea mays L.).  Além disso, esse 

fitopatógeno transmite doença à semente durante o armazenamento, assim, além 

de alterar a qualidade fisiológica, também produz micotoxinas, que são produtos 

tóxicos gerado pelo metabolismo secundário do fungo (Rehman et al., 2021). 

Ter sementes de qualidade sanitária é um dos fatos que garantem sucesso 

da cultura (França-Neto et al., 2016). Ademais, a indústria global tem priorizado a 

qualidade da semente, tendo uma perspectiva de mercado para 2025 de 

aproximadamente 92,32 bilhões de dólares de investimento (Cardarelli et al., 

2022). 

 Entretanto, o controle desses fitopatógenos se dá normalmente por 

meio químico. No Brasil é comum o uso indiscriminado de agrotóxicos, que pode 

gerar diversos problemas, dentre eles o aumento de resistência fúngica, risco a 

saúde humana e animal como intoxicação e infertilidade, a não 

biodegradabilidade, ou seja, resíduos tóxicos que poluem o ambiente. Desse 

modo, agricultores e pesquisadores têm procurado de forma frequente opções 

mais eficazes e sustentáveis de proteger as culturas e combater patógenos como 

Aspergillus sp., reduzindo simultaneamente a utilização de produtos químicos 

sintéticos (Jiménez et al., 2019).   

Vale ressaltar, que o mercado de produtos naturais aplicado ao controle 

de doenças e pragas na agricultura, tem se destacado, estimando que o comércio 

mundial de controle biológico em sementes deverá chegar em torno de US$ 1,7 

bilhão em 2025, e de acordo com os autores, levando em consideração o 

tratamento de semente com substâncias naturais é previsto que o mercado 
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chegue a US$ 338 milhões (Cardarelli et al., 2022). Desta forma, realizar pesquisa 

voltada para estratégias sustentáveis inovadoras, visando a redução de impacto 

ambiental por meio de produtos naturais para o controle de fungos é uma 

atividade promissora (Marena et al., 2022). 

Nesse contexto, a utilização de extratos da própolis verde surge como 

uma alternativa, uma vez que os compostos bioativos presentes nessa substância 

demonstraram atividade antifúngica (Vica et al., 2023). Ainda de acordo com os 

autores a própolis verde, uma resina natural produzida por abelhas (Apis 

mellifera L.) a partir de brotos e exsudatos vegetais, misturado com suas 

secreções salivares enzimáticas, ceras e pólen. Além disso os autores destacam 

que esse composto é de fundamental importância para esses insetos que utilizam 

na colmeia para tapar fissuras e protegê-la de predadores, além disso, o extrato 

da própolis também possui atividade antimicrobiana dentre outros. 

Este produto sugere um potencial significativo para o controle de 

patógenos em sementes e, consequentemente, para a melhoria da produtividade 

e desenvolvimento da cultura do milho. Deste modo, focalizar no desenvolvimento 

de alternativas sustentáveis e eficazes para o controle destes microrganismos em 

sementes de milho. Assim, dispor de uma alternativa natural e disponibilizar 

informações científicas para futuras pesquisas e produtores. 

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de extrato da 

própolis verde no controle de Aspergillus sp. e verificar a sua atuação no 

tratamento sanitário de sementes de milho (Zea mays L.). 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 A cultura do milho 

O milho (Zea mays L.) pertence à família botânica das Poaceae, e o tribo 

Maydae gênero Zea, denominado popularmente de milho é uma espécie anual e 

o seu ciclo varia de 110 a 160 dias, comumente comercializado no mundo todo, 

essa cultura é caracterizada por possuir caule cilíndrico, ereto e fibroso, dividido 

em segmentos por gomos e, frequentemente, envolto por uma porção da folha 

conhecida como bainha (Kwiatkowski; Clemente, 2007). 

Atingem aproximadamente dois metros de altura, terminando em 

inflorescências masculinas denominadas de pendão, nessa estrutura encontram-



 

13 

 

se os grãos de pólen. As folhas aparecem em cada nó acima do solo, com média 

de 90 cm de comprimento e cerca de 7-9 cm de largura na coloração variando 

entre verde-escura a verde-clara, flexível com uma nervura central branca e lisa. 

O milho possui as espigas que são inflorescências femininas, que aparecem nas 

axilas, metade da altura da planta, dando início a fase reprodutiva (Zancanari, 

2019). Além disso, cada filamento que emerge da espiga é associado à produção 

de um grão após a fecundação (Figura 1) (Kwiatkowski; Clemente, 2007). 

 

Figura 1: Ilustração da morfologia de Zea mays L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Fonte: acervo pessoal, 2023. 

 

O milho pode chegar a ter cerca de 800 a 1000 sementes em espigas 

híbridas, onde ficam inseridas pelo pedicelo em um cilindro interno da espiga 

chamado de sabugo. Essa estrutura que fica as sementes de milho é formada por 

um núcleo de células, denominada de medulas, com o intuito de armazenar 

nutrientes para o desenvolvimento da semente (García; Serna, 2019).  

Esta cultura apresenta metabolismo C4, ou seja, são vegetais que possui 

uma estratégia eficiente de regular a fixação de CO2 (dióxido de carbono) e usá-

lo no seu processo fotossintético, o que torna essa planta bem adaptadas às 

condições de climas mais quente com maior incidência de radiação solar 

(Westendorff, 2022). 
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Botanicamente, as sementes de milho são classificadas como uma 

cariopse, ou seja, o tegumento se encontra fundido à semente, e são 

caracterizados por ser composto por três órgãos principais: embrião, endosperma 

e tegumento (Figura 2). Nesse tipo de fruto, a parede do ovário maduro não se 

separa naturalmente da semente, característica que ocorre em todos os cereais. 

Durante o processo de formação da semente, elementos condutores no pedicelo 

transportam produtos da fotossíntese para o seu desenvolvimento (García; Serna, 

2019).  

 

Figura 2: Ilustração da estrutura da semente de Zea mays L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Fonte: acervo pessoal, 2023. 

 

O tegumento, desenvolve-se a partir das paredes do ovário constitui cerca 

de 7% do peso da semente, sendo formado de células ricas em fitoquímicos, que 

ficam na parte mais externa da semente e sua principal função é protegê-la de 

estresses abióticos e bióticos (García; Serna, 2019) 

O embrião é o primeiro tecido que constitui a semente a partir da qual uma 

nova planta irá se desenvolver. Os principais constituintes do embrião de uma 

semente de milho são: eixo embrionário que é composto por plúmula, hipocótilo e 

radícula, que se tornará o caule, as folhas e as raízes da planta; cotilédones são 

as protófilo essenciais, que servem para armazenar nutrientes vitais para manter 
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o embrião, para assim a plântula se desenvolver e manter o crescimento inicial 

após germinar. Além disso, as substâncias de armazenamento da semente 

garantem que ocorra os processos metabólicos (Sáenz; Cassab, 2021). 

Já o endosperma nada mais é que um tecido de reserva nutricional que 

tem o objetivo de fornecer energia para o embrião da planta durante a 

germinação, sendo este formado durante o desenvolvimento da semente e 

constituindo com as principais substâncias de reserva são lipídios, proteínas, 

carboidratos como o amido (Oliveira et al., 2022). 

Dessa forma, o milho se desenvolve em basicamente dois estádios, sendo 

o vegetativo (V) e o reprodutivo (R), assim, a fase vegetativa é dividida em 

aproximadamente sete estádio e a fase reprodutiva em seis (Pinheiro, 2021). 

Inicia-se com a emergência da semente (VE) quando submetidas a condições 

adequadas de umidade e temperatura iniciando o processo germinativo que 

ocorra entre seis a dez dias posteriormente a semeadura, na qual começa-se a 

desenvolver estruturas contida no eixo embrionário iniciando o crescimento do 

vegetal (Magalhaes, 2020). 

Na fase (V1) tem-se o desenvolvimento de uma folha completa, (V2) o 

desenvolvimento de duas folhas completas, (V3) o desenvolvimento de três folhas 

completas (V4) o desenvolvimento de quatro folhas completas, este processo vai 

do desenvolvimento (Vn) que é o número final de folha desenvolvidas até o 

pendoamento (VT) onde incide o aparecimento do pendão (Oliveira, 2022). 

