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RESUMO

RESIDUO DE EXTRATO DE PROPOLIS VERDE NO CONTROLE DOS FUNGOS

Lasiodiplodia theobromae E Colletotrichum gloeosporioides

Os fungos sao responsaveis pela deterioracao de diversos produtos alimenticios em
todo o mundo. Os alimentos de origem vegetal estdo sujeitos a serem atacados por
esses organismos ainda no estagio de desenvolvimento, fazendo-se, em muitos
casos, a necessidade da utilizagdo de agrotoxicos para controla-los. Entretanto, o uso
desses produtos pode resultar no desenvolvimento de resisténcia e efeitos fitotoxicos
para as culturas. Desta forma, a utilizacdo de produtos naturais torna-se
ecologicamente uma alternativa viavel para o controle desses fungos. Dentre os
produtos naturais utilizados com esta finalidade, tem-se a propolis, que vém
demonstrando um potencial no controle de fitopatégeno. Assim, o presente estudo
objetivou-se em verificar a eficiéncia do residuo do extrato da propolis verde no
controle dos fungos Lasiodiplodia theobromae e Colletotrichum gloeosporioides. O
estudo foi realizado na Universidade Federal do Recdncavo da Bahia - UFRB, no
Laboratério de Microbiologia situado no Nucleo de Estudo dos Insetos - INSECTA e
Laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal do Recbncavo da Bahia
(UFRB), em duas etapas: a de producdo do extrato a partir do residuo que e os testes
de controle in vitro. Obteve-se a prépolis por meio de produtores na cidade de
Ibertioga- MG (21° 24' 11" S / 43° 57" 15" W). O residuo foi adquirido a partir da
producao de extrato de prépolis, realizado no mesmo laboratério. O residuo do extrato
foi submetido a andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (marca SHIMADZU®, modelo GCMS QP 2010). Os compostos foram
identificados por meio de bibliotecas de espectro-padrdo de compostos organicos,
como NIST107 e Wiley 229. Para a segunda etapa, realizou-se a avaliagdo do
crescimento micelial dos fungos em placas de Petri contendo meio de cultura
Sabouraud e extrato de residuo de prépolis. Adicionou-se os extratos do residuo ao
meio, nas concentracdes pré determinadas, para prépolis (0,5%, 1%, 2%, 4%, 6% e
8%), para o patdgeno L. theobromae e (0,5%, 1%, 2% e 4%) para C.gloeosporioides,
bem como, o controle, com concentracdo a 0% e com alcool a 10%, todos com 5
repeticoes. Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado.
Realizou-se também o controle com fungicida (Priori®). O residuo de prépolis verde
mostrou-se eficiente no controle dos patégenos testados, com melhor resposta para
0 patdgenos C. gloeosporioides com inibicdo do crescimento na maior concentracéo,
também com resultados promissores para o controle do L. theobromae, com
significativa diminuicdo de crescimento micelial. O fungicida testado nao apresentou
resposta de controle, ocupando toda a placa junto com o controle para o L.
theobromae e para o C. gloeosporioides ocupou a placa um dia apos o controle.

Palavras-chave: Controle natural; Fitopatdgenos; Pos-colheita



ABSTRACT
GREEN PROPOLIS EXTRACT RESIDUE IN THE CONTROL OF FUNGI

Lasiodiplodia theobromae AND Colletotrichum gloeosporioides

Fungi are responsible for the deterioration of various food products all over the world.
Food of plant origin is subject to attack by these organisms while it is still in its
development stage, and in many cases pesticides have to be used to control them.
However, the use of these products can result in the development of resistance and
phytotoxic effects on crops. The use of natural products has therefore become an
ecologically viable alternative for controlling these fungi. Among the natural products
used for this purpose is propolis, which has shown potential in controlling
phytopathogens. The aim of this study was to verify the efficiency of the green propolis
extract residue in controlling the fungi Lasiodiplodia theobromae and Colletotrichum
gloeosporioides. The study was carried out at the Federal University of the Reconcavo
da Bahia - UFRB, in the Microbiology Laboratory located at the Insect Study Center -
INSECTA and the Microbiology Laboratory of the Federal University of the Reconcavo
da Bahia (UFRB), in two stages: the production of the extract from waste that is
normally discarded and the in vitro control tests. The propolis was obtained from
producers in the town of Ibertioga- MG (21° 24' 11" S/ 43° 57' 15" W). The residue was
acquired from the production of propolis extract in the same laboratory. The extract
residue was subjected to gas chromatography analysis coupled to mass spectrometry
(SHIMADZU brand, model GCMS QP 2010). The compounds were identified using
standard spectrum libraries of organic compounds, such as NIST107 and Wiley 229.
For the second stage, the mycelial growth of the fungi was assessed in Petri dishes
containing Sabouraud culture medium and propolis residue extract. The extracts of the
residue were added to the medium at the pre-determined concentrations for propolis
(0.5%, 1%, 2%, 4%, 6% and 8%) for the pathogen L. theobromae and (0.5%, 1%, 2%,
4%) for C. gloeosporioides, as well as the control, with 0% concentration and 10%
alcohol, all with 5 repetitions. A completely randomized experimental design was used.
A fungicide control (Priori®) was also used. The green propolis residue proved to be
efficient in controlling the pathogens tested, with the best response for the pathogen
C. gloeosporioides with growth inhibition at the highest concentration, and also with
promising results for the control of L. theobromae, with a significant reduction in
mycelial growth in the Petri dish. The fungicide tested showed no control response,
occupying the entire plate along with the control for L. theobromae and for C.
gloeosporioides it occupied the plate one day after the control.

Key-words: Natural Control; Phytopathogens; post harvest



INTRODUCAO

Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), o Brasil
€ o terceiro maior produtor de frutas do mundo, com maior parte destinada para
consumo interno. Em 2022, apenas a producao de laranja, banana e uva chegou a
somar mais de 25 milhdes de toneladas, sendo mais de quatro milhées no Nordeste
e um milh&o e meio no Estado da Bahia (IBGE, 2022).

