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RESUMO

ALMEIDA, NAARA. Atividade antifungica de extratos da proépolis contra o fungo
Botrytis sp. isolados de morango. 2014. 61 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Curso
Superior de Tecnologia em Alimentos). Universidade Tecnologica Federal do Parana.

Francisco Beltrdo, 2014.

O desenvolvimento de doencas geradas por patdgenos no morango causam a deteriora¢do do
produto, produzindo perdas econémicas significativas em diversos setores da economia.
Dentre as doencas fitopatogénicas nesta cultura destaca-se 0 mofo cinzento, causado pelo
fungo Botrytis cinerea. Atualmente tem-se buscado alternativas de controle de fitopatdgenos
menos agressivas a0 meio ambiente. Neste contexto inclui-se a propolis, que apresenta acdes
como atividade anti-inflamatoria, antioxidante e antimicrobiana, sendo a sua acéo
antimicrobiana relacionada pelos compostos flavondides presentes na sua constituicdo. O
presente trabalho teve como objetivo obter extratos de propolis in natura em diversos tipos de
solventes com polaridade variada e avaliar a agdo antifingica destes sobre o fungo Botryts sp.
Para o estudo, foram utilizadas trés amostras de morangos, sendo duas provenientes de cultivo
convencional e uma de cultivo hidropdnico, sendo que o fungo, do género Botrytis sp, foi
isolado diretamente destas amostras, também foi utilizado uma cepa identificada de Botrytis
cinerea. A partir da prépolis foram preparados extratos com diferentes solventes extratores de
polaridade diversas em diferentes concentragfes com os quais foram realizadas as analises
microbiolégicas. Também foram realizadas analises fisico-quimicas para a caracterizacdo e
controle de qualidade da prépolis in natura e extratos obtidos. Os resultados obtidos pelas
analises fisico- quimicas para a caracterizacdo da propolis apresentaram valores semelhantes
ao da legislacdo para cada um dos pardmetros, nas analises microbioldgicas os extratos
testados no fungo Botrytis cinerea e no fungo do morango hidropdnico, somente 0s extratos
aquosos, hexanico, acetato de etila apresentaram efeito contra o crescimento de ambos o0s
fungos testados. O fungo isolado do morango convencional se mostrou mais resistente a
alguns extratos em relacdo aos demais microrganismos.

Palavras- chave: Propolis, Caracterizacdao, Antifungico, Botrytis.



ABSTRACT

The development of diseases generated by pathogens in strawberry cause product
deterioration, produce significant economic losses in several sectors of the economy. Among
the pathogenic diseases in this culture highlights the gray mold, caused by the fungus Botrytis
cinerea. Currently have tried to plant pathogens control alternatives that are less harmful to
the environment. In this context include the propolis which has actions such as anti-
inflammatory, antioxidant and antimicrobial, with its antimicrobial action is related to
flavonoid compounds present in its constitution. This study aimed to obtain extracts of
propolis in nature, in various types of solvents with varying polarity and evaluate the
antifungal action of these on the Botryts sp. fungus. For the study, three strawberry samples
were used, two from conventional farming and hydroponic growing, and the fungus, Botrytis
genus, was also used an identified strain of Botrytis cinerea, was isolated directly from these
samples. The propolis extracts were prepared with different liquid extractors of different
polarity at different concentrations with which the microbiological analyzes were performed.
Were also carried out physico-chemical analysis for the characterization and quality control of
propolis raw and obtained extracts. The results obtained by physicochemical analysis for the
characterization of propolis had values similar to the legislation for each of the parameters,
the microbiological analysis the extracts tested in the Botrytis cinerea fungus and the fungus
hydroponic strawberry, only the aqueous extracts, hexane, ethyl for each of the parameters,
microbiological analyzes in the extracts tested, and botrytis in strawberries hydroponic
fungus, only the aqueous extracts, hexane, ethyl acetate showed growth effect against both
tested fungi. The isolated fungus conventional strawberry was more resistant to some
statements in relation to other microorganisms.

Key words: Propolis, Characterization, Antifungal, Botrytis.
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1 INTRODUCAO

Devido a facil adaptacdo dos cultivares de morango nos climas subtropicais a cultura
vem apresentando um aumento da sua produgdo durante ao longo dos anos. (SPECHT e
BLUME, 2009). A cultura apresenta grande importancia econdmica devido a necessidade de
alta demanda de mao de obra em determinadas épocas do ano, principalmente para o plantio e
colheita do fruto, que tem alto valor agregado em sua comercializagéo.

Um dos grandes problemas no cultivo do morango € o seu manejo, devido as
condi¢des climaticas do Brasil que é predominantemente tropicais, clima bastante propicio ao
aparecimento de doencas, que induzem a grandes perdas econdmicas para a cultura (SANTOS
e MEDEIROS, 2005).

A principal doenca que predomina na cultura do morango é o mofo cinzento, causada
pelo fungo Botrytis cinerea. O fungo causa a podriddo do fruto, atacando as suas folhas,
caules, pétalas entre outras partes da planta, na sua fase final de producédo, causando grande
perda na qualidade do fruto destinado ao consumo da populacdo (FORTES, 2005).

Atualmente busca-se praticas menos agressivas na producdo, de forma que 0s
alimentos cheguem aos consumidores com minimos indices de contaminacdo por
agroquimicos (LORENZETTI, 2012). Nesta busca estdo sendo utilizados os compostos de
origem natural, que possuem menor grau de toxidade e que apresentam 0s mesmos efeitos
fungistaticos que os agroquimicos. (BAUTISTA- BANOS et al., 2006).