Em seguida, inicia-se a fase reprodutiva, sendo (R1) a fase em que 

aparecem as flores, polinização e posterior fecundação, (R2) os açúcares são 

depositados no endosperma, formando sementes brancas leitosas, (R3) as 

sementes começam a ficar mais pastosas, (R4) é caracterizada pela parte 

superior formar uma superfície côncava, (R5) vai se transformar em sementes 

mais resistentes, e o estágio final é (R6), a semente atinge a maturidade 

fisiológica (Oliveira, 2022). 

 

2.2 Importância Econômica, social e cultural 

 Os cereais são alimentos essenciais tanto para alimentação humana, 

animal, como para o desenvolvimento de matéria-prima para uma grande 

quantidade de produtos industriais e biocombustíveis, como alternativa à 

produção de etanol. Estima-se que a produção de etanol no Brasil chegue a 4 
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bilhões de litros, sendo produzido unicamente nos estados de Mato Grosso, Mato 

Grosso do Sul, Goiás e Paraná (CONAB, 2023).  

 Globalmente, as três maiores culturas de cereais são milho, arroz e 

trigo,sendo, o milho o cereal mais importante em termos de produção, 

ultrapassando o arroz e o trigo e a segunda cultura de maior importância no país, 

ficando atrás apenas da cultura da soja (SENAR, 2016).  O milho se destaca, 

pois, se adapta bem a distintos ambientes, possui um alto rendimento por meio do 

desenvolvimento de genótipos geneticamente modificados e tecnologia 

empregada no setor (García; Serna, 2019).  

 As três maiores potências mundiais na produção de milho, são EUA-

Estados Unidos da América, China e Brasil. De acordo com os dados da 

Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB (2023) a produção brasileira 

está estimada em aproximadamente 125 milhões de toneladas, com um 

crescimento acentuado, cerca de 11% em comparação a safra de 2021/2022. No 

Brasil, as regiões que mais produzem milho, são: Centro-Oeste com cerca de 69 

mil toneladas, seguida do Sul com 26 mil toneladas, Sudeste com 12 mil 

toneladas, Nordeste com 11 mil toneladas e Norte com 5 mil toneladas (CONAB, 

2023).  

 No Nordeste brasileiro o milho é o grão de maior destaque por ser o 

mais produzido (Marengo et al., 2022), os estados que mais se destacam na 

produção são:  Bahia com 3,9 mil toneladas, Maranhão com 3 mil toneladas, Piauí 

com 2,6 mil toneladas (CONAB, 2023). Vale destacar que além da importância 

econômica, ressalta-se aspecto social e cultural do milho, visto que a maioria dos 

produtores não possui tecnologia avançada, área extensas e vive dessa 

produção, assim, mais que a metade dos produtores de milho o consome na 

própria propriedade (Cruz et al., 2011).   

 Ademais esta cultura é uma fonte de energia para muitas pessoas que 

vivem em regiões do Nordeste, consumo per capita de derivados de milho 

é muito maior do que em outras regiões do país, no semiárido por exemplo esse 

vegetal vem sendo um ingrediente muito importante na culinária por exemplo o 

cuscuz (Fagundes et al., 2020). 
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2.3 Qualidade fisiológica da semente de Zea mays L. 

 Para se obter uma boa produtividade para uma determinada cultura é 

essencial a utilização de sementes de boa qualidade, na qual, por meio desta, 

permite que o produtor obtenha uma planta geneticamente superior com boa 

adaptabilidade a diferentes regiões e melhores resultados de produção (França- 

Neto et al., 2016). Além disso, obtém-se um resultado primário melhor, pois, o 

cultivo se estabelece de forma saudável, tem-se menos gastos e maior eficiência 

com o uso de produtos fitossanitários e fertilizantes (Nunes, 2011). 

 Diante da tamanha importância do milho para o país, e tendo em vista 

que a produção do milho se dá prioritariamente por meio da utilização da 

semente, é necessário que o agricultor tenha disponível sementes 

fisiologicamente saudáveis para o estabelecimento da cultura, desta forma é 

fundamental a avaliação desta qualidade (Monteiro, et al., 2020) 

  A qualidade da semente está intrinsicamente relacionada com 

características genéticas, físicas, fisiológicas e sanitárias (Marcos-Filho, 2015). De 

acordo com a Regras para Análise de Sementes – RAS, o método de avaliar a 

qualidade fisiológica de uma semente e alcançar um potencial produtivo máximo é 

por meio do teste de germinação e da primeira contagem para o vigor. Ainda de 

acordo com a RAS, a germinação é definida como a capacidade da semente de 

originar uma plântula normal sob circunstâncias favoráveis, controladas e ideais 

em laboratório, permitindo que a semente desponte o seu potencial máximo de 

germinação (Brasil, 2009). 

 Já o teste de vigor está relacionado com o somatório de várias 

características como: o potencial germinativo, emergir e gerar plântulas normais 

de forma rápida, em condições ambientais adversas (Marcos-Filho, 2015).  Teste 

como os mencionados podem ser considerados diretos, que são os que simulam 

as variações que ocorrem no campo, como por exemplo, as condições ambientais 

e os indiretos aqueles que tem o objetivo de fazer uma avaliação a respeito de 

aspectos físico, biológico e fisiológico de sementes (Sena; Alves; Medeiros, 

2015). 
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2.4  Vulnerabilidade do milho a doenças fúngicas 

 A capacidade fisiológica das sementes em resultar em uma plântula 

saudável, também está relacionado com sua qualidade sanitária, quando a 

semente se encontra infestada por algum fitopatógeno ou pragas, que podem 

causar injurias, resultando na não germinação pela deterioração ou em plântulas 

anormais (Dias et al., 2021).  

 No que se refere à semente de milho, os fitopatógeno normalmente 

localizam-se na sua camada externa, que possuem celulose, hemicelulose e 

lignina (Scaglioni; Furlong, 2020).  Os autores supracitados, ainda ressaltam que 

o principal agente fitopatogênico que causa prejuízo às sementes, incluindo o 

milho são os fungos, que se estabelecem em busca de nutrientes, assim ao 

utilizar enzimas exocelulares causam injúrias, que diminui a qualidade fisiológica 

da semente. Além disso, esses organismos se encontram e adaptam a diversas 

condições biótica e abióticas.  

 Na agricultura os fungos podem causar muitos problemas. 

Mundialmente são responsáveis por aproximadamente 80% das perdas na 

produção de diferentes culturas (Ketzer et al., 2020). Se um grão de milho sofrer 

danos, seu valor comercial diminui. Se mais de 6% das sementes estiverem 

danificadas, elas não são consideradas saudáveis ou de boa qualidade. Nesse 

caso, o lote inteiro é descartado, o que significa que o produtor perde dinheiro, 

tempo e espaço (Prestes et al., 2019). 

 É valido ressaltar que o milho está sujeito ao ataque de fungos em toda 

fase do seu desenvolvimento e na pós-colheita/armazenamento das sementes. 

Assim, destaca-se como principais agentes fúngicas que afetam diretamente as 

propriedades fisiológicas da semente de milho são dos gêneros: Fusarium, 

Penicillium e Aspergillus (Scaglioni, 2020). E as espécies que estão 

principalmente envolvidas em causar podridões e problemas de pós colheita na 

semente são: Aspergillus flavus, Fusarium verticillioides, Fusarium subglutinans, 

Fusarium. proliferatum, Stenocarpella maydis e Stenocarpella macrospora 

(Prestes et al., 2019).  

 O gênero Aspergillus faz parte da família Trichocomaceae, ordem 

Eurotiales, subclasse Eurotiomycetidae, classe Eurotiomycetes, filo Ascomycota, 

reproduzem assexuadamente, por meio de filamentos responsável pela produção 
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e esporos, que são células pequenas que podem ser dispersas no ambiente 

quando encontra condições favoráveis para a sua germinação (Silva et al., 2015).  