No entanto, a presenca dos agentes causadores de doencas em plantas
frutiferas € uma ameaca para a producdo dessas culturas. Os fungos, possuem a
capacidade de colonizacdo despercebida nos tecidos dessas plantas, manifestando
sintomas da doenca em frutiferas tropicais no pos-colheita, tornando-se uma real
ameaca a producdo da fruticultura no Nordeste (Silva, 2022).

Dentre os agentes causadores de doencas fungicas, temos o L. theobromae e
o C.gloeosporioides, que séo os agentes etioldgicos das doencas conhecidas como
Podriddo peduncular e Antracnose, respectivamente. O patégeno L. theobromae é
conhecido na fruticultura por causar a podriddo peduncular em manga (Mangifera
indica L.), considerada uma doenca importante principalmente na fase de pos-
colheita, ocasionando perdas econdmicas relevantes (Oliveira, 2010) e C.
gloeosporioides, como causador da podridao da uva madura no pds-colheita da uva
niagara rosada (Vitis labrusca) (Cia et al., 2009).

O controle desses patdgenos geralmente € por meio do uso de produtos
quimicos, porém as complicacdes causadas pelo uso intenso desses produtos na
saude humana podem ser desde a nauseas, dores de cabeca e irritacdes na pele,
até problemas crénicos, como diabetes, malformac¢des congénitas e varios tipos de
cancer (Moraes et al., 2019).

Buscando diminuir o uso de compostos quimicos no controle de doencas
causadas por fungos, Ribeiro (2016), menciona que as atividades biologicas de
compostos secundarios presentes em extratos brutos de plantas medicinais,
apresentam potencial no controle alternativo dessas doencas em plantas. Um dos
compostos com potencial para uso € o extrato da propolis, por apresentar inUmeras
propriedades terapéuticas, como relatado por Fortes-Neto (2020), que verificou em
seu trabalho diminuigéo significativa do crescimento micelial de Aspergillus spp., no

controle in vitro, comparado a outros 0leos essenciais.
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Martini et al. (2017), conseguiram controlar o fungo Lasiodiplodia theobromae,
com o uso de extratos de prépolis verde que apresentou composicdo quimica
diferente, e potencial fungicida no fungo testado.

As propriedades da prépolis verde tém-se mostrado bastante promissor em
estudos em diversas areas da ciéncia, por possuir uma série de compostos, como:
flavondides; acido benzoico; alguns benzoatos; hidroxilados ndo aromaticos; acidos
alifaticos e ésteres, sendo responsaveis pela acdo antioxidante, anti-inflamatoria,
imunomodulatéria, hipotensiva, cicatrizante e anestésica (Lima et al., 2019).

Nesta perspectiva o presente estudo teve como objetivo, verificar a eficiéncia do
residuo de extrato de propolis verde no controle dos fungos Lasiodiplodia theobromae

e Colletotrichum gloeosporioides com testes in vitro.

1 REVISAO DE LITERATURA
1.1 Patogenos causadores de doencas em frutiferas

Lasiodiplodia theobromae é o agente causador de diversas doencas em
inimeros hospedeiros, podendo causar diferentes sintomas nos vegetais infectadas,
como a seca-descendente, cancro em ramos, caules e raizes, lesbes em estacas,
folhas, frutos e sementes, além de causar a morte de mudas e enxertos (Freire et al.,
2004). Os autores ainda afirmam que o fungo possui alta capacidade de
contaminacgdes na pés-colheita.

Algumas culturas, como a manga (podridao seca), meléo (resinose e podridao
de cancro), cacau (cancro-de-lasiodiplodia), mandioca (podriddo de ramas), inhame
(podriddo de tubérculos) e batata doce (podridédo radicular) sdo afetadas por esse
patégeno (Michereff et al., 2005).

Silva et al. (2022), explica que o fungo possui capacidade de colonizacao
despercebida em tecidos de plantas, podendo ndo apresentar sintomas de infeccao,
manifestando sintomas da doenca em frutiferas tropicais no pos-colheita, tornando-se
uma real ameaca a producéo da fruticultura no Nordeste.

Segundo Oliveira et al. (2010), a podriddo peduncular causada por L.
theobromae em manga é considerada uma doenca importante principalmente na fase
de pos-colheita e ocasiona perdas econdmicas relevantes no setor frutifero. Dantas et

al. (2003), constataram em seus estudos a ocorréncia de L. theobromae no pos-
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colheita da laranja (Citrus sinensis). Moraes (2022), no poés-colheita do meldo
(Cucumis melo) com a doenca da podridao peduncular causada pelo patégeno. Ferraz
et al. (2010), os quais relataram em seu trabalho a goiabeira (Psidium guajava)
atacada pelo C. gloeosporioides no pos-colheita, assim como no maracuja-amarelo
(Passiflora edulis Sims) (Dutra, 2018) e C. gloeosporioides, no pés colheita de mamao
(Carica papaya) (Dantas et al.,2003).

Os agentes causadores de podridées em pds-colheita apresentam uma
caracteristica comum, que € a capacidade de se estabelecerem no fruto imaturo e
permanecerem em estado latente, sem o0 aparecimento de sintomas, até que haja
condicBes para que o processo de infeccdo tenha lugar, a exemplo da podridédo
peduncular que possui tal caracteristica, surgindo no processo de amadurecimento do
fruto (Nery-silva et al., 2001).

Dos sintomas apresentados pela fruta, as manchas escuras, iniciam a partir do
pedunculo, espalhando-se gradativamente pela superficie do fruto. Observam-se
estruturas reprodutivas de cor résea nas lesGes, uma caracteristica do fungo, sendo
alguns dos sintomas da presenca do C. gloeosporioides (Ferrari et al., 2001; Teré&o,
2013).

Ja as frutas infestadas por L. theobromae costumam apresentar grandes
lesdes, principalmente no pedunculo, que se desenvolvem rapidamente, apodrecendo
toda a fruta (Terdo, 2013).

Segundo Almeida (2020), a incidéncia de patdgenos causadores de doencas
apos a colheita € um dos problemas que prejudica a qualidade e que tem limitado a
exportacao de frutas brasileiras, assim, filmes plasticos, revestimentos comestiveis,
resfriamento, armazenamento sob refrigeracao e cera auxiliam no prolongamento da
vida util pés-colheita dessas frutas. Com a necessidade de controle desses
microrganismos, alguns fungicidas sdo usados no pés-colheita dessas frutas, a fim de
conseguir o acesso dos consumidores a esses alimentos, aumentando também o
tempo de prateleira dos mesmos.