A prépolis é uma resina produzida por abelhas meliferas (Apis mellifera) que usam
materiais resultantes de uma variedade de processos botanicos, coletados em diferentes
plantas (BURDOCK, 1998; BANKOVA, 2005). A composicao quimica complexa da prépolis
é devido ao material vegetal utilizado como matéria- prima pelas abelhas, razdo esté para a
ampla gama de compostos que sdo encontrados na propolis (MARGHITAS et al., 2013),
dentre os seus constituintes entdo inclusos polifendis como os: flavonoides , acidos fenolicos
e ésteres, terpendides, esteroides e aminoacidos, proteinas, vitaminas (B1, B2, B6, C),
acucares, cetonas e diversos minerais (ZHU et al., 2011; MENEZES, 2005; BODINI, 2011).
Dentre os constituintes da propolis a maioria dos flavonoides e fendlicos possuem atividade
biolégica comprovada. Dentre estas atividades podemos citar a antimicrobiana, antifingica,

antioxidante, anti-inflamatéria entre outras (PARK et al., 2002).
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H& diversos estudos realizados para demonstrar as propriedades antibioticas da
prépolis em bactérias fitopatogénicas, segundo Rezende et al., (2006), a producdo de extratos
de propolis produzido no Brasil demonstrou atividade antimicrobiana contra cepas da
levedura de género Candida. No controle contra fungos fitopatogénicos pouco se conhece
seus efeitos (MARINI et al., 2012).

Neste contexto, a prépolis podera vir a ser utilizados como métodos alternativos no
controle de fungos fitopatogénicos da cultura de morangos, atuando como biocontrolador de
doencas no campo e na pos-colheita, melhorando a qualidade do produto final.

PropGem-se neste trabalho, avaliar a acdo antifingica do extrato da propolis, visando
a sua aplicacdo na melhoria da qualidade do morango produzido pelo cultivo convencional e

hidroponico.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo antifingica do extrato da propolis, visando a melhoria da qualidade do

morango convencional e hidropdnico.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Obter amostras de morango e propolis da regido de Francisco Beltrdo — PR,

o Isolar a partir das amostras de morango de cultivo convencional e hidropdnico
o fungo de género Botrytis;

o Obter o extrato da prépolis em solventes de polaridades diversas;

o Avaliar a acdo antifungica dos extratos obtidos contra cepas de Botrytis
isolados de morangos convencional e hidropénico;

o Comparar a eficacia do extrato da préopolis de diferentes solventes sobre a acédo

antifangica contra cepas de Botrytis.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 MORANGO

O morango (Fragaria sp) é uma planta herbacea, rasteira e perene da familia
Rosaceae, propagada por via vegetativa atravées de estolhos. Em geral, a cultura para producéo
de frutos é renovada anualmente. A parte comestivel é um pseudofruto, originario do
receptéaculo floral que se torna carnoso e suculento, com cor vermelha e pontinhos pretos com
forte aroma. Seu cultivo é bastante desenvolvido em varios paises do mundo, especialmente o
de climas temperados (FERLA et al., 2007).

A cultura encontra-se difundida em regides de clima temperado e subtropical. No
Brasil, a sua producéo estd concentrada nas regides Sul e Sudeste, sendo os estados de Minas
Gerais, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul os maiores produtores. A fruta € bastante consumida
na regido Sul do Brasil, onde seu consumo é frequente durante o inverno (ANTUNES et al.,
2007; GIAMPIEREI et al., 2012).

Atualmente a America do Sul produz cerca de 318.686 toneladas de morango em
11.884 de hectares, sendo o Brasil, Chile e Argentina 0s maiores responsaveis por essa
producdo. Nos ultimos anos esses paises apresentaram um aumento significativo de area
cultivada devido a adocdo de novas tecnologias, elevando a qualidade e rendimento da fruta
(VIGNOLO e GONGALVES, 2013).

Segundo a EMATER/MG (2013), o Brasil tem uma producdo estimada de
aproximadamente de 145 mil toneladas em 3.928 hectares (VIGNOLO e GONGCALVES,
2013). Os principais cultivares plantadas no Brasil sdo: Campinas, Vila Nova, Santa Clara,
Tangi e Osso grande, entre outras (SANTQOS, 2005).

O fruto do morangueiro é bastante valorizado e muito apreciado pelos consumidores,
ndo somente por suas caracteristicas sensoriais, mas pelo seu alto teor nutricional, sendo rico
em vitamina C e acido félico, compostos bioativos como polifendis e betacaroteno, minerais e
outras vitaminas como A, Bl e B2. Contém ainda fibras insolGveis e sollveis. Dentre as
substancias presentes nesta fruta os flavonoides e as antocianinas atuam como antioxidantes,
prevenindo doencas cardiovasculares, canceres entre outras doencas (SIMARELLI, 2006;
VENENCIO, 2010).

Os componentes quimicos presentes no morango ajudam a reduzir o risco de

infeccdes, auxiliam na cicatrizacdo de ferimentos e contribui com o bom funcionamento do
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sistema nervoso, cardiaco e digestor, além de fornecer resisténcia aos tecidos, 0ssos e dentes,
sendo que a sua ingestdo pode reduzir o colesterol e prevenir o escorbuto (ANTONIAZZI,
2011).

A fruta pode ser consumida de diferentes modos, sendo eles: in natura, geleias,
caldas, sucos e polpa congelada, além de serem utilizados pelas indudstrias de alimentos no
preparo de produtos como sorvetes, iogurtes, bolos, entre outros.

O fruto é considerado ndo climatérico, pois ndo apresenta elevacdo na sua taxa
respiratéria no periodo final da maturacdo, e devido a sua alta perecibilidade deve ser
estocado por curtos intervalos de tempo e necessidade de refrigeracdo para a reducéo de perda
dos frutos. Devido a sua rapida deterioracdo causada pela alta taxa respiratéria, senescéncia e
doengas, a comercializacdo do fruto é restrita (CAMPO, 2012).

3.2 DOENCAS NA CULTURA DO MORANGO

A qualidade e a produtividade dos frutos séo influenciadas pelo fotoperiodo
temperatura, pragas, variagdes de umidade do ar e solo. A ma qualidade das mudas destinadas
ao plantio é associada as praticas culturais inadequadas o que torna as doencas um dos
principais fatores limitantes para a producdo de morango no Brasil (SILVA et al., 2007;
LORENZETTI, 2012).

O morango pode sofrer diversos danos, causados por fatores que podem agir
isoladamente e/ou interagirem entre si. Dentre os fatores danosos a cultura do fruto podemos
citar varias pragas como: insetos, acaros, bactérias, virus, nematoides e fungos, que podem
aparecer em varias fases do ciclo da cultura, atacando o fruto desde a muda até os frutos na
fase final de producédo (REIS e COSTA, 2011; FORTES, 2005).