 Dessa forma, o Aspergillus possui conidióforo que são estrutura que se 

projeta para fora do corpo do fungo e produzem os esporos, simples, não 

possuem separação entre as células, denominado de aseptado e termina em uma 

vesícula, estrutura responsável principalmente no armazenamento e transporte 

dentro da célula fúngicas (Silva et al., 2015). Os microrganismos pertencentes a 

este grupo podem adaptar-se e crescer em ambientes com altas temperaturas e 

baixa disponibilidade hídrica, tornando-o bem adaptados ao crescimento em 

sementes no armazenamento (Munkvold et al., 2019). 

 Além disso, este gênero possui cerca de 260 espécies identificadas, e 

suas colônias são caracterizadas por apresentarem, diferente coloração, podendo 

ser encontradas nas cores:  verde, amarelo, cinza, marrom, preto e branco. Esse 

fungo é de grande importância econômica, pois, este grupo são responsáveis por 

causar diversos problemas em culturas agrícolas, em especial Aspergillus flavus e 

Aspergillus niger (Monteiro, 2012). Entretanto, os problemas causados por estes 

microrganismos, também estão relacionados com a produção de metabólicos 

tóxicos (Scaglioni, 2020). 

 Essas substâncias tóxicas são denominadas de micotoxinas, são 

resultado do metabolismo secundário de algumas espécies fúngicas, aos fungos 

que causam prejuízos na semente de milho tem-se Aspergillus spp. que 

produzem a aflatoxinas e ocratoxinas (Embrapa, 2006). 

  Os prejuízos causados por essas substâncias incluem, perda no 

rendimento da produção, redução do valor da colheita do milho, perdas na 

produtividade animal devido a problemas na saúde, além de problemas à saúde 

humana (Munkvold et al., 2019). 

  É importante destacar que os sintomas de deterioração de grãos, 

frequentemente são ocasionados devido a infestação por A. flavus. Os esposos 

de A. flavus denominado de conídios conseguem adentrar o grão de milho através 

do pedicelo ou de uma ferida existente e começam sua germinação internamente. 

Após um período de 3 a 7 dias, as hifas deste fungo iniciam seu desenvolvimento 

no interior do grão, e o fungo subsequente produz conidióforos que sustentam e 

formam os esporos, liberando conídios que contaminam outros grãos de milho 

(Ventura et al., 2022).  
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 Os autores ainda citam que este fungo se desenvolve de forma ideal 

dentro da faixa de temperatura que varia entre 10 e 55 °C e a produção de 

aflatoxinas se inicia quando o fungo dá início a formação da estrutura denominada 

de conidióforos, mas também pode ocorrer em resposta a estresses diversos, 

como competição com outros organismos, carência de nutrientes e água, ou 

mesmo a presença de fungicidas químicos. Além disso, seu crescimento é 

consideravelmente rápido, e as colônias exibem uma textura característica, que 

pode ser descrita como felpuda ou pulverulenta (Barwant; Lavhate, 2020).   

 

2.5 O uso de produtos naturais  

 Historicamente, o método comumente utilizado para combater os 

fitopatógeno é o químico, assim o combate deste microrganismo é por meio de 

fungicidas sintéticos (Jiménez et al., 2019). Estes antifúngicos na sua maioria 

fazem parte do grupo azólico, sendo os principais representantes, popularmente 

utilizado na agricultura e registado para essa finalidade, os triazóis e imidazóis, 

ambos apresentam capacidade de eliminar uma ampla variedade de espécies 

fúngicas, o primeiro por meio da inibição da biossíntese de esteróis na membrana 

plasmática do fungo, e o segundo por meio da inibição da divisão celular (korres 

et al., 2011). 

 Dessa forma, é evidente que se tem produtos químicos que controlam 

doenças fúngicas e por consequência aumenta a produtividade. Entretanto vale 

ressaltar que a utilização imprópria e sem controle destes produtos pode gerar 

problemas para a saúde humana, na agricultura, e ao ambiente (Rodrigues; 

Limeira, 2023). Além disso, estudos apontam que a utilização de fungicida para o 

tratamento sanitário de sementes submetidas a armazenagem, como milho e 

soja, afeta negativamente a germinação e o vigor (Alves, 2022). 

 Ademais, estes compostos denotam como desvantagem, a presença de 

resíduos tóxicos após o uso, o desenvolvimento de resistência fúngica, risco a 

saúde, como intoxicação e infertilidade vinculado ao manuseio desses produtos, a 

não biodegradabilidade, ou seja, persistência no ambiente por um longo período o 

que gera impactos ambientais e o custo relacionado ao uso destes produtos 

(Jiménez et al., 2019). Vale destacar, que no período de 2016/2017 abrangendo 

primeira e segunda safra, para a cultura do milho o custo com a compra de 

fungicida foi de R$ 1,28 bilhão (Barros et al., 2019). 
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 Diante do que foi exposto, têm-se aumentado a procura por métodos 

alternativos para o controle de fitopatógeno, principalmente por proporcionarem 

menos impacto ao ambiente e não provocam a maioria dos desafios enfrentados 

com os agrotóxicos (Dias et al., 2021).  

 Dessa forma, com o objetivo de controlar o crescimento fúngico e 

prevenir a formação de micotoxinas é possível utilizar ácidos orgânicos, óleos 

essenciais, derivados de origem animal (quitosana e própolis), ervas dentre outros 

(Badiale et al., 2020). Assim, pesquisas com o uso de fontes naturais sozinhas ou 

com outras substâncias, vêm sendo uma nova possibilidade para os produtores 

não se limite ao uso do agrotóxico (Nogueira, 2020). 

 O uso de extratos ou óleo essencial obtidos de florestas nativas 

brasileiras, tem demonstrado sua potencialidade no controle fitossanitário, isso 

inclui a utilização de extrato de própolis (Vica et al., 2023). Nesse sentido, 

pesquisa já demonstraram o potencial do extrato de própolis no controle de 

ferrugem na cultura do café, como preventivo no pepino para evitar contaminação 

com Oídio e como controle natural de podridão da coroa da banana 

(Colletotrichum musae) (SILVA-CASTRO et al, 2018; PIVA, 2013; Dudoit et al., 

2020).  

 O extrato também foi utilizado para teste in vitro em tomate e figo 

proporcionaram o controle de A. flavus e a redução de aflatoxinas (Segura et al., 

2021; Aparicio et al., 2021), além de utilização como inibidor da esporulação e 

germinação de ferrugem, mancha foliar e antracnose na cultura de videira (Marini 

et al., 2012). Bem como, sua atuação no controle da antracnose da cultura do 

feijão (Colletotrichum lindemuthianum) (Pereira; Maia; Paula, 2014). 

 A própolis é caracterizada por ser um produto resinoso natural, 

produzido pelas abelhas (Apis mellifera L.), que coletam resina de diferentes 

vegetais e mistura com suas secreções salivares enzimáticas, ceras e pólen 

formando a própolis, que é basicamente utilizado para tapar fissuras na colmeia, 

controlar temperatura, impedir a entrada de outros animais, mumificar pequenos 

animais, insetos, dentre outros (Marcucci et al., 2021).  

 Esse composto possui várias propriedades, incluindo atividade 

antimicrobiana, que afetam insetos e microrganismos que causam problemas às 

abelhas. Quando a colmeia é revestida com esse complexo, ele funciona como 

uma defesa natural, o que explica a origem do nome "própolis" - definido como a 
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"defesa da colmeia" (Marcucci et al., 2021). Apesar de ser um produto 

primeiramente de origem vegetal, devido à forte participação das abelhas na sua 

elaboração, segundo o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA), a própolis é considerada um produto de origem animal (BRASIL, 2001).  