No entanto, de acordo com Vicente (2015), o uso de fungicidas no pés colheita
das frutas ndo garante total protecdo contra o apodrecimento, além de tornarem o0s
fungos resistentes e ainda ocorrerem contaminagéo das frutas. Um outro problema
mencionado pelo autor, € que devido as poucas opg¢les de principios ativos

registrados na Agéncia de Agrotoxicos fitossanitario (Agrofit), com eficiéncia



12

comprovada e a baixa capacidade de tratamentos dos fungos, os produtos quimicos
sdo usados de forma indiscriminada pela necessidade de uso, mesmo ndo sendo
comprovada eficiéncia.

Segundo Moraes (2019), os impactos ambientais causados pelo uso desses
agroquimicos devem ser levados em consideracdo, como contaminagdo da agua,
plantas e solo, diminuicdo no numero de organismos vivos e aumento da resisténcia
de pestes.

Diante das inumeras complicagBes proporcionadas pelo uso excessivo de
agrotéxicos, tem-se buscado alternativas para controlar microrganismos que atacam
e deterioram 0s vegetais, em muitos casos ainda no processo de producédo, e também
nas prateleiras. Como mencionado por Coelho (2015), o incremento dos custos do
controle quimico, a perda de eficiéncia de alguns desses produtos e 0s problemas
ambientais advindos destas praticas, indicam a necessidade da busca de alternativas

para o controle de fitopatégenos.

1.2 Utilizacao da prépolis no controle de doencas fungicas

A propolis € uma mistura complexa de substancias resinosas, gomosas e
balsdmicas coletadas pelas abelhas meliferas de brotos, flores e exsudados de
plantas, as quais as abelhas acrescentam secrecdes salivares, cera e pélen para a
elaboracao do produto final (Salgueiro, 2016).

Apesar da fonte botanica da prépolis verde ser da Baccharis dracunculifolia DC,
conhecida popularmente como alecrim-do-campo, a composi¢cdo quimica pode
variar de acordo com a coleta de outras plantas da flora local, assim como as
propriedades fisicas como cor e odor (Lima et al., 2019; Paranhos, 2021). De forma
geral, a composicdo da propolis consiste de 50 a 60% de resinas e balsamos, 30 a
40% de ceras, 5 a 10% de Oleos essenciais e 5% de graos de poélen (Deega, 2019).

Os elementos que competem a prépolis verde propriedades bioldgicas, de ser
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria, imunomodulatoria, hipotensiva,
cicatrizante, anestésica, anticancer, anti-HIV, anticariogénica, antiviral e fitotoxica.
Todos esses atributos tém sido atribuidos aos seus constituintes como flavonoides;
esteres; acido benzoico entre outros compostos que foram encontrados na mesma
(Barbosa et al., 2009; Lima et al., 2019).
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Dos estudos publicados com relacdo a composicdo da prépolis verde e com
relacéo a seu vasto campo de atividade, Souza (2014), verificou que a propolis verde
pode ser usada como desinfetante em bebedouros para frango de corte, assim como
Campos (2017), conseguiu controlar bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus
e Gram-negativas Escherichia coli, que sdo de suma importancia na area da medicina
e da saude humana.

Assim como Pastana (2016), relatou a diminuicdo micelial como resposta ao
extrato da propolis em controle in vitro do fungo C. gloeosporioides. Segundo Machado
(2015), em uma comparacado dos efeitos da propolis e do 6leo de nim no controle de
L. theobromae e C. gloeosporioides, a propolis conseguiu controlar nas primeiras 48
horas de avaliacéo, ja o 6leo de nim prevaleceu sobre a prépolis sendo recomendado
pelo autor como uma alternativa de controle desses patdégenos.

Guimaraes (2016), também constatou a acao antifungica da propolis verde no
controle da antracnose, doenca responsavel por grande parte das perdas no pos-
colheita da manga.

Moura (2016), observou resultados promissores no controle dos fungos B.
cinerea e Rhizopus nigricans causadores de podriddes recorrentes no pés-colheita na
cultura do morango (Fragaria x ananassa). Utilizando diferentes extratos de plantas,
como lingua-de-vaca (Elephantopus scaber), assa-peixe (Vernonia polysphaera),
rubim (Leonurus sibiricus), tanchagem ( Plantago major) e de prépolis verde e marrom.
A propolis verde e marrom obteve melhores resultados de controle dos patégenos
causadores da podridao, nos testes realizados in vivo e in vitro.

A propolis verde vem sendo estudada também como cobertura de protecao
comestivel em pdés-colheita de frutas e hortalicas com o intuito de aumentar a vida util
desses alimentos, diminuindo a progresséo de fitopatégenos.

Queiroz et al. (2021), conseguiram verificar que a prépolis verde e preparados
homeopaticos de propolis com o adicional da gelatina influenciam na atividade
microbiana sobre o fungo causador da antracnose, proporcionado uma camada de
protecdo nos frutos, o que contribuiu para a contencéo de perda de massa e para o
atraso na maturacao, potencializando a conservagao no pos-colheita.

Ali et al. (2014), conseguiram controlar o crescimento micelial e a germinagao
de esporos dos Colletotrichum capsici na cultura da pimenta malagueta (Capsicum

annuum L.) nos testes in vitro. Ja nos testes in vivo, 0s autores utilizam uma
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combinacdo de propolis verde mais argila ambos a 5% e 0Oleo de canela a 0,1%
incorporado. Observaram a diminuicao da incidéncia e maior controle apés os 33 dias
de armazenamento, com a manutencédo de perda de peso, firmeza, cor da casca e
concentracdo de sélidos soluveis prorrogadas. Sendo assim o0s autores
recomendaram como um biofungicida eficaz para o controle da antracnose no pos-
colheita prolongando a vida util da pimenta.

Martini et al. (2017), demonstraram que a realizacdo de coletas de propolis
verde em funcdo das épocas do ano (outono, inverno, primavera e verao),
proporcionou um produto diferente, sendo que a coletada no verao apresentou maior
guantidade de compostos fendlicos e flavonoides. Em seguida, comprou a atividade
antifangica da mesma com testes in vitro no patégeno L. theobromae.