Os morangos sdo frutos bastante suscetiveis a doencas causadas por fungos,
dificultando a manutencdo da qualidade durante o armazenamento e comercializacao,

acarretando em grandes perdas nutritivas e econdmicas (REIS et al., 2008)
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3.2.1 Mofo Cinzento

O mofo cinzento é uma doenca causada pelo fungo Botrytis cinerea (Figura 2), que
leva a podriddo dos frutos bem como ataca as folhas, peciolos, caule, botdes, florais e pétalas.
A podriddo pode iniciar-se em qualquer ponto da superficie do fruto, mas geralmente comeca
no lado em que este entra em contato com o solo ou no lado em que entrou em contato com
frutos contaminados. A doenca é favorecida principalmente por temperaturas amenas e alta
umidade, sendo que chuvas frequentes podem induzir a ataques mais severos (SAEGER,
2007; KOIKE et al., 2014).

E uma doenca bastante comum na cultura de morango, reduzindo cerca de 50 % ou
mais do seu rendimento. E mais prejudicial aos morangos durante os periodos de chuva
prolongada durante a floracéo e frutificacdo da temporada. A doenca geralmente comeca no
inicio da temporada de producdo, como uma praga na flor, mais tarde as perdas causadas pelo
Botrytis sp. podem resultar na morte dos brotos e flores, e ainda apodrecimento de dos frutos
verdes ou maduros, o fungo avanca rapidamente para os caules e folhas matando-os
(AVERRE et al., 2002).

As infeccBes primeiro aparecem com o enrolamento das folhas, seguindo de seca e
queda. Surgem pequenas lesdes marrons muitas vezes sobre o calice, ap6s o tamanho da lesdo
vai aumentando rapidamente formando uma camada cinzenta de esporos do fungo. Os esporos
sdo capazes de germinar em agua e pela mesma pode ocorrer a contaminacao de frutos sadios
(AVERRE et al., 2002; KRUGNER e AUER, 2005). Durante a estacdo de crescimento do
fruto, o fungo esta constantemente presente, geralmente sendo encontrado na forma latente no
interior do receptaculo floral, permanecendo neste estado até a maturacdo do fruto (HELBIG,
2001).

Para o controle da doenca causada pelo fungo Botrytis cinerea, sdo utilizadas
medidas de controle como: o uso de cultivares resistentes ao patdgeno e resistentes ao
manuseio de colheita, limpeza de folhas, caules e folhas mortas, circulacdo de luz e ar, além
do tratamento com fungicidas (SIMON et al., 2005; AVERRE et al., 2002; KOIKE et al.,
2014).
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Figura 1 - Estagio da doenca causada pelo fungo Botrytis cinerea
Fonte: Blog Agromoeng, 2011.

3.3  AGROQUIMICOS E CONTROLE BIOLOGICO

O uso intensivo de agroquimicos para o controle de doencas, pragas e plantas
invasoras na agricultura tem reconhecidamente promovido diversos problemas de ordem
ambiental, como a contaminacdo do solo, da &gua, dos animais e dos alimentos, além de
provocar a intoxicacao dos agricultores e a resisténcia de patdgenos, pragas e plantas daninhas
a certos principios ativos dos agroquimicos utilizados. A sua utilizacdo provoca o
desequilibrio biologico, alterando a ciclagem de nutrientes e da matéria organica, elimina
organismos benéficos e reduz a biodiversidade, entre outros. E bastante utilizado devido a sua
praticidade e simplicidade para a sua aplicacdo nos alimentos (MORANDI e BETTIOL,
2009).

Anualmente sdo utilizados no mundo aproximadamente 2,5 milhGes toneladas de
agroquimicos. O consumo de agroquimicos no Brasil tem sido superior a 300 mil toneladas.
Durante o passar dos anos 0 consumo de agroguimicos teve um aumento da ordem de 700 %,
um valor elevado quando relacionado ao crescimento da agricultura no mesmo periodo que
foi de cerca de 78 % (SPADOTTO e GOMES, 2011).

A constante preocupacdo com o meio ambiente e a salde, vem impulsionando a
sociedade a pressionar 0s setores de producdo na direcdo do aumento da oferta de alimentos
mais saudaveis, a exemplo dos protocolos estabelecidos pelo mercado europeu que estabelece

o limite de 0,1 mg L™ para todos os agrotoxicos, visando & seguranca alimentar do
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consumidor. O Brasil e diversos outros paises, que tem a agricultura como base de sua
economia, sentem a necessidade da implantagdo de sistemas mais saudaveis de producédo
integrada, onde o controle biol6gico é uma ferramenta indispenséavel para a reducéo do uso de
fungicidas (LOPES, 2009; ASSI, 2005).

O morango é uma das culturas em que a quantidade empregada de agroquimicos
acumulados é cerca de 30% acima do limite permitido (RIVAS, 2013). Segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, em 2012, de 211 amostras analisadas, 125, ou
seja, 59% das amostras estavam com concentragdes acima do limite permitido (BRASIL,
2012).

Hoje em dia estudam-se alternativas para a reducdo de agroquimicos, uma das
alternativas é o emprego de manejo integrado de doencas de plantas, qual inclui o controle
biologico, o controle cultural, emprego de cultivares mais resistentes a doencas e pragas € 0
uso de produtos de origem natural, com atividade antimicrobiana direta. Deste modo a forma
de controle microbiano se encaixa no uso de extratos vegetais e microbianos em plantas
(STANGARLIN et al., 2008).

3.4 PROPOLIS

A prépolis € uma resina elaborada por abelhas a partir de materiais retirados de
tecidos vegetais (Figura 3), misturados com substancias proprias como enzimas e
transformada a fim de ser usada para selar diversos buracos e frestas na colmeia. A propolis é
conhecida como uma “arma quimica” para a protecao da colmeia contra microrganismos
patogénicos e animais (BANKOVA, 2005).