 O sucesso da própolis está relacionado com os compostos que o  

constitui, sendo identificado e classificado aproximadamente 500 compostos, na 

qual , cerca de 70% é composto por resina e bálsamo, por volta de 30% consiste 

em cera, na composição da própolis verde tem-se adicionalmente cerca de 10% 

de óleo essenciais, além disso, ela possui em torno de 10% de pólen e 5% de 

outros elementos, como açúcares , minerais e vitaminas, alguns dos composto 

que se destaca são ácido cinâmico, flavonoides, ácidos fenólicos e seus ésteres, 

isso torna a própolis um produto de grande interesse (Vica et al., 2023) 

Evidencia-se que a ocorrência deste composto químico está 

intrinsecamente relacionada às variações do tipo, origem geográfica, fonte vegetal 

e época do ano Costa et al., 2018). Assim, salienta-se que a própolis verde 

brasileira é caracterizada por possuir uma coloração verde, devido as abelhas 

procurarem resina na cultura Baccharis dracunculifolia, denominada popularmente 

como “alecrim-do-campo”, tornando está a principal responsável por sua cor, e 

pela fonte dos ácidos fenólicos, ácidos fenólicos prenilados e flavonoides (Costa 

et al., 2018; Oliveira et al., 2014; Basto et al., 2015). 

 De acordo com o Serviço Brasileiro de Apoio às Micro e Pequenas 

Empresas-SEBRAE (2014), o Brasil ocupava o terceiro lugar relacionado a 

produção de própolis, evidenciando o Japão como principal comprador deste 

produto, representando aproximadamente 90% da própolis in natura consumida 

neste país. Salienta-se que o estado de Minas Gerais é o que detém a maior 

produção, sendo o responsável pela maior parte da fabricação de própolis verde, 

além disso os mais diferentes tipos de própolis são produzidos no Brasil (Vidal, 

2021). 

 Já no Nordeste brasileiro o mercado de própolis está despontando e 

intensificado, destacando o extrato que é originado da árvore popularmente 

conhecida como jurema-preta, este produto está sendo potencialmente 

empregada para a fabricação de medicamentos, por possuir composto com 

atividade antioxidante e microbiana (Cunha, 2018).  De acordo com o Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística -IBGE (2017) na região do Nordeste 
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encontra-se por volta de 24 mil estabelecimentos que realizam atividades com a 

apicultura e cerca de 700 mil colmeias registradas e dentre os estados os que 

mais se destacam são Bahia, Ceará e Piauí (IBGE, 2017). 

 

3 METODOLOGIA 

 

3.1 Local de elaboração do experimento 

O estudo foi conduzido no Núcleo de Estudo dos Insetos (INSECTA) no 

Laboratório de Microbiologia Agrícola e no Laboratório de Sementes, localizados 

no campus de Cruz das Almas da Universidade Federal do Recôncavo da Bahia 

(UFRB). O estudo foi dividido em três etapas: i) a preparação do extrato de 

própolis ii) o experimento in vitro, e iii) o experimento in vivo. 

 

3.2 Extrato de própolis  

Para preparar o extrato de própolis, incialmente foi adquirida a própolis verde 

bruta de Minas Gerais. Primeiramente, foi feita a trituração da própolis bruta e 

adicionamos 1g do material triturado em tubos de centrifugação. Em seguida, 

realizou-se a diluição misturando a essa quantidade com 12,5 mL de álcool 

diluído em água a 70%, após esse material foi agitado no vortex.  Após a mistura 

descansar por 24 horas e, depois desse período, o material foi colocado em um 

banho ultrassônico por 60 minutos, seguido de uma centrifugação de 5 minutos. 

Depois, deixamos o material descansar por mais 1 hora. Em seguida, foi feito a 

filtragem da solução e a transferência para placas de Petri. Após mais 24 horas 

de repouso numa capela de exaustão, colocamos o material num dessecador até 

que estivesse completamente seco (ver Figura 3). (SANTOS; CARVALHO, 2021). 

Figura 3: Ilustração das etapas de preparação do extrato de própolis. 

 

 

 

Fonte: Acervo pessoal, 2023. 
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3.3 Avaliação do extrato da própolis bruta 

Foi realizado uma análise cromatográfica, na qual consiste em uma 

ferramenta importante na caracterização da composição química, uma vez que 

esse produto natural pode conter uma ampla variedade de compostos e varia 

dependendo da região geográfica, das fontes de coleta das abelhas e das 

condições climáticas. Assim, o extrato de própolis foi submetido à análise por 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (marca 

SHIMADZU®, modelo GCMS QP 2010). Os compostos foram identificados por 

meio de bibliotecas de espectro-padrão de compostos orgânicos, como NIST107 

e Wiley 229. 

 

3.4 Amostra de fungo isolada  

O isolado do fungo Aspergillus sp. foi obtido do Laboratório de Análise de 

Sementes da UFRB, devido suas características (coloração da colônia, esporos, 

comportamento) estima-se ser o Aspergillus flavus, entretanto até o presente 

momento o fungo está em processo de identificação molecular) após o isolamento 

em sementes de milho (Figura 4). O fungo foi replicado para placas de Petri com 

meio de cultura Batata Dextrose Ágar e incubado na temperatura de 23±2° C.  

 

Figura 4: Ilustração do Aspergillus sp. coletado da semente de milho. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Acervo pessoal, 2023. 

 

3.5 Experimento In vitro 

O meio de cultura utilizado foi o Ágar Saburoud acrescido da própolis nas 

concentrações definidas, para avaliação do crescimento micelial do Aspergillus 

sp.  O tratamento controle positivo foi constituído pelo meio de cultura sem a 

própolis e o crescimento micelial do Aspergillus sp. foi medido com uma régua 

diariamente, até a colônia do tratamento controle atingir as bordas da placa de 



 

25 

 

Petri. Para determinar as concentrações que seria utilizado, foram feitos testes 

preliminares utilizando a mesma metodologia, com as concentrações de 0,2%, 

0,5%, 1%, 1,5%, 2% e 4% de extrato de própolis verde, determinou-se as quatro 

concentrações (0,5%, 1%, 2% e 4%) para o extrato, e o teste com o álcool 10%. 

O meio de cultura Ágar Saburoud contendo os extratos nas diferentes 

concentrações foi vertido em placas de Petri e após o meio solidificar, no centro 

de cada placa foram transferidos, com uma micropipeta, 20 µL da suspensão de 

ágar água com esporos de Aspergillus sp., na concentração de 106 esporos mL1. 

Para facilitar a medição do crescimento micelial utilizou-se a preparação de 

Ágar semissólido, pois, os esporos que estavam nessa solução não se 

espalharam pela placa, resultando em uma única colônia. Além disso, utilizando 

este método todos tratamentos e repetições receberam a mesma quantidade de 

esporos no centro da placa de Petri. 

  Para a preparação de Ágar semissólido, em 250 mL de água deionizada 

foram adicionados 0,38 g de ágar, e essa solução foi aquecida para dissolver o 

ágar e em seguida transferida para tubos de centrifuga com tampa de rosca para 

esterilização em autoclave a 120ºc por 20 min. Para preparo da suspensão de 

esporos em aguar-água semissólido, em microtubo de centrifuga (do tipo 

Eppendorf) esterilizado foram colocados 13 mL do ágar-água semissólido e, com 

uma alça de platina esterilizada por flambagem, foi feito a raspagem de uma parte 

da colônia do Aspergillus sp. e os esporos aderidos a alça de platina foram 

transferidos para o tubo com o ágar água semissólido e o tubo homogeneizado no 

agitador tipo vórtex.  

Para a contagem dos esporos, 0,1 mL dessa suspensão de esporos foi 

transferido para um tubo contendo 0,9 mL de solução salina (0,94% NaCl) 

esterilizada, sendo essa suspensão diluída e homogeneizada em agitador tipo 

vórtex e uma alíquota foi transferida para uma câmara de Neubauer para a 

contagem de esporos em microscópio de Luz com aumento de 400 x. A equação 

para a quantificação dos esporos levou em consideração a diluição 10-1.  

O número de esporos por mL da solução de ágar água semissólido foi 

determinada com a seguinte equação: Q= x̅ *2,5*105*D, (em que Q é a 

quantidade de esporos, x̅ é a média da contagem dos cinco quadrantes e D o 

valor da diluição). Para determinar a quantidade de esporos no eppendorf 

contendo Ágar semissólido e os esporos de Aspergillus sp. foi utilizado a formula 
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para a diluição volumétrica (C1 x V1 = C2 x V2, em que: C1 = a quantidade de 

esporos da diluição, V1 = volume da diluição, C2 = a quantidade de esporos Ágar 

semissólido contendo o Aspergillus sp. da V2 =volume do eppendorf contendo 

Ágar semissólido contendo o Aspergillus sp.).  