A parede celular do fungo € a primeira barreira responsavel pelo crescimento,
adaptacéo e regulacao da permeabilidade de patdgenos fungicos durante a infeccao,
assim descobriram que a propolis brasileira danifica a integridade da parede e
membrana celular causando vazamento de organelas intracelulares (Corte, 2022). O
autor complementa que o vazamento das organelas nas células pode ser uma
possivel resposta ao mecanismo antifangico da propolis.

Diante dos trabalhos mencionados anteriormente € tentadora a proposta de uso
da propolis verde como antifungico natural em pos-colheita de frutas e hortalicas.
Poucos trabalhos vém sendo desenvolvidos com o intuito de utilizar esse residuo
como forma de diminuir e aproveitar possiveis substancias presentes no residuo que
possa conferi-la acbes como as de antifingicas, antibactericida, antioxidante entre
outros beneficios proporcionados pela propolis verde.

Segundo Heimbach et al. (2014), o residuo de propolis marrom proporcionou
um efeito positivo quando testado em bovinos e caprinos, para avaliar a digestibilidade
e producao de gas ruminal. Algum tempo depois Heimbach (2016), apresentou um
outro trabalho com residuo de propolis, mas dessa vez constatou a eficiéncia do
residuo de propolis vermelha como inibidor de crescimento bacteriano in vitro de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius e Escherichia coli, e em menor
grau para Salmonella e Klebsiella.

Silva (2023), mostrou que o residuo da prépolis marrom testados em ovos de
codorna da linhagem japonesa, submetidos a tratamento superficial da casca com

extrato alcodlico do residuo de propolis a 20% mantiveram boas qualidades fisico-
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quimico quando acondicionados em refrigeracdo. Os ovos mantidos em temperatura
ambiente obtiveram uma qualidade inferior. A resisténcia para Salmonella e
Typhimurium foi alcancada nas duas temperaturas em um periodo de até 7 dias de
armazenamento dos ovos.

S&o poucos os trabalhos na literatura que utilizam o residuo de propolis com o
objetivo de aproveitamento de possiveis compostos que possa conferi-lo efeitos
antimicrobiano, antifangico, antioxidantes, anti-inflamatoria, imunomoduladora,
cicatrizante entre outras propriedades que lhe sdo atribuidas devido a sua

composicao.

2 METODOLOGIA

O estudo foi realizado na Universidade Federal do Recbncavo da Bahia
(UFRB), no Laboratério de Microbiologia, situado no Nucleo de Estudo dos Insetos
(INSECTA) e Laboratério de Microbiologia da Universidade, desenvolvido em duas
etapas: a producdo do extrato a partir do residuo que normalmente sdo descartados
e os testes de controle in vitro. Obteve-se o residuo a partir da producéo de extrato de

propolis, realizada no mesmo laboratorio.

2.1 Producéo de extrato a partir do residuo de propolis verde

Durante o processo de producdo de extrato da proépolis, fica um residuo
concentrado no fundo dos tubos de Falcon, assim, este material foi removido com o
auxilio do alcool (70%), e um palito de churrasco. Em seguida reservado em garrafas
pets, anteriormente higienizados com alcool 70% e armazenados em temperatura
ambiente, repetindo-se esse processo em todas as rodadas da producéo.
Posteriormente, submeteu-se o residuo obtido da propolis verde as mesmas etapas
de producédo do extrato, seguindo a metodologia de Santos; Carvalho, 2021, com a
finalidade de retirar o alcool presente na solucdo do residuo. Com descrita a seguir
transferiu-se o residuo em estado liquido para tubos do tipo Falcon na medida de 12,5
mL, e em seguida homogeneizado em vortex. o material ficou em repouso de 12-24
hs.

Em seguida colocou-se os tubos no banho ultrassénico por 120 min e

centrifugado por 5min a 3.000 rpm, deixado em repouso por 1h e filtrado no papel filtro
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e na sequéncia transferido para placas de Petri. Colocou-se a placa de Petri na capela
de exaustao até evaporacéo total do alcool, que durou em média 24 hs. Logo apés,
colocou-se no dessecador para a retirada de toda umidade existente no material. Apés
essa etapa, realizou-se a raspagem do extrato seco, depositado em tubo Falcon e
armazenado em freezer a -5 °C (Santos; Carvalho, 2021).

O residuo da extracao de prépolis verde e o extrato de propolis verde foram
submetidos a analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(marca SHIMADZU®, modelo GCMS QP 2010). Os compostos foram identificados por
meio de bibliotecas de espectro-padrao de compostos organicos, como NIST107 e
Wiley 229.

2.2 Atividade antifungica do residuo de préopolis

Para verificacdo da atividade antifungica do residuo do extrato propolis verde
realizou-se o potencial inibitério do residuo, sendo avaliado na minima concentracao
de controle, verificando sua atividade antifingica, para o fungo L. theobromae e C.
gloeosporioides. Adquiriu-se o0s isolados desses microrganismos da cole¢do do
Laboratorio de Fitopatologia, do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas
da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB) Cruz das Almas — BA.
Avaliou-se o crescimento micelial in vitro contendo meio de cultura Sabouraud,
residuo do extrato de prépolis e o fungo.

O residuo do extrato de proépolis foi adicionado ao meio, nas concentracdes
determinadas em pré testes de : (0,5%, 1,0%, 2,0%, 4,0%, 6,0% e 8,0%) para fungo
L. theobromae e (0,5%, 1,0%, 2,0%, 4,0%) para C. gloeosporioides, além dos
controles produtivos (meio Sabouraud + fungo), controle com alcool a 10% e com o
fungicida (Priori®) que possui registro na Agrofit. Todos os tratamentos continham
cinco repeticdes e o delineamento experimental inteiramente casualizado.

Realizou-se também o controle com fungicida (Priori®). Verteu-se o meio de
cultura em placas de Petri com 9 cm de diametro.