A prépolis € uma substancia rigida, sua coloracdo depende da vegetacao presente que
foi utilizada para produzi-la, apresenta uma coloracdo que varia de marrom escuro ao marrom
avermelhado, sendo que esta variacdo depende da origem e da idade (SOUZA et al., 2007),
além de que a sua composicdo quimica € diferente de regido a regido, sendo que esta variacao
influencia na acdo farmacoldgica e toxicoldgica. Portanto, a origem geogréafica da coleta é um
fator importante para a sua efetiva aplicacdo (MORENO et al., 2000; BANSKOTA et al.,
2000; PARK et al., 2002).

A composicdo quimica da prépolis é complexa devido ao material vegetal recolhido
pelas abelhas para a producdo, também o motivo séo as diversas substancias encontradas em

propolis em diferentes partes do mundo. Essa mistura é constituida de mais de 180 compostos
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identificados, apresentando cerca de 47 % de resinas contendo sais minerais, vitaminas,
compostos fendlicos como flavondides, acidos graxos e ésteres entre outros, bem como 30%
de ceras, 10% de 6leos volateis e 5 % de pélen (MARGHITAS et al., 2013; BURDOCK,
1998; BANSKOTA et al., 2000; SOMNEZ et al., 2005; CUSHNIE, LAM, 2005).

Dentre as suas acdes a apresenta potencial terapéutico, tendo aplicagdo nas inddstrias
farmacéutica e também alimenticia. Devido a sua alta composicdo de distintas substancias a
prépolis é responsavel por atividades bioldgicas, como antibacteriana, anti-inflamatoria,
anticancer e em especial pela sua atividade antifingica (SALOMAO et al., 2008; MURAD et
al., 2002; ORSATTI et. al., 2010; MISSIMA e SFORCIN et al., 2008; DOTA et al., 2011),
sendo estas acdes bioldgicas a responsavel pela sua aplicacdo nas industrias farmacéutica e
alimenticia.

Os flavonoides, juntamente com os &cidos fenolicos, ésteres e cetonas, sdo
considerados as substancias de maior importancia presente na prépolis, os quais sdo indicados
como responsaveis pela agdo antimicrobiana (SOMNEZ et al., 2005; CUSHNIE, LAM, 2005;
ALENCAR et al., 2007).

A capacidade da prépolis de inibir o crescimento de microrganismos vem sendo
estudada e comprovadas cientificamente (SALOMAO et al., 2007). Diversos pesquisadores
realizaram estudos contra diversas cepas de bactérias patégenas, comprovando e evidenciando
a sua acdo antimicrobiana (PARK et al., 1998; SILVA et al., 2006; LUSTOSA, 2007) e

evidenciado a sua utilizacdo em diversos alimentos para atuar com esta agéo.



Figura 2 - Prépolis in natura
Fonte: Tatiane Cavazinni, 2013.
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4 METODOLOGIA

41  AMOSTRAS

4.1.1 Propolis

A propolis in natura foi adquirida na feira do produtor da cidade de Francisco
Beltrdo-PR, de um produtor rural da regido, proveniente da producéo de abelhas do género

Apis mellifera, colhida no més de julho de 2014.

4.1.2 Morango

Foram adquiridas trés amostras de 200 gramas de morango, sendo duas amostras de
morango convencional no comércio local, onde as bandejas com os morangos foram
selecionadas, e coletadas em dois periodos distintos, sendo eles julho e agosto de 2014, e uma

amostra de morango hidropdnico de um produtor rural da cidade de Francisco Beltréo.

4.2  ANALISES FiSICO QUIMICAS DA PROPOLIS

4.2.1 pH

A analise de pH foi realizada nos extratos da propolis e subproduto segundo a
metodologia oficial descrita pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985).

4.2.2 Cinzas

Um cadinho de porcelana foi previamente calcinado em mufla a 450 °C por 30
minutos e apos o seu resfriamento em dessecador, seu peso (tara) foi determinado em balanca

analitica. Neste cadinho foram adicionados cerca de 3,0 g da propolis triturada, pesados em
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balanca analitica, os quais foram incinerados e, posteriormente, submetidos a calcinacdo em
mufla a temperatura de 450 °C por 2 h. Foi colocado em dessecador para arrefecimento e
pesagem posterior (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.2.3 Umidade

Em um cadinho de porcelana foram pesados cerca de 3 gramas de amostra em
balanca analitica, colocados em estufa a 105 °C e ap6s 12 horas os cadinhos foram retirados e
colocados em dessecador até a temperatura ambiente, onde depois foram pesados. A analise
foi realizada em triplicata (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

4.2.4 Determinacao do Teor de Ceras

Aproximadamente 1 g de propolis triturada foi pesada em balanca analitica e
colocado em frasco de vidro, 10 mL de éter de petréleo foram adicionados sob agitacdo. Em
seguida o conjunto foi levado a aquecimento até ebuli¢cdo do solvente e mantido por 5 min. A
fracdo etérea foi desprezada. Este processo foi repetido por outras duas vezes. Posteriormente,
procedeu-se a secagem da amostra remanescente, sendo esta pesada apods resfriamento do
material (BRUSCHI, 2002).

4.2.5 Determinacdo do Teor de Flavonoides Totais

Foram pesados cerca de 0,200 g da amostra de prépolis triturada, em balanca
analitica, posteriormente foram colocados em baldo de fundo redondo de 50 mL e foram
acrescentados 0,5 mL de uma solucdo de hexametilenotetramina 0,5% (p-p), 20 mL de
acetona e 2 mL de &cido cloridrico 6% (v-v). Foram aquecidos sobre refluxo por trinta
minutos a uma temperatura de 58 °C. A mistura foi filtrada para baldo volumétrico de 50 mL
através de algodao. O residuo da propolis e o algodao foram lavados com duas porcdes de 20
mL de acetona, aquecendo-se a fervura sobre refluxo por 10 minutos em cada lavagem. Apds
o resfriamento a temperatura ambiente, procedeu-se uma nova filtracdo através do algodéo
para o baldo volumétrico, completando-se o volume do baldo com acetona. Exatamente 5 mL

da solucéo acetdnica foram transferidos para funil de separacéo, tratados com 10 mL de agua,