 

3.6 Avaliação in vitro 

As medições do diâmetro das colônias foram realizadas diariamente por 

um período de dez dias, com régua em dois sentidos, de forma ortogonal. Dessa 

forma, o índice de velocidade crescimento micelial (IVCM) foi dimensionado pela 

fórmula: IVCM= ∑ (D-Da) / N. Em que: IVCM= índice de velocidade de 

crescimento micelial; ∑= somatório; D= diâmetro médio atual; Da= diâmetro médio 

do dia anterior e N= número de dias após a deposição do micélio, e a 

porcentagem de inibição de crescimento micelial (PIC) representado pela fórmula 

PIC: Crescimento da testemunha – Crescimento do tratamento*100 ÷ 

Crescimento da testemunha. 

 

3.7 Experimento In vivo 

As sementes utilizadas neste experimento foram adquiridas na feira livre 

por intermédio de agricultores no município de Cruz das Almas, Bahia. 

Primeiramente, foi separada 20 sementes em placas de petri contendo meio de 

cultura Ágar Saburoud, para confirmar se as sementes estavam contaminadas 

com o patógeno Aspergillus sp.  

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo realizado 

dois experimentos. O primeiro experimento consistiu em seis tratamento o 

controle positivo (água destilada), as concentrações dos extratos de própolis, 1%, 

2%, 4 %, 6% e álcool a 10% e cinco repetições de lotes de 25 sementes. No 

segundo experimento foram utilizados os mesmos tratamentos e a quantidade de 

repetições foram iguais, entretanto as sementes foram emergidas em uma 

diluição de 1 x 10-6 de esporos de Aspergillus sp. por 5 minutos, em seguida 

foram alocadas em uma bandeja por 1 hora para secagem. Buscando analisar o 

comportamento do extrato de própolis em sementes de milho contaminadas com 

Aspergillus sp.,  

Em ambos os testes, realizou-se as recomendações das Regras para 

Análise de Sementes – RAS, onde as sementes foram primeiramente 
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higienizadas com hipoclorito de sódio (2%), por 2 minutos, em seguida com as 

dosagens de própolis, as mesmas, foram homogeneizadas por 5 minutos em 

extratos de própolis nas respectivas concentrações, posteriormente retirado o 

excesso da solução com papel toalha e em seguida colocadas em placa de 

gerbox contendo uma folha germitest, umedecidos com água destilada (BRASIL, 

2009).  Foram incubadas em BOD com a temperatura de 26 ± 1 ºC por um 

período de sete dias. Assim, foram avaliados a incidência de Aspergillus sp. nas 

sementes tratadas, germinação (G%) plântulas normais (PN%), anormais (PA) e 

sementes não germinadas (S). Além disso, foi avaliado os fungos que estavam 

presentes na semente de milho, antes e depois dos tratamentos.  

3.8 Estatística  

Foi quantificado sementes germinadas, plântulas normais, anormais e 

sementes não germinadas, posteriormente convertido em porcentagem. A 

análises estatísticas foram: analise de variância (ANOVA), e análise de regressão, 

por intermédio do software estatístico SISVAR.  

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Análise cromatográfica gasosa acoplada a espectroscopia 

de massa (GG-MS) 

Após realização da foram identificadas 22 substâncias da classe dos 

compostos orgânicos conforme descrito na a tabela 1. 
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Tabela 1- Compostos presente no extrato de própolis da análise cromatográfica. 
 

Fórmula Nome Classe 

C8H8O Benzofurano, 2,3-dihidro- Benzofuranos 

C10H12O2 Benzenepropanoic acid, methy  ester Ésteres 

C11H14O2 Benzenepropanoic acid, ethyl ester Ésteres 

C21H30O2 5,8,11-Eicosatriynoic acid, methyl ester Ésteres 

C9H10O2 Hydrocinnamic acid Carboxila 

C15H26O 1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl- Álcoois 

C15H24O H-Cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-1,1,7-t Terpeno 

C37H76O 1-Heptatriacotanol Álcoois 

C30H50O 9,19-Cyclolanost-24-en-3-ol, (3. Beta.) Esterol 

C12H14O3 Benzenebutanoic acid, 2,5-dimethyl-.gamma Ácidos carboxílicos 

C20H34O2 1-Naphthalenepentanoic acid, 1,4,4a,5,6,7 Ácidos carboxílicos. 

C14H18Ol Cinnamaldehyde, .alpha.-penty Aldeídos 

C15H20 Isolongifolene, 4,5,9,10-dehydro Terpeno 

C22H34O2 Kauren-18-ol, acetate, (4. Beta.) Terpeno 

C29H46 24-Norursa-3,12-diene Terpeno 

C32H52O2 Lup-20(29)-en-3-ol, acetate, (3.beta) Terpeno 

C16H22O Phenol, 2-(3,7-dimethylocta-2,6-dienyl) Fenol 

C18H24 Spiro[cyclobutane-1,1'(2'H)-phenanthrene Hidrocarbonetos aromáticos 

C11H14O2 9-Methyltricyclo[4.2.1.1(2,5)]deca-3,7-diene Hidrocarbonetos aromáticos 

C15H18O3 4,7-Methanofuro[3,2-c]oxacycloundecin-6 Éter 

C18H30O2 5H-3,5a-Epoxynaphth[2,1-c]oxepin, dodec Éter 

C15H22 1H-Cyclopropa[a]naphthalene 1a,2,6,7,7a, Ciclopropano 

 

Conforme a Figura 6 é possível observar que a maior extremidade 

apresentada no gráfico indica que o componente da classe do terpeno, o qual 

estão presentes em uma proporção significativa em relação aos outros 

componentes da amostra, correspondendo a 39,76 % dos compostos voláteis 

identificados. Resultado semelhante ao encontrado por Turk, Sahinler, Dinler 

(2022) e Jihene et al. (2018), sendo este composto é um dos principais 

encontrados na própolis. 
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Figura 6: Perfil cromatográfico do extrato de própolis-verde 

 

Fonte: Central Analítico de Instrumentação da Universidade de São Paulo, 202



 

30 

 

O composto Terpeno faz parte de uma classe diversificada de substâncias 

orgânicas oriunda especialmente do metabolismo secundário de algumas plantas, 

sendo cruciais na defesa do vegetal contra patógenos, predadores e outros 

competidores naturais, bem como, pode ser identificada em alguns animais 

(BARROS et al., 2023).  

Ademais, tem-se intensificado as pesquisas sobre os terpenóides devido a 

amplas aplicações, tanto em pesquisa sobre fitoterápicos com o intuito de adquirir 

novos antimicrobianos, como também no setor agropecuária, alimento, cosmético 

e em várias outras áreas (Flores; Beck; Silva, 2016).   

Vale ressaltar, que este composto tem um potencial para inibir o 

crescimento fúngico e segundo Turk, Sahinler e Dinler (2022) e Jihene et al. 

(2018) esta atividade está relacionado à capacidade dessa substância penetrar a 

membranas celular do microrganismo e interferir em seus processos metabólicos, 

ou chegando até romper a membrana celular dos fungos. Além disso, trabalhos 

têm apontado, que os efeitos do extrato de própolis rico em terpenos com alta 

atividade antifúngica são eficazes na inibição de microrganismos causadores de 

doenças de pele (Cerqueira; Cunha; Almeida, 2022). 

  O segundo composto que mais se destacou foi o ácido carboxílico, esse 

composto orgânico é encontrado em várias fontes naturais, incluindo frutas, 

vegetais e laticínios. Eles contribuem para o sabor e aroma de muitos alimentos, 

caracteriza-se por apresentar propriedades ácidas e envolver-se em diversos 

processos químicos e biológicos. Este ácido pode sofrer várias reações como por 

exemplo a esterificação, oxidação e descarboxilação, também auxilia na 

preservação da integridade celular, possui propriedades antioxidantes, 

contribuindo para a atividade biológica geral da própolis (Calderón-Oliver; Ponce-

Alquicira, 2018). 