Apos a solidificacdo do meio de cultura, depositou-se no centro de cada placa
um disco (5mm de diametro) de micélio de fungo, logo em seguida vedou-se as
placas com papel filme e mantendo as incubadas em (BOD) a 26 °C, com fotoperiodo

de 12 horas. As avaliacdes foram realizadas diariamente, até o fungo do controle
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positivo atingir a borda da placa, medindo-se com paquimetro o didametro das col6nias
em dois sentidos, de forma ortogonal.

O indice de velocidade crescimento micelial (IVCM) calculado pela férmula:
IVCM= }(D-Da) /N. Em que: IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial;
> =somatoério; D= diametro meédio atual; Da= didmetro médio do dia anterior e
N=nUumero de dias apds a deposicdo do micélio. Percentual de Inibicdo do
Crescimento Micelial (PIC). As analises estatisticas foram: analise de variancia

(ANOVA), e analise de regressao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa (GGMS QP
2010) do residuo da proépolis verde

Com a anélise de Cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa
(GG-MS), foi possivel identificar os compostos presentes no extrato de residuo da
propolis verde, utilizado nos testes na de controle dos fungos L. theobromae e C.
gloeosporioides (Tabela 1).

Com base no resultado percebe-se que alguns compostos identificados,
tiveram representantes de classe mais de uma vez. Os representantes da classe dos
terpenos foram os que tiveram maior ocorréncia, assim também como maiores,
proporcées em relacdo aos demais componentes, seguida do grupo, ésteres e de
esterois.

O acido carboxilico, ndo se encaixa no grupo dos que apresentaram maiores
picos, mas apresentou trés compostos pertencentes a classe. A agdo dos mesmos,
associados aos demais componentes encontrados no extrato de residuo, conferiram
ao mesmo a acdo antifingica contra os patégenos L. theobromae e C.

gloeosporioides.
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Tabela 1. Analise de Cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa (GG-MS)
do extrato de residuo da prépolis verde

Férmulas Compostos Classe

C8H80 Benzofuran, 2,3-dihydro * Benzofuranos

C9H1002 Hydrocinnamic acid Acidos carboxilicos

C9H9AgO2 Benzenepropanoic acid, ethyl ester * Esteres

C15H260 Nerolidol Terpeno
1H-Cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-

C15H240 1,1,7-trimethyl-4-meth Terpeno
Benzenebutanoic acid, 2,5-dimethyl-. )

C12H1403 gamma. -oxo- * Acidos carboxilicos

C20H4002 Octadecanoic acid, ethyl ester Esteres

C15H20 Isolongifolene, 4,5,9,10-dehydro- * Terpenos

C12H200 5,8-Decadien-2-one, 5,9-dimethyl-, (E)- Cetonas

C16H220 Phenol, 2-(3,7-dimethylocta-2,6-dienyl) - * Fendis

C18H3202 9,12-Octadecadienoic acid (Z, Z)- Acidos graxos
Hydroperoxy-3-Methyl-6-(prop-1-en-2-yl)

C10H1602 cyclohex-1-ene Hidroperoxidos

C21H3002 5,8,11-Eicosatriynoic acid, methyl ester Esteres alifaticas

C20H3402 1-Naphthalene Pentanoic acid, 1,4,4a,5,6,7 * | Acidos carboxilicos
9-Methylbicyclo [4.2.1.1(2,5)] deca-3,7-diene

C11H1402 * Hidrocarbonetos ciclicos
Pyrene, 1,2,3,3a,4,5,5a4,6,7,8,8a,9,10,10a- hidrocarbonetos policiclicos

C16H24 tetradecahydro aromaticos

C32H5202 Lup-20(29) -en-3-ol, acetate, (3. beta.) - * Esteres

C29H46 Norursa-3,12-diene * Terpenos

C30H500 9,19-Cyclolanost-24-en-3-ol, (3. beta.) - * Esterdl

C18H3002 5H-3,5a-Epoxynaphth[2,1-c]Joxepin, dodec * | Estér

CleH24 1,3-Di(propen-1-yl) adamantane Hidrocarbonetos

C28H460 A-Norcholestan-3-one, 5-ethenyl-, (5. beta.) | Esteréides

Elaborado pela autora (2023). Compostos que aparecem no extrato de propolis verde*

Os terpenos sdo compostos, presente em uma variedade de vegetais que

exerce um grande potencial de atividade antifingica contra fungos patogénicos e

contaminantes, distribuidos na natureza (Bakkali, 2008). S&o estudados por exercer

diversos papéis funcionais nos vegetais, como aleloquimicos volateis que podem ser

usados como repelentes, prevenindo ou diminuindo o contato planta-inseto, assim

como efeito inseticida ocasionados por piretroides, limondides e a azadiractina,

substancia encontrada no nim indiano ( Azadirachta indica A. Juss.) (Pacheco, 2020;
Alves et al., 2010).

Os terpenos estédo presentes na composi¢cdo quimicas das folhas e flores das

plantas, Salvia officinalis que apresentam potencial anti-inflamatério, antiproliferativo

e neuroprotetor nas células de roedores e humanos (Poeckel et al., 2008).
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Os ésteres sdo substancias organicas encontradas com frequéncia na
natureza, sendo associados ao odor agradavel exalado por flores e frutos, também
encontrados em madeira, ceras como a de carnauba e a de abelhas, em 0Oleos e
gorduras (Calvalcante, 2015). Sdo componentes importantes utilizados pela indastria
alimenticia para conferir aromas e sabores naturais como as das frutas aos alimentos
industrializados, usados também na fabricacdo de medicamentos, cosméticos,
perfumes e ceras (Vollhardt, 2013).

Ja os esterois ou “fitoesterdis” termo usado para descrever esterodis presentes
nos vegetais, sdo compostos bioativos encontrados em alimentos de origem vegetal
(Medeiros, 2009). Sao conhecidos por reduzirem os niveis séricos de LDL e colesterol
total, sem qualquer efeito nos niveis séricos de colesterol-HDL e triglicerideos, além
de regular a fluidez da membrana celular e outras funcdes fisiologicas associadas a
biologia das plantas (Obara, 2018). Segundo Bernardes (2010), os esterdis tém sido
associados a propriedades biologicas, como anti inflamatoéria, anticancerigena e
imunomoduladora.

Na sucinta compilacdo de dados sobre os efeitos das classes com maiores
propor¢cdes e que apareceram com maior frequéncia, ja se tem uma boa quantidade

de possiveis propriedades que o extrato de residuo da prépolis verde pode conter.