25

e em seguida extraidos com 10 mL de acetato de etila, repetindo-se a operagao por trés vezes,
com porgdes de 5 mL de acetato de etila. As fases de acetato de etila foram reunidas em funil
de separacdo e lavadas com duas porg¢des de 25 mL de agua. A seguir, a fracdo em acetato de
etila foi filtrada para um baldo volumétrico de 25 mL, através de algoddo e sulfato de sodio
anidro e completou-se o volume. Exatamente 5 mL dessa fracdo foram colocados em bal&o
volumétrico de 25 mL, juntando-se 0,5 mL da solugdo de cloreto de aluminio 2% (v/v) e
completando-se com solucdo metandlica de acido acético 5% (v/v). Ao mesmo tempo, 5 mL
da fracdo de acetato de etila foram diluidos em baldo volumétrico de 25 mL com solugéo
metandlica de &cido acético 5% (v/v), formando a solu¢do compensacao. Apos trinta minutos,
procedeu-se a leitura em espectrofotdometro (425 nm) (DEUTSCHES, 1994).

4.3 ISOLAMENTO FUNGICO

4.3.1 Botrytis sp.

O isolamento do fungo Botryts sp. foi realizado direto do fruto. O fruto foi incubado
em frascos estéril a 25° C. A partir dos frutos selecionados os fungos desenvolvidos foram
isolados em meio Agar Batata Dextrose (BDA) previamente acidificado com Acido tartérico
(pH 3,5), pelo método estria por esgotamento e incubados em estufa BOD a 25° C por 5 dias.
O fungo isolado foi inoculado em tubos inclinados contendo o meio BDA, e armazenados
sob-refrigeracédo para a utilizacdo de futuras atividades (DIFCO MANUAL, 1984).

4.4  PREPARO DOS EXTRATOS DA PROPOLIS

Foram preparados extratos de propolis contendo 30% (m/m) de droga em relagcdo aos
seguintes liquidos extratores:

a) alcool 96%;

b) alcool-agua 50 % (m/m);

c) agua ;

d)  metanol,

e)  acetato de etila;

f)  n-hexano.
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Foi adicionada a propolis ao volume de solvente extrator, em recipiente adequado. O
material foi submetido a trés turbos extragcdes de 5 minutos, com dois intervalos de repouso de
cinco minutos. Cada extrato foi submetido a filtragdo com funil de buchner, sob vacuo e
acondicionado em frasco de vidro d&mbar com batoque interno de vedacdo e tampa rosca
(LIST e SCHMIDT, 1989).

4.5 DETERMINACAO DO RESIDUO SECO DO EXTRATO DA PROPOLIS

Utilizando-se balanca analitica foram pesados em placas de Petri taradas,
aproximadamente 3,000 g de amostra. A amostra foi levada a estufa e seca a 110 °C, até peso
constante, calculando-se a porcentagem de residuo seco em relacdo a massa inicial
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

46  ATIVIDADE ANTIFUNGICA PELO METODO DE MICRODILUICAO EM
CALDO

Os testes de sensibilidade em antifangicos foram realizados pelo método de
microdilucdo em caldo Sabouraud, onde foram suspensos 1 x 10° dos esporos do fungo de
género Botrytis isolados a partir do fruto, em 100 pL de Sabouraud na placa de
microtitulacéo.

Foram preparadas concentracdes dos extratos da prépolis nas concentracfes testadas
de 250, 500 e 1000 pg/mL, aliquotas de cada diluicdo de cada extrato foi dispensada nos
pocos de placas de microtitulacdo de fundo chato (PIRES, 2010), juntamente com 1% da
solucdo de Tween 80. Os indculos foram preparados na solucdo de Tween 80 e suspensos um
volume de 100 pL na placa. Foram adicionados aos pocos 1 a 12 da placa de microdilui¢do
100 pL de agua destilada estéril e 100 pL do indculo (controle positivo de crescimento).
Foram adicionado nos pocos B ao G 100 puL do caldo Saboraud, mais 100 pL do indculo e
cada diluicdo do antifingico para atingir as concentracdes finais tanto do indculo quanto da
droga. Ao poco de letra H foram adicionados 100 pL do inoculo, 100 pL. de Sabouraud e o

antifangico Ciprodez (ciprofloxacino) (controle negativo de crescimento). Foi aplicado um
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teste controle com todos os solventes utilizados para a preparagdo dos extratos com o fungo,
sendo utilizadas as mesmas condigdes usadas como liquido extrator nos preparos dos extratos.
As concentrac@es inibitorias minimas (CIMs) foram determinadas em 24 horas, 48 horas e 72
horas de incubacdo a 25° C, sendo as leituras realizadas por espectrofotometria
(RODRIGUEZ-TUDELLA et al., 2003; RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2007) com leitor de
microplacas a 630 nm (EUCAST-AFST, 2008).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos das analises fisico-quimicas e microbioldgicas foram submetidos

ao tratamento de média, desvio padréo e coeficiente de variagao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  ANALISES FiSICO- QUIMICAS

Os valores das analises da caracteriza¢do da propolis estdo dispostos na tabela 1, para
a discussdo dos resultados foi realizado o tratamento de média, desvio padrdo e coeficiente de
variacdo da amostra de propolis.

Tabela 1 - Caracterizagédo da amostra de propolis quanto aos seus parametros fisico-quimicos.

Experimento Resultado Desvio Padréo/ CV Requisito da Legislacdo
Umidade 7,45% + 0,06/ 0,85 Maximo de 8 %

Cinzas 2,04 % +0,02/ 1,23 Maximo de 5 %

Ceras 11,35% +0,87/ 7,68 Maximo de 25 %
Flavonoides 0, 26 % +0,01/ 5,73 Minimo de 0,25 %

Cv: coeficiente de variacdo

Os dados expressos na tabela 1, da analise de propolis da regido de Francisco Beltréo
foram comparados com a Instru¢do Normativa n°. 3 de 19 de janeiro de 2001 do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2001). Pode-se observar que a amostra de
propolis esta de acordo com o limite estabelecido quanto ao percentual de umidade, cinzas,
ceras e flavonoides.