Ainda vale destacar que o extrato de própolis rico em ácido carboxílico tem 

a capacidade de ser utilizado como um agente terapêutico (El-khatib et al., 2001). 

Outra atividade importante deste composto é a antimicrobiana na qual pode inibir 

a RNA-polimerase bacteriano e ainda causar danos à membrana ou parede 

celular do microrganismo (Lustosa et al., 2008).  

Além dos compostos apresentados vale destacar o benzofurano, que tem 

inúmeras aplicações devido sua atividade antimicrobiana, anti-inflamatória, 

anticâncer, anti-histamínico dentre e outros (Ugale et al., 2017).  Evidencia-se que 
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de acordo com Lacerda, Tiveron e Alencar (2011) o composto principal da 

própolis verde encontrada em Minas Gerais no Brasil é o benzofurano, 

diferentemente das própolis originária de outras regiões onde têm os flavonoides 

como composto principal e ainda destaca que a própolis verde brasileira é rica em 

terpenos, resultado semelhante ao encontrado neste trabalho, onde este 

componente também ocorre de forma acentuada.  

Porém, é importante entender que o efeito da atividade antifúngica do 

extrato de própolis pode não está relacionado unicamente a apenas um 

composto, mas sim, a possível sinergia entre dois ou mais componentes 

químicos, que podem agir juntos para produzir um melhor resultado 

antimicrobiano, antiviral ou antioxidante, por meio da soma dos seus efeitos 

individuais.  Pesquisas demonstram que a sinergia entre os diferentes 

componentes da própolis pode ser uma das razões para sua eficácia como 

agente antimicrobiano, cada componente atua diferentemente na célula 

microbiana, tornando difícil os microrganismos desenvolverem resistência 

(Grecka, Szweda, 2021). Vale destacar, que os estudos realizados com própolis 

sul-africana demonstraram que esse efeito funciona, para alcançar um controle 

antimicrobiano ideal (Kharsany et al., 2019). 

 

4.2 In vitro 

Por meio da análise estatística foi possível constatar que o crescimento 

micelial do fungo Aspergillus sp. com diferentes concentrações de extrato de 

própolis, demostraram diferença significativa a 5% entre os tratamentos e 

observa-se que a menor crescimento micelial a medida que aumenta a 

concentração de extrato de própolis. Ressalta-se ainda que a testemunha (álcool 

a 10%) acompanhou a placa que continha apenas o fungo e meio de cultura, 

demonstrando que o mesmo não tem influência na inibição do crescimento de 

Aspergillus sp. (Tabela 2). 

 

 

 

 

 



 

32 

 

Tabela 2. Crescimento micelial (cm) de Aspergillus sp. com extrato de própolis 
submetidos a diferentes concentrações 

*Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de 
Tukey a nível de 5%. C (%) = Concentração dos estratos de própolis. CP = 
Controle Positivo. A10% = Álcool 10% 

O resultado foi semelhante ao encontrado por Souza et al. (2017 a) em 

testes com doses de extrato de própolis para o controle de Aspergillus sp. em 

sementes de pepino, que também observaram que o extrato de própolis permite 

diminuição do crescimento micelial à medida que aumentava das doses de 

extrato. 

É possível observar que no primeiro dia de avaliação, ou seja, após 24 

horas do fungo inoculado, a concentração 4% de extrato de própolis apresentou 

melhor resultado, pois, nesta concentração ainda não tinha ocorrido o 

crescimento do fungo tendo uma porcentagem de inibição de 100%, 

diferentemente das demais, demonstrando que a melhor influência em ter 

potencial de inibição foi a maior concentração (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Porcentagem de inibição do Crescimento micelial de Aspergillus sp. 
  

 Porcentagem de inibição de crescimento micelial (%) 
  

C 
(%) 

1º 2º 3º 4º 5º 6º 7º 8º 9º 10º Média 

0,5 14,7b 15,1b 17,7a 17,2b 15,2b  12,3b 10,3b 16,5b 11,8 b 8,1 b 13,8 d 

1 35,4b 31,0ab 30,1a 40,4ab 31,3ab 24,4ab 21,3ab 22,6ab 
28,7 
ab 

25,9ab 29,2 c 

2 34,7b 38,8ab 42,0a 47,4a 40,9a 41,6a 40,9a 45,1b 43,4 a 44,9a 42,0 b 
4 100,0a 43,7b 41,7a 50,8a 43,9a 45,1a 46,9a 42,8b 47,8 a 48,1a 50,1 a 

*Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de 
Tukey a nível de 5%. C (%) = Concentração dos estratos de própolis. 

Conforme a tabela 3, observa-se que a porcentagem de inibição do 

crescimento micelial teve diferença estatística. Para 0,5% de concentração, 

demonstrou uma baixa atividade antifúngica, sendo a concentrações 

relativamente mais baixa e teve a menor porcentagem de inibição.  Com o 

Avaliações (diárias (cm)) 

C% 1º 2º 3º 4º 5º 6º 7º 8º 9º 10º Média 

CP 1,6 b 2,4  b 3,5 a b 4,9 b 5,5 c 6,4 c 6,9 c 7,8 c 8,7 d 9,0 c 5,7 d 
A10% 1,6 b 2,7 b 3,6 b 4,8 b 5,7 c 6,7 c 7,7 c 8,3 c 8,8 d 9,0c 5,9 d 

0,5 1,3 b 2,0 a b 2,9 a b 4,0 b 4,7 b c 5,7 b c 6,4 c 6,5  b 7,7 d 8,3 c 4,9 c 
1 1,0 b 1,6 a b 2,5 a 2,9 b 3,8 a b 4,8 b 5,4 b 6,1 b 6,2 c 6,7 b 4,1  b 
2 1,7 b 1,5  a b 2,1 a 2,6 a 3,3 a 3,7 a 4,1 a 4,3 a 4,9 b 4,9 a 3,3  a 
4 0,0 a 1,3  a 2,1 a 2,4 a 3,1 a 3,5 a 4,4 a 4,5 a 4,7 a 4,6 a 3,1  a 
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aumento da concentração para 1%, a inibição do crescimento micelial do 

Aspergillus sp. aumentou para 29,2%. Este aumento na atividade antifúngica 

sugere uma relação positiva entre a concentração do extrato de própolis e a 

inibição do diâmetro do fungo.  

A concentração de 2% do extrato de própolis proporcionou uma inibição do 

crescimento micelial do Aspergillus sp. em 41,98%, reforçando a eficácia 

crescente do extrato de própolis em concentrações mais elevadas, indicando um 

potencial significativo para seu uso como agente antifúngico. Já na concentração 

mais alta testada, 4% de extrato, resultou em uma notável inibição do crescimento 

micelial do fungo Aspergillus sp., alcançando 50,1% demostrando um efeito 

fungistático. Isso destaca a eficácia máxima obtida neste estudo, sugerindo que 

concentrações mais elevadas de extrato de própolis são eficazes na inibição do 

crescimento do Aspergillus sp.  

Visando analisar a taxa de crescimento micelial, calcula-se o índice de 

velocidade de crescimento micelial (IVCM), os resultados demostraram variações 

notáveis em relação às diferentes concentrações testadas. Na ausência do 

extrato de própolis, observou-se que IVCM médio foi de 1,638 cm.dia-1, este valor 

serviu como base de comparação para avaliar o impacto das concentrações de 

extrato de própolis e álcool. Já o Álcool 10% apresentou IVCM médio 1,348 

cm.dia-1, resultado semelhante ao 0%, demostrando que o álcool a 10% não 

interfere no crescimento do Aspergillus sp.  