3.2 Andlise de Cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa (GG-
MS) de extrato de prépolis verde

Na andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa (GG-
MS) de propolis verde, da qual extraiu-se o residuo (Tabela 2). Algumas classes dos
compostos presentes no extrato propolis verde, aparecem no extrato de residuo como
o terpeno, ésteres e Acidos carboxilicos, mas a maior parte dos componentes
presentes no extrato de residuo foram diferentes dos presentes no extrato de prépolis

verde.
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Tabela 2. Analise de Cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa (GG-MS)
de prépolis verde

Foérmula Nome Classe
CsHsO Benzofurano, 2,3-dihidro- Benzofuranos
Ci10H1202 | Benzenepropanoic acid, methy ester Esteres
Ci11H1402 | Benzenepropanoic acid, ethyl ester Esteres
C21H3002 | 5,8,11-Eicosatriynoic acid, methyl ester Esteres
CyH1002 Hydrocinnamic acid Carboxila
CisH260 | 1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl- Alcoois
CisH240 H-Cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-1,1,7-t | Terpeno
C37H760 1-Heptatriacotanol Alcoois
C30Hs500 9,19-Cyclolanost-24-en-3-ol, (3. Beta.) Esterol
C12H1403 | Benzenebutanoic acid, 2,5-dimethyl-. Gamma | Acidos carboxilicos
C20H3402 | 1-Naphthalenepentanoic acid, 1,4,4a,5,6,7 Acidos carboxilicos.
C14H180 Cinnamaldehyde,. alpha. -penty Aldeidos
CisH2o Isolongifolene, 4,5,9,10-dehydro Terpeno
C22H3402 | Kauren-18-ol, acetate, (4. Beta.) Terpeno
Ca9Has 24-Norursa-3,12-diene Terpeno
Cs2Hs5202 | Lup-20(29) -en-3-ol, acetate, (3. beta) Terpeno
C16H220 Phenol, 2-(3,7-dimethylocta-2,6-dienyl) Fenol
CigH24 Spiro[cyclobutane-1,1'(2'H) -phenanthrene Hidrocarbonetos aromaticos
C11H1402 | 9-Methyltricyclo [4.2.1.1(2,5)] deca-3,7-diene | Hidrocarbonetos aromaticos
CisH1803 | 4,7-Methanofuro[3,2-c] oxacycloundecin-6 Eter
Ci1gH3002 | 5H-3,5a-Epoxynaphth[2,1-c] oxepin, dodec Eter
CisH2 1H-Cyclopropa[a]naphthalene 1a,2,6,7,7a, Ciclopropano

Fonte: Almeida (2023)

O extrato de residuo de propolis verde, permaneceu em descanso durante todo

o periodo de producdo do extrato da propolis, para que conseguisse 0 aproveitamento
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de todo o residuo, ficando assim por mais tempo no alcool. Essa pode ser uma
resposta a quantidade de componentes encontrados no extrato de residuo, que devido

ao tempo em descanso possibilitou a extracdo de mais componentes quimicos.

3.3 Analise de Variancia (ANOVA) dos patégenos Lasiodiplodia theobromae C.
gloeosporioides

Houve diferencas significativas entres os tratamentos testados no patdgeno, L.
theobromae, com os tratamentos em concentragbes de 0,5%, 1,0%, 2,0%, 4,0%,
6,0%, 8,0%, com diferenca entre os mesmos, e com destaque para a maior
concentracdo que foi a de 8,0%, apresentando melhores diferencas significativa,

seguida da concentracao de 6,0%(Tabela 3).

Tabela 3. Andlise de Variancia (ANOVA) do patégeno Lasiodiplodia theobromae

Avaliacdes (dias)

Concentracdes (%) 1° 2° 3° Total
0 0,93 abcd 7,47 e 9,00e 5,8000d
0,5 0,93 abcd 582d 9,00e 5,2500d
1 0,84 abcd 4,33 ¢ 6,59d 3,9200c
2 1,17 bcd 4,11c 548c 3,5866 c
4 1,36 cd 240b 3,64b 2,4666b
6 0,26 ab 0,6la 1,85a 0,9066 a
8 0,00 a 1,60 ab 1,37a 0,9900 a
Alcool 10% 0,75 abc 557d 9,00e 5,1066 d
Fungicida 1,87d 6,39 de 9,00e 5,7533d

TOTAL 0,9011 A 4,2555B 6,1033C

Elaborado pela autora (2023). Teste de Tukei a 5% de probabilidade com
o auxilio do software RStudio

E possivel observar o comportamento do residuo do extrato de prépolis verde
na reducdo do crescimento micelial no ultimo dia de avaliagdo (Figura 1). Conforme
aumentavam-se as concentracdes do extrato de residuo da propolis verde, diminui-se
o crescimento micelial. Apesar de nao ter inibido o crescimento micelial do L.
theobromae, os dados da figura mostram que houve diferencas estatisticas com
relacdo as concentracdes utilizadas nos tratamentos nas maiores concentragdes no

ultimo dia de avaliacéo.



22

Figura 1. Analise de crescimento micelial de Lasiodiplodia theobromae do ultimo dia de
avaliacao.
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Elaborada pela autora (2023)

Houve diferencas significativas para as concentracfes testadas 0,5%, 1,0%,
2,0% e 4,0% para controle do C. gloeosporioides (Tabela 4). As duas maiores
concentracOes apresentaram melhores diferencas significativas. A concentracao de
4,0%, apresentou melhores resultados estatisticamente, seguida da concentracdo de
2%.