A umidade e o teor de cinzas influenciam na qualidade do produto, através destas
analises podem ser identificadas possiveis fraudes ao produto, e até mesmo as condigdes em
que o produto foi armazenado (MARCUCCI, 2005).

O teor de umidade é mais elevado quando a propolis ndo € armazenada de maneira
correta, onde vai causar a deterioracdo do produto mais rapido, se a mesma estiver com um
alto indice de &gua, poderdo ocorrer o crescimento de fungos que vao interferir na sua
qualidade, onde o produto ira se tornar impréprio para o consumo (SALATINO, 1999;
MARCUCCI, 2005).

Melo et al., (2012), avaliaram a umidade de amostras de propolis de varias regides do
Brasil, onde os resultados de umidade da regido Nordeste foram semelhantes aos da regido
Sul, sendo respectivamente 4,59% e 4,48%, e 0 mesmo ocorreu na regido Sudeste e regido
Oeste com 6,30% e 6, 64%. Todas as amostras se encontraram nos limites estabelecidos pela
legislacdo (BRASIL, 2001).
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Os autores ainda citam que as variagdes do teor de umidade podem estar relacionadas
ao local onde a propolis é depositada na colmeia, pois quanto maior o contato com o ambiente
externo, maior sera o teor de agua da propolis, atribuindo em maior ou menor umidade nas
amostras. Silva (2009) avaliou a qualidade de dois tipos de propolis, a prépolis verde e
marrom, onde o teor de umidade foi de 7,77 % para prépolis marrom e 8,63 % para a propolis
verde. Os autores ainda atribuem o alto teor de umidade da propolis verde pelo
acondicionamento incorreto do produto.

As cinzas sdo um constituinte natural da prépolis, o material inorganico em altas
quantidades denunciam adultera¢fes no produto, como adicdo de terra ao produto em pé ou
até mesmo outros residuos gerados de extracdo da prépolis (WOISKY, 1996; MARCUCCI,
2005; SALATINO, 1999).

Segundo Franco et al. (2000), o alto teor de cinzas sdo provenientes contaminacao
por impurezas naturais do ambiente, uma vez que a colmeia estdo expostas ao ar livre, onde
contém diversas particulas de poeiras, insetos e folhas. Aléem de ainda pode ocorrer a adi¢céo
intencionalmente de impurezas nas colmeias pelas abelhas.

Garcia et al. (2000), analisaram amostras de propolis provenientes do estado do
Parana e encontrou valores de cinzas de 3,56 % nas amostras coletadas no periodo do verao e
3, 20 % no inverno, valores maiores do que os obtidos neste trabalho.

Silva et al. (2006), realizou a anélise do teor de ceras de seis colheitas de prépolis da
regido da Paraiba, constatou-se que os resultados obtidos para o teor de ceras das colheitas 2,
3, 4 e 5 ndo estavam de acordo com o limite estabelecido pela legislacdo, pois apresentaram
respectivamente 38,55 %, 38,05 % e 30,49 % de ceras, que ultrapassam o limite de 25 % de
ceras. Ja as amostras de propolis das colheitas de 1, 4 e 6 apresentaram valores
respectivamente de 2,25 %, 23,06 % e 15,69 %, se encontrando em acordo com a legislacéo
vigente (BRASIL 2001). Silva et al. (2006), ainda citam que a variacdo dos dados obtidos
pelo seu estudo, durante o periodo de colheita das amostras onde apresentaram um alto teor de
ceras é devido ao periodo das colheitas, onde a medida em que as abelhas encontram escassez
de resina no campo, comegam a aumentar a proporcdo de ceras na propolis produzida durante
0 periodo de colheita.

Garcia et al. (2000), encontram altos teores de ceras do estado do Parana, que
correspondiam a 26,72 % da coleta de verdo e 25,08 % da coleta de inverno.

A legislacdo classifica a propolis quanto ao seu teor de flavondides como:baixo teor:
até 1,0 %, médio teor: 1,0, 2,0 % e alto teor: superior a 2,0 %. Desta forma, o teor de

flavonoides total encontrado no trabalho se caracteriza como baixo teor (BRASIL, 2001).
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Nunes (2008), analisou o teor de flavondides de 8 amostras de préprolis provenientes
de varias estados do Brasil, onde somente as amostras A7 (Minas Gerais) e A8 (Ceard)
apresentaram o teor abaixo do exigido (0,25 %).

Dutra et al. (2008), avaliaram o teor de flavonoides em 7 amostras de onde 5
amostras eram provenientes do municipio de Arari no Estado do Maranh&o, uma amostra do
municipio de S&o Jodo Batista e uma de Sdo Bento, onde os teores de flavondides variaram
entre 0,17 a 2,76 %. Os autores constataram que as amostras do municipio de Arari
apresentaram um alto teor de flavondides e de acordo com a legislacdo amostras sdo
consideradas de alto teor de flavondides, duas amostras apresentaram baixo teor de
flavonoides com 0,17 %, e por fim as duas Ultimas amostras apresentaram um teor médio de
flavondides com 0,61 %.

Assim como a composicdo da propolis varia de acordo com a regido geografica,
podemos atribuir ao conteudo de flavondides de acordo com a flora, periodo da coleta, regido
coletada pelas abelhas entre outros fatores (BANKOVA, 2005; PARK et al., 2002).

A diferenca entre a amostra estudada neste trabalho e as amostras analisadas pelos
autores nos dados publicados, pode ser devido a auséncia de flores na regido de Francisco
Beltrdo na época da coleta, o que leva as abelhas a coletar outras substancias fendlicas para a
producéo da propolis.

A tabela 2 apresenta os resultados obtidos para a determinacao do residuo seco e pH

dos extratos da propolis.

Tabela 2 -Valores da determinacéo do residuo seco e pH dos extratos da prépolis

Residuo seco (%) pH
Propolis ¢/ 4gua 15,08 (+0,01) 5,03 (£0,03)
Propolis ¢/ alcool 96 70,00 (£0,06) 5,24 (+0,08)
Propolis ¢/ alcool 50 17,58 (+0,01) 5,02 (£0,01)
Propolis ¢/ hexano 6,00 (+0,53) 4,14 (+0,16)
Propolis ¢/ acetato 84,00 (+0,01) 3,93 (£0,07)
Propolis ¢/ metanol 76,58 (+£0,02) 4,74 (£0,11)

De acordo com a tabela 2 observamos as diferencas entre o0s residuos secos que
variaram de 6,00 a 76, 58 %, de acordo com cada solvente utilizado para a producdo dos
extratos.