Tabela 4. Índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Aspergillus sp. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de 
Tukey a nível de 5%. A10% = Álcool 10% 
 

Na concentração de 0,5% de extrato a velocidade que o fungo cresceu 

houve uma leve redução e estatisticamente foi possível obter uma diferença 

estatística em comparação com o controle positivo. No 1% de extrato de própolis 

 

Índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) 
(cm.dia-1) 

Concentrações (%) Avaliação dos dez dias 

0 1,64 e 
A 10% 1,35 c 

0,5 1,42 d 
1 1,35 c 
2 0,75 b 
4 0,67 a 
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a taxa de crescimento foi semelhante ao álcool a 10% , já a concentração de 2% 

e 4 % de extrato de própolis, apesar de deferirem significativamente é possível 

observar que em ambos houve as maiores  redução no índice de velocidade de 

crescimento micelial respectivamente. Esse dado demostra o potencial do extrato 

de própolis quando utilizado em concentrações mais altas.  

Pesquisa realizada por Loebler et al. (2022) em ensaios in vitro mostraram 

que os extratos de própolis foram capazes de inibir em até 90% o crescimento 

micelial do fungo Stemphylium vesicarium que causa injurias na fruta 

popularmente conhecida como pera. Além disso o mesmo obteve um resultado 

semelhando aos resultados dessa pesquisa, onde os valores obtidos no IVCM 

demonstraram que os extratos de própolis têm um forte efeito na redução da 

velocidade do crescimento micelial de S. vesicarium, com concentrações mais 

elevadas de própolis. 

A eficácia do extrato de própolis em experimento in vitro, visando o controle 

do crescimento micelial do   fungo estudado, pode ser atribuída à presença de 

compostos bioativos na própolis. Sabe-se que estes compostos possuem 

atividade antimicrobianas para diferentes mecanismos fitopatogenos (Carvalho; 

Sodré, 2021). Levando em consideração que o extrato utilizado nesse estudo, 

contém substâncias com atividade antifúngicas como os terpenos, que possui 

atividade antimicrobiana e pode ter interferido para se obter este resultado.  

Pesquisa realizada por Mahmoodzadeh et al. (2020), demostraram que o 

extrato da própolis não apenas auxilia no controle, mas também tem efeito 

inibitório na produção de aflotoxinas, pois, observaram que os fungos Aspergillus 

spp. tratados com o extrato apresentou diminuição na produção dessa substância 

tóxica, onde esse fungo produziu 386,1 ppm e após a aplicação do tratamento 

reduziu para 3,01 ppm. Isto se dá devido o extrato de própolis inibir a via de 

biossíntese de aflatoxinas. 

Entretanto, a forma exata da ação do extrato de própolis contra os fungos, 

ainda não é bem compreendida, necessitando de mais pesquisa para o 

conhecimento desse mecanismo ou como cada substância irá se comportar 

Wolska (2023), apesar disso o autor ainda descreve que mecanismo de ação 

envolve múltiplas ações, abrangendo desde a ruptura das membranas celulares, 

inibição de enzimas, até a interferência na sinalização das células fúngicas, 

entretanto, não é bem compreendido como este processo ocorre. 
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Após essa avaliação nota-se que com o aumento das concentrações de 

extrato houve uma redução do crescimento fúngico(Figura 7). Assim, avaliando o 

efeito nas diferentes doses do extrato, verifica-se que a partir da concentração 1% 

o crescimento micelial foi menor que o da testemunha (Figura 8). 

 

Figura 7: Comparação do crescimento micelial de Aspergillus sp. submetidos às 
diferentes concentrações de extrato de própolis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Acervo pessoal, 2023. 

Figura 8: Efeito de diferentes doses de extrato de própolis verde com álcool a 
10% sobre o crescimento micelial de Aspergillus sp.  

 

 

Conforme a equação gerada pela regressão, demostrada na figura 8 e a 

utilização do modelo polinomial de ordem 2 foi possível calcular a inibições 

máximas estimadas e a concentração necessária para obter esse resultado.  A 

estimativa demostrou à quantidade máxima de inibição que pode ser alcançada é 

de 4,37 cm com uma concentração de 3,2 % de extrato de própolis.  

Entretanto, Souza et al. (2017 a) utilizando extrato a 25 % consegui reduzir 

o crescimento micelial do fungo Aspergillus sp.  em 71%, assim seu experimento 
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in vitro demostrou que nesta concentração o fungo alcançou cerca de 1 cm de 

diâmetro, ressaltado que o seu valor máximo de crescimento sem o extrato foi em 

torno 3,5 cm.  

Demostrando que a diferença nas concentrações necessárias para a 

inibição máxima está profundamente ligada ao tipo de extrato de própolis 

utilizado,dependendo da região geográfica, da temperatura e do método de 

extração, as substâncias presentes podem variar, levando a diferentes efeitos 

antimicrobianos. No entanto, ambos os resultados indicam claramente que o 

extrato de própolis tem um efeito significativo na redução do crescimento do 

fungo. 

 

4.3 In vivo 

Primeiro experimento 

A análise de variância demostrou que a taxa de germinação (G%), 

sementes não germinadas (SN), Plântulas normais (PN) e Plântulas anormais 

(PA) não apresentou variação significativa entre as diferentes concentrações de 

extrato de própolis. Sendo este um indicativo que o extrato não afetou 

substancialmente o processo de germinação das sementes de milho (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Avaliação da taxa de germinação (G), sementes não germinadas (SG), 

plantas normais (PN), plântulas anormais (PA) e presença de fugo na semente 

(PF). 

*Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de 
Tukey a nível de 5%. C (%) = Concentração dos estratos de própolis. CP = 
Controle Positivo. A10% = Álcool 10% 

 
 Resultado semelhante ao encontrado por Souza et al. (2017 b) em que 

verificou que a utilização do extrato de própolis para a sanitização de sementes 

de couve-flor, não afetou a qualidade fisiológica de semente. Em experimentos 

C% G% SG% PN% PA% PF% 

CP 99,2 a 0,8 a 68,0 a 32,0 a 50 b 
A 10% 99,2 a 0,8 a 79,2 a 20,0 a 32,8 ab 

1 98,0 a 1,6 a 73,6 a 24,8 a 24,8 a  
2 99,2 a 0,8 a 86,4 a 13,6 a 25,6 a  
4 99,2 a 0,8 a 88,8 a 10,4 a 22,4 a  
6 98,4 a 0,8 a 84,0 a 15,2 a 16,8 a 

CV (%) 1,92 76 20,7 82 21,67 



 

37 

 

realizados com sementes de arroz e soja o extrato de própolis também não 

interferiu na qualidade fisiológica das sementes (Damascena, 2021). 

Esse resultado indica que a semente apresenta um alto vigor, evidenciado 

pelos altos índices de germinação onde foi possível obter cerca de 96% de 

sementes germinadas e 76,9 % de desenvolvimento saudável das plântulas 

normais. 

 Deste modo, de acordo com as normativas para análise de sementes no 

Brasil regidas pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

estabelecidas na Instrução Normativa nº 45/2013, para um lote de sementes de 

milho ser considerado de alto vigor, ele deve atender a critérios específicos de 

germinação, que em função categoria (Semente Básica, Certificada ou 

Identificada), podendo ser uma taxa mínima pode variar de 70% a 85% (Brasil, 

2013). 

Inicialmente, a alta taxa de germinação confirma que as sementes 

possuem um alto vigor, ou seja, são capazes de germinar e se transformar em 

plantas sob as condições adequadas de solo, luz e umidade (Eskov et al., 2021). 

Este vigor das sementes é essencial para os agricultores, pois demostra que as 

plantas cultivadas a partir dessas sementes terão maior probabilidade de 

estabelecer-se bem no campo em situações de condições adversas, além disso, 

as culturas originadas de plantas com alto vigor tende a serem mais resilientes 

(Chipenete et al., 2021). 

A alta taxa de germinação e o desenvolvimento de plântulas normais 

também indicam uniformidade na plantação (Mishra et al., 2023). Os autores 

ainda destacam que as plantas cultivadas a partir de sementes vigorosas 

geralmente compartilham características semelhantes, como taxa de crescimento, 

tamanho e resistência a doenças, podendo beneficiar a gestão agrícola, 

permitindo aos produtores implementar o manejo agrícola de forma mais eficiente 

e obter colheitas mais uniformes. 