Tabela 4. Andlise de Variancia (ANOVA) do patégeno Colletotrichum gloeosporioides

Avaliacdes (dias)

Concentragdes
(%) 1° 2° 3° 4° Total
0 0,91 ab 2,08 b 4,16 c 792e 3,7675d
0,5 0,87 ab 1,60b 1,78 b 2,39 cd 1,6600 bc
1 Oa 0,76 ab 1,22 ab 1,43 bc 0,8525 ab
2 Oa 0,16 a 0,62 ab 0,89 ab 0,4175a
4 0a 0,0 a 0,00 a 0,00 a 0a
Alcool 10% 0,89 ab 1,64 b 321c 3,52d 2,315¢
Fungicida 1,460 b 4,07 c 7,83d 795 ¢ 53275 e
TOTAL 0.5900A 1,47285B 2,68857C 3,44285D

Elaborada pela autora (2023).Teste de Tukei a 5% de probabilidade com o auxilio

do software RStudio
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Apesar de ter usado menores concentragbes para controlar o crescimento
micelial do C. gloeosporioides, quando comparado ao que foi usado no L. theobromae,
conseguiu-se inibir o crescimento micelial desde o primeiro dia, permanecendo até o
ultimo dia de avaliagdo na maior concentracao (4,0%) (Figura 2). Mostrando de forma

positiva o efeito do residuo do extrato de propolis no controle deste patégeno.

Figura 2. Andlise de Crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides no ultimo dia de
avaliacéo
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Elaborada pela autora (2023)

3.4 Percentagem de crescimento micelial dos fungos Lasiodiplodia theobromae
e Colletotrichum gloeosporioides

O residuo do extrato de propolis verde apresentou uma agdo contra 0S
patégenos testados com uma alta percentagem de inibicdo do crescimento micelial
nas maiores concentracdes utilizadas. O extrato residuo proporcionou maior
percentagem no controle quando testado no C. gloeosporioides, quando comparado
com o L. theobromae. Semelhante aos resultados obtidos por Silva (2009), que
constatou a resisténcia do patdégeno L. theobromae quando submetido aos

tratamentos in vitro com extrato de propolis verde.
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O C. gloeosporioides apresentou percentagem de inibicao de 100% mantendo-
se até o ultimo dia de avaliacao (Tabela 5). Ja em relacdo ao L. theobromae o0 extrato
de residuo ndo conseguiu inibir o crescimento micelial até o ultimo dia de avaliacéo,

gue finalizou com 84,77% (Tabela 6).

Tabela 5. Percentagem de Inibicdo de Crescimento micelial do Colletotrichum gloeosporioides

Percentagem de inibicdo de Crescimento micelial (%)

Avaliacbes (dias)

Concentracdes (%) 1° 2° 3° 4° Média
(%)

Fungicida 0 0 0 0 0
Alcool 1,35 20,88 12,15 0 8,59
0,5 2,88 22,68 32,49 65,11 30,79
1 100 62,90 67,47 73,94 74,17
2 100 92,38 86,71 21,16 75,06
4 100 100 100 100 100

Elaborada pela autora (2023)

Para o patdégeno C. gloeosporioides, as médias foram proporcionais as
concentracfes, quanto maior a concentracdo, maior a média de inibicdo. A maior
concentracdo testada de 4,0% chegou na média de 100% de inibicdo, seguida de
2,0% com 75,06 %, sendo um indicativo que nesta concentracao o extrato de residuo
consegue alta percentagem de inibicdo contra o patégeno, assim como 1,0% com 74,
17 % e por fim o 0,5% chegando a 30,79 % a menor percentagem de inibicao.
Guimaraes (2016), em seus estudos também conseguiram retardar o crescimento
micelial do C. gloeosporioides, até o terceiro dia, nos testes in vitro em concentracdes
de (2,0%) de extrato de prépolis.

Assim como nos estudos realizado por Pastana (2016), em que a propolis verde
mostrou-se eficiente no controle do crescimento micelial da antracnose, doenca
causada pelo fungo C. gloeosporioides, usando a doses de (4, 8, 16 e 32 mL.L-1),
com maior controle na dose de (32 mL.L-1) nos testes in vitro. Ali et al. (2014), também
conseguiram controlar o crescimento micelial e a germinacdo de esporos dos

Colletotrichum capsici na cultura da pimenta malagueta (Capsicum annuum L.). De
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acordo com os parametros utilizados pelo autor, foi possivel diminuir a incidéncia do
patdogeno e um maior controle apds os 33 dias de armazenamento. Recomendado
pelo autor como um biofungicida eficaz para o controle da antracnose no pés-colheita,
prolongando a vida Gtil da pimenta.

Semelhante ao trabalho de Silva (2019), que com base em testes realizados in
vitro conseguiu resultados promissores com as atividades antifungicas de propolis,
proporcionando reducdo do crescimento micelial utilizando extrato de propolis no
tratamento do patdégeno Colletotrichum spp.

Com os parametros utilizados no estudo, o fungicida nédo inibiu o crescimento
micelial, deixando evidente a ineficiéncia do mesmo contra o patégeno, e o alcool

inibiu apenas a média de 8, 59%, mostrando também que néo é eficaz.

Tabela 6. Percentagem de inibicdo Crescimento micelial de Lasiodiplodia theobromae

Percentagem de inibigc&do de Crescimento micelial (%)

Avaliacdes (dias)

Concentracdes (%) 1° 2° 3° Média

Fungicida 0 1283 0 4,27
Alcool 10 % 18,11 241 0 14,07
0,5 0 21,60 3,88 7,59
1 8,12 40,96 26,77 25,28
2 0,83 8,674 8,02 5,84
4 0 43,07 62,09 35,05
6 71,11 90,69 9,22 57,00
8 100 78,01 84,77 87,59

Elaborada pela autora (2023)

Analisando a tabela, percebe-se que as menores médias de inibicdo de
crescimento do L. theobromae foram representadas pelas menores concentracdes
dos tratamentos. O tratamento na concentracdo de 8,0% conseguiu inibir 87,59 %,
demonstrando uma alta acdo antifungica, tendo em vista uma resposta positiva do
extrato de residuo contra o patdgeno, ja a concentracéo de 6,0 % conseguiu inibir 57,
00%, mostrando um baixa inibicdo nesta concentracao, a de 4,0% com 35,0%,também
sendo considerada uma baixa inibicdo, assim como 2,0% chegou a inibir 5,84 %,
menos que o de 1,0%, que chegou a 25% de inibicdo e 7,59% para a concentracao
de 0,5%.
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3.5 Efeito do extrato de residuo da prépolis com relacdo ao indice Velocidade
do Crescimento Micelial (IVCM)

Analisando o efeito do extrato de residuo da prépolis com relagéo ao indice
Velocidade do Crescimento Micelial (IVCM), nas concentracdes testadas, percebe-se
gue a medida que aumentou-se as concentracbes, diminuiu a velocidade de
crescimento dos patégenos. O patdgeno L. theobromae, apresentou maior velocidade
de crescimento micelial quando comparado com o C. gloeosporioides, que na maior
concentracao testada houve uma inibicéo total do crescimento micelial (Tabela 7 e 8).