Pode-se observar que os residuos alcoolicos de prépolis como o alcool 96, metanol

respectivamente com 70 e 76, 58 %, apresentaram maiores valores do residuo seco em relagdo
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aos demais extratos, onde pode-se atribuir a este fendmeno a saturacéo do liquido extrator e
ao fato do &lcool solubilizar a resina melhor que os extratos que contém &gua, apresentando
valores de 15,08 % e para o extrato de &lcool 50 17,58 %, podemos conferir isto ao fato de a
prépolis ser um material resinoso insolivel em dgua (LONGHINI, 2007)

O liquido extrator aqui apresentou menor residuo seco foi o do hexano com 6 %,
devido ao hexano ser apenas capaz de extrair apenas compostos mais apolares da propolis
(PEREIRA, 2011).

O extrato com acetato de etila obteve um melhor valor comparado aos demais
extratos com 84 %, este solvente é capaz de extrair diversos compostos da propolis como
cumarinas e flavonoides (MARTINS et al., 2012).

Longhini et al. (2007), preparou seis extratos de prépolis com dois tipos de liquidos
extratores, onde trés foram produzidos com alcool e os demais com glicdlicos, uma mistura de
glicol e 4gua. Os extratos alcodlicos de prépolis apresentaram maiores valores de residuo seco
com 14,90 %, sem apresentar 0 aumento no seu teor de flavondides, ja os extratos glicolicos
apresentaram um residuo seco de 1,85 %, devido a insolubilidade da propolis, além do seu
teor de flavondides também ter diminuido.

Os autores ainda analisaram o pH dos extratos preparados, onde a faixa de pH dos
extratos alcodlicos variou de 5,46 a 5,82, enquanto para os extratos glicolicos variou entre
4,86 a 5,03. O pH é um dos parametros fundamentais para avaliara a qualidade do extrato,
pois este é responsavel por selecionar e determinar quais substancias foram extraidas.

Os valores de pH dos extratos preparados a base de agua e os extratos alcodlicos
encontrados no trabalho séo parecidos com o estudo realizado por Longhini et al. (2007). O
extrato que obteve uma maior variacdo dos demais foi o produzido com acetato com um pH
em torno de 3,93. Em geral todos os extratos apresentaram um pH de carater acido que evita a

contaminacdo dos extratos por microrganismos.

5.2 PADRONIZACAO DA METODOLOGIA

Durante o desenvolvimento do trabalho foram encontrados alguns dificuldades na
padronizacdo da metodologia, principalmente relacionados com a solubilidade dos extratos,
ocasionado pela diversidade de polaridade dos solventes utilizados. Em geral os ensaios
microbiolégicos sdo desenvolvidos em meio aquoso, ou seja, polar. Como uma forma de se

tentar resolver o problema de solubilidade, foi utilizado nos experimentos a adicdo do
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surfactante Tween 80. Uma anélise prévia foi realizada utilizando-se varias porcentagens de
Tween 80 para verificar se este ndo inibia o crescimento do fungo e verificar a melhor

porcentagem para se aplicar nos extratos.

Tabela 3 - Porcentagens testadas de Tween 80

Porcentagens 15% 10% 1% 0,1% 0,01%

Fungo Botrytis sp. + + + + +

(+) crescimento positivo do fungo

O teste foi realizado em placa de Elisa e apds o periodo de incubacdo do fungo (5
dias) a placa foi submetida a leitura visual a olho nu. Foi observado que nenhum dos
percentuais de Tween utilizados inibiram o crescimento do fungo do género Botrytis. Desta

forma, foram adotados o valor de 1 % de Tween 80 para os testes subsequentes.

5.3  ANALISE DO TESTE DE MICRODILUICAO EM CALDO

Para a melhor compreenséo e interpretacdo dos resultados da acdo antimicrobiana dos
extratos, abaixo se encontra os graficos com as leituras de absorbancia da microplaca (630
nm).

No grafico 1 esta expresso o resultado da leitura da absorbéancia (630 nm) para o teste
de controle de Botrytis cinerea com o extrato aquoso de propolis.

Podemos observar que as absorbancias (630 nm) dos extratos aquosos de prépolis
(250 -1000 pg/mL) e dos controles com agua variaram de acordo com as concentracoes. Para
a leitura de 24 horas observamos que B. cinera cresceu melhor nos pocos tratados do que nos
pocos com o controle agua na mesma concentracdo do extrato correspondente. Em 48 horas,
nas concentrac6es de 250, 500 e 1000 pg /mL, o fungo teve um crescimento gradual. Pode-se
verificar que o extrato aquoso apresentou efeito contra o fungo na concentracdo de 500
pg/mL. na concentracdo de 1000 pg /mL B. cinera teve um maior crescimento nos pogos
tratados em relacdo a agua, o dado indica um resultados falso positivo, pois se na
concentracdo de 500 pg/mL o extrato teve acdo, entdo na concentracdo de 1000 pg/mL o
extrato deveria manter a atividade contra o fungo. Em 72 horas a concentracdo de 250 pg/mL
continuou apresentando um maior crescimento de B. cinera em comparagdo ao solvente, nas

concentracdes de 500 e 1000 pg/mL o extrato apresentou efeito contra crescimento do fungo
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quando comparado ao controle.Sendo que na concentragdo de 1000 pg/mL a inibicdo do

extrato ndo € uma inibicdo dose- dependente, pois ndo apresenta agdo inibitdria parcial do

fungo.
1
0,9
= 0,8 m 250
c
=4 8’; m solvente
(-]
.§ 0,5 m 500
S804 H solvente
203 #1000
<02 = solvent
01 solvente
0
24 48 72
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Gréfico 1 - Crescimento do Fungo Botrytis cinerea do extrato Aquoso

No gréafico 2 esta expresso o resultado da leitura de absorbancia para o fungo B.
cinerea com o extrato de propolis em etanol 96%.