Em relação ao crescimento fúngico, observa-se na Figura 9 que nas 

concentrações de 1%, 2%, 4% e 6% de extrato de própolis, houve uma redução 

significativa no crescimento de fungos em comparação com o grupo de controle 

(0%), sugerindo a capacidade do extrato de própolis em inibir o desenvolvimento 

do fungo Aspergillus sp. em sementes de milho. Além disso, o álcool a 10% 
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também exibiu algum efeito inibitório, bem menos eficaz quando comparado às 

concentrações mais elevadas do extrato.   

Figura 9: Efeito de diferentes doses de extrato de própolis verde no 

aparecimento de sementes contaminadas com fungo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os fungos que estavam presentes na semente de milho antes de realizar 

os tratamentos, foram do gêneros:  Penicillium spp.,  Rhizopus spp. Aspergillus 

spp., Fusarium spp. , ressaltando que os fungos citados  possui a capacidade de 

alterar a germinação da semente de milho de forma negativa, além disso, produz 

a aflatoxinas podendo interferir neste processo (Keromnes; Thouvenot, 1985, 

Bento et al., 2012, Khan et al., 2021; Panajaitan et al., 2020). Após o experimento 

observou a ocorrência dos mesmos gêneros de fungo na semente de milho, 

entretanto não afetou diretamente a germinação.  

Apesar do surgimento dos mesmos gêneros de fungo nas sementes 

tratadas, a incidência desse microrganismo foi menor em concentrações de 

própolis mais acentuadas. Isso pode ser explicado, pois este trabalho já 

comprovou que o extrato de própolis possui propriedade antifúngica, devido 

conter uma variedade em compostos bioativos na sua composição, da mesma 

forma que desempenha um papel crucial na melhoria da qualidade das sementes 

de milho.  

Assim, a pouca incidência de sementes contaminadas por fungo, pode ser 

explicada também devido a mesma criar uma barreira física eficaz contra a 

invasão de fungos e microrganismos patogênicos, inibindo enzimas e proteínas 

essenciais para o estabelecimento fúngico, além de interferir em processos 

metabólicos do fitopatógeno (Zulhendri et al., 2021).  
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O extrato da própolis também, tem sido associada ao estímulo do 

crescimento da plântula, estima-se que mesmo sem penetrar na semente, a 

mesma pode estar promovendo o desenvolvimento radicular e melhorar a 

absorção de nutrientes, resultando em uma planta mais resistente (King-Díaz et 

al., 2015). Ressalta-se que o antioxidante presente no extrato pode proteger as 

células vegetais contra danos oxidativos, principalmente no processo germinativo, 

quando as células estão passando por uma atividade metabólica intensa 

(Mohammadzadeh et al., 2007). 

 

Segundo experimento 

A análise de variância revelou diferenças significativas nas taxas de 

germinação, indicando que a presença de extrato de própolis pode ter afetado o 

processo de germinação das sementes de milho (Tabela 6). 

Tabela 6. Avaliação da taxa de germinação (G), sementes não germinadas (SG), 

plantas normais (PN), plântulas anormais (PA) e presença de fugo na semente 

(PF).  

C (%) G SG  PN PA PF 

CP 98,4 a 1,6 a 58,4 a 40,8 100 a 

A10% 96 a b 4,0 b c 60,0 a 33,0 100 a 

1 87,2 b 12,8 c 62,4 a 23,2 100 a 

2 97,6 a 1,6 a 76,0 a 21,6 100 a 

4 96,0 a b 4,0 b c  80,0 a 16,0 100 a 

6 98,4 a 1,6 a 76,8 a 21,6 100 a 

CV (%) 4,9 86,0 23,7 58,5 0,0 

*Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de 
Tukey a nível de 5%. C (%) = Concentração dos estratos de própolis.  CP = 
Controle Positivo. A10% = Álcool 10% 

 

 É crucial notar que, inicialmente, em comparação ao grupo controle 

positivo, as sementes tratadas com 1% de extrato de própolis apresentaram uma 

redução na taxa de germinação, comparada aos demais tratamento, entretanto o 

vigor da semente continua alto, com 87 % das sementes germinadas. Esta 

diminuição, entretanto, pode não ter sido causada pelo extrato de própolis, mas 

sim pelos esporos de Aspergillus sp., concentrados na semente, por ser a menor 

dose testada, não apresentou uma ação fungistático, pois, permitiu que o fungo 

se estabelece na semente e interferisse na germinação. 
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 Esta conclusão é mencionada pelo fato de que, no primeiro experimento, o 

extrato de própolis não interferiu no processo de germinação das sementes, além 

disso, dados apresentados com outras pesquisas apresentada afirmam que o 

extrato não interfere na germinação. Surpreendentemente, nas concentrações 

mais altas de extrato de própolis (2%, 4% e 6%), a taxa de germinação não foi 

afetada, nessas concentrações foram respectivamente de 97,6%, 96,0% e 98,4%, 

e não diferiram estatisticamente do grupo controle (Figura 10). 

 

Figura 10: Diferença na ocorrência de fungo, no experimento 1 e 2, sendo ambos 

referentes a concentração de extrato de própolis a 1%. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Acervo pessoal, 2023. 

 

O fato de todas as sementes estarem contaminadas com Aspergillus spp. 

após o experimento sugere que o tratamento com extrato de própolis não foi 

suficiente para inibir completamente o crescimento e desenvolvimento do 

fúngicas, na concentração de 1x 106 na quais as sementes foram submetidas.  

É importante considerar que em condições naturais de campo, as 

sementes de milho geralmente não entram em contato com uma concentração tão 

elevada de esporos de fungos como foi simulado no experimento. Nas condições 

reais do ambiente, a exposição das sementes a patógenos fúngico seria mais 

variada, como ocorreu no primeiro experimento que foi verificado a presença de 

Aspergillus sp., porém o fungo não se estabeleceu de modo a contaminar todas 

as sementes, podendo está relacionado a ação do extrato da própolis. 

Além disso, é importante compreender que o extrato de própolis não possui 

propriedades de erradicação, ou seja, não elimina completamente os fungos 

presentes nas sementes. Em vez disso, ele pode ter um papel mais eficaz como 

protetor (Souza et al., 2017). Atuando como um agente que ajuda a prevenir a 
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colonização fúngicas inicial das sementes ou reduzir a taxa de infecção, em vez 

de eliminar completamente os esporos já presentes. Em caso de armazenamento 

onde nem todas as sementes estão infestadas o extrato pode criar uma barreira e 

proteger as sementes não contaminadas e reduzir a taxa de exposição da 

semente. 

 

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A composição química da própolis, são principalmente da classe dos 

terpenos, ácidos carboxílicos e benzofuranos, que provavelmente influenciou no 

extrato ser eficaz na inibição do crescimento micelial do fungo, tanto in vitro 

quanto in vivo.  Por todos esses aspectos até aqui citados, pode-se inferir que o 

extrato de própolis verde possui potencial antifúngico contra o fungo Aspergillus 

sp. em sementes de milho. 

 A sinergia entre os componentes da própolis possivelmente contribuiu para 

sua eficácia antimicrobiana.  No experimento in vitro, concentrações mais altas de 

extrato de própolis (2%, 4% e 6%) mostraram uma notável inibição do 

crescimento micelial do fungo, indicando um potencial significativo para seu uso 

como agente antifúngico. Porém, o extrato não eliminou completamente a 

contaminação fúngicas. Além disso, o extrato não afetou negativamente a 

qualidade fisiológica das sementes de milho.  

Por fim o extrato de própolis verde mostrou ser uma alternativa promissora 

para proteger as sementes de milho da contaminação fúngicas, com potencial 

para melhorar a qualidade do armazenamento.  

No entanto, mais pesquisas são necessárias para entender completamente os 

mecanismos de ação envolvidos, para otimizar as concentrações adequadas, e 

realizar uma análise econômica da utilização desse extrato. Além disso, tem-se 

produto com potencial, sendo uma alternativa natural que contribui com a 

diminuição do uso de produtos químicos. 
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