O residuo do extrato de prépolis verde proporcionou resultados satisfatérios
com relagédo a velocidade de crescimento micelial do C. gloeosporioides. A maior
concentracdo usada, que foi a de 4,0%, acarretou a velocidade 0, j& que houve a
inibicdo do crescimento micelial. Na concentracdo de 2,0%, no primeiro dia chegou a
velocidade 0, porém nao conseguiu se manter ao final da avaliagdo, manteve-se em
velocidade baixa até o ultimo dia de avaliacdo, sendo considerada a menor velocidade
guando comparada com a concentracdo de 1,0%

Na concentracdo de 1,0% e 2,0%, o residuo da propolis verde possibilitou
baixa velocidade de crescimento micelial, semelhante ao trabalho de Silva (2019), que
em testes realizados in vitro conseguiu reducdo do crescimento micelial utilizando
extrato da prépolis no tratamento do patégeno Colletotrichum spp.

O fungicida (Priori®)apresentou maior velocidade de crescimento durante as
avaliacdes, diminuindo apenas no ultimo dia. O alcool seguiu com maior velocidade

de crescimento.
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Tabela 7. indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) do Colletotrichum
gloeosporioides

indice de Velocidade de Crescimento Micelial (cm. dial)

Avaliacdes (dias)

Concentracdes (%) 1° 2° 3° 4° Média (cm)
Fungicida 1,48 1,29 1,22 0,31 1,07
Alcool 10% 0,89 0,37 0,52 0,07 0.46

0 0,91 0,58 0,69 0,94 0,78

0,5 0,87 0,36 0,06 0,15 0,36

1 0 0,38 0,15 0,05 0.14

2 0,22 0,08 0,15 0,06 0.13

4 0 0 0 0 0

Elaborada pela autora (2023)

Na média da velocidade na concentracdo de 4,0% , estabeleceu-se em 0 (cm),
0 que ja se esperava, tendo em vista que ndo houveram crescimento durante os dias
de avaliacdo. Em seguida da 2,0% com 0,13 (cm), e 1,0% com 0,14(cm) e 0,5% com
0,36 (cm), com a maior velocidade entre os tratamentos com o extrato de residuo.

Dentre os tratamentos, o fungicida apresentou uma maior velocidade de
crescimento, com 1,07 (cm), ficando evidente que o fungicida (Priori®) ndo é uma boa
opcdo quando comparado ao extrato de residuo da propolis verde. Assim como o
alcool com 0,46 (cm).

Para o patégeno L. theobromae no primeiro dia de avaliacdo, o extrato de
residuo conseguiu inibir a velocidade de crescimento micelial na concentracdo de
8,0%, porém ndo conseguiu manter a inibicdo até o ultimo dia de avaliacdo, contudo
houve uma velocidade satisfatéria de crescimento micelial do patégeno.

Na concentracdo de 8,0% , houve uma diferenca no primeiro dia de avaliacao
com a velocidade de crescimento em 0, porém ndo se manteve até o ultimo dia de
avaliagdo. A concentragéo de 6,0% manteve-se em baixa velocidade de crescimento,
sendo considerada uma resposta positiva de controle no patégeno.

As concentracdes de 4,0%, 2,0%, 1,0% e 0,5%, lideraram com maiores
velocidades de crescimento micelial.

Os testes com o fungicida (Priori®) no L. theobromae, tiveram maiores
velocidades. Os testes utilizando o alcool a 10% n&o houve menor velocidade de

crescimento micelial quando comparado as maiores concentragfes de extrato de
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residuo, provando que o controle da velocidade de crescimento micelial do patégeno
foi exclusivamente pelas propriedades presentes no residuo da propolis verde e néo

pela acao do alcool.

Tabela 8. indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) do Lasiodiplodia theobromae

indice de Velocidade de Crescimento Micelial (cm. dial)

Avaliacdes (dias)

Concentracdes (%) 1° 2° 3° Média (cm)
Fungicida 1,87 2,26 0,87 1,66
Alcool 0,75 2,41 1,14 1,43
0 0,93 3,27 0,51 1,57
0,5 0,93 2,44 1,06 1,47
1 0,84 1,74 0,75 1,11
2 0,57 1,58 0,60 0,91
4 1,36 0,52 0,31 0,73
6 0,26 0,17 0,41 0,28
8 0 0,8 0,07 0,24

Elaborada pela autora (2023)

A concentracdo de 8,0%, foi a que apresentou menor média de velocidade de
crescimento micelial com 0,24 (cm), seguido da concentragéo de 6,0% com 0,28 (cm),
e 4,0% com 0,73(cm), o de 2,0% com 0,91 (cm), e o de 1,0% com 1,11cm), seguida
do tratamento a 0,5% com 1,47(cm). O tratamento realizado com o fungicida
(Priori®), foi o que apresentou maior média de velocidade de crescimento micelial
dentre os tratamentos, com 1,66 (cm), e o alcool apresentou 1,43(cm).

Heimbach (2016), apresentou um trabalho com residuo de propolis, em que
constatou a eficiéncia do residuo da prépolis vermelha como inibidor de crescimento
bacteriano in vitro de Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius e
Escherichia coli, e em menor grau para Salmonella e Klebsiella. Tendo o maior efeito

inibidor em bactérias Gram-positivas.

4 CONSIDERACOES FINAIS
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Com base no resultado do estudo, o extrato de residuo da propolis verde possui
potencial antifingico contra os patdogenos C. gloeosporioides, e o L. theobromae,
podendo ser uma alternativa de controle dos mesmos. Apesar de ter se mostrado
eficiente no controle dos fungos, € necessario estudos mais aprofundados sobre o
potencial do residuo da prépolis verde, para que se tenha mais informacdes, podendo
vir a tornar-se uma alternativa de controle dos mesmos no pds-colheita de frutas

tropicais.
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