Em 24 horas os pogos com o fungo tratado com o extrato etanolico de propolis
tiveram um crescimento maior que em etanol a 96% na concentracdo de 250 pg/mL. Na
concentracdo de 500 pg/mL B. cinera cresceu em pequena escala em relacdo ao solvente Na
concentracdo de 1000 pg/mL teve a mesma reacdo onde pode-se notar que houve efeito contra
o fungo nas concentracdes citadas a cima. Em 48 e 72 horas nota-se que o extrato etandlico de
propolis nas concentracdes de 500 e 1000 pg/mL continuaram apresentando efeito no

crescimento contra B cinerea.
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Graéfico 2 - Crescimento do Fungo Botrytis cinerea do extrato etanol 96%

No gréafico 3, o teste com o do extrato de prépolis em etanol 50 % mostrou que em
24 horas o crescimento de B. cinerea se comportou do mesmo modo para a concentracdo de
250 pg/mL comparando-o com o solvente (etano 50 %), nas concentracGes de 500 e 1000
pg/mL houve um crescimento maior do bolor nos extratos do que nos solventes. Em 48 horas,
B. cinerea apresentou um crescimento parecido ao solvente na concentracdo de 250 pg/mL,
nas concentrac6es de 500 e 1000 pg/mL o fungo apresentou um maior crescimento nos pogos
tratados em relacdo ao solvente. J& em 72 horas, as concentragdes de 500 e 1000 pg/mL
apresentaram um alto crescimento fungico em comparacdo ao solvente, ndo havendo a
atividade no crescimento fungico, porém na concentracdo de 1000 pg/mL, o extrato
apresentou uma baixo efeito contra B. cinerea, o fato se deve a coloracdo do extrato cuja

concentracdo comecou a interferir na leitura da absorbancia a 630 nm.
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Gréfico 3 - Crescimento do Fungo Botrytis cinerea do extrato etanol 50 %

No grafico 4 nota-se que em 24 horas 0s po¢os com o tratado com extrato hexanico de
prépolis apresentou maior crescimento em relacdo ao solvente n-hexano.

Em 48 horas ha indicios do efeito sobre o crescimento de B. cinerea na concentracao
de 250 pg/mL. Na concentracdo de 500 pg/mL observa-se efeito contra 0 B. cinerea pelo
extrato hexanico de prépolis E na concentracdo de 1000 pug/mL apresentou baixo inibicdo do
fungo em relacédo ao solvente.

Ja em 72 horas o extrato hexanico de prépolis que em 48 h tinha exibido indicios de
efeito sobre a inibicdo no crescimento ndo manteve esse efeito. Ja a concentracdo de 500
pg/mL continuou apresentando efeito no crescimento de B. cinerea. O altos valores de
absorbancia na concentracdo de 1000 pg/mL em relacdo ao solvente, indica um resultado

falso positivo da analise.
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Graéfico 4 - Crescimento do Fungo Botrytis cinerea do extrato hexanico

No grafico 5 verificamos que em 24 horas o bolor testado em acetato de etila
apresentou um maior crescimento de B. cinerea quando comparado aos tratados com o0s
extratos de propolis neste solvente.

Em 48 horas pode ser observado na concentracdo de 500 pg/mL o efeito no
crescimento fangico do extrato acetato etilico de propolis ao fungo, em 72 horas a
concentracdo continua apresentando efeito contra B. cinerea. Ja na concentracdo de 1000
pHg/mL em 48 horas ndo apresenta efeito sobre o crescimento fungico do extrato acetato etilico

de propolis, apresentando a acdo somente em 72 horas.
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Gréfico 5 - Crescimento do Fungo Botrytis cinerea do extrato Acetato de Etila.

No grafico 6 observamos que a partir da concentracao de 250 pug/mL em 24 e 48
horas a leitura de absorbancia (630 nm) devido a coloracdo do extrato etandlico de propolis
acabou influenciando nas andlises. Em 72 horas nota-se uma diminuicdo da leitura de
absorbancia nas concentracdes de 250 e 500 pg/mL, onde se poderia dizer que houve acdo do
extrato contra o fungo, mas analisando a concentracdo de 1000 pg/mL percebe-se que a
coloracdo do extrato influenciou na absorbancia resultando em um dado falso-negativo, pois

ndo houve inibicdo do fungo.
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Graéfico 6 - Crescimento do Fungo Botrytis cinerea do extrato Metanolico
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No grafico 7 estdo expostos os resultados obtidos pela leitura de absorbancia (630

nm) do teste com Botrytis sp (MH) isolado de morango hidrop6nico no extrato com agua.
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Gréfico 7 - Crescimento do Fungo Morango Hidropdnico do extrato aquoso
M.H: morango hidropdnico
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Observamos que nas concentragdes de 250 pg/mL em 24 horas a resposta do bolor
ao tratamento apresentou uma pequena na leitura de absorbancia entre o extrato e o solvente,
ja para a concentragdo de 500 pg/mL houve um crescimento maior no solvente teste que o
tratado com o extrato aquoso de propolis. Na concentragdo de 1000 pug/mL o fungo teve um
crescimento superior no extrato em relagéo ao solvente.

Em 48 horas nas concentragdes de 250 pg/mL o fungo teve um crescimento similar
ao de 24 horas. Na concentragdo de 500 pg/mL houve um maior crescimento da cepa (MH)
nos pocos tratados que nos pogos com o solvente somente, porém na concentragéo de 1000 pg
/mL o extrato apresentou efeito contra MH.

Em 72 horas houve um maior crescimento do da cepa MH nas concentragdes testadas
do extrato de propolis em relacdo ao solvente, sendo que na concentra¢do de 500 pg /mL o
crescimento do solvente foi muito baixo.

A concentracdo de 1000 pg /mL que em 48 horas apresentou efeito sobre o
crescimento fungo, ndo manteve esse efeito em 72, apresentando um maior crescimento
fungico que no solvente. O extrato aquoso da prdpolis ndo apresentou inibicdo total contra a
cepa isolada do morango hidropénico em nenhumas das concentragdes testadas.

No gréafico 8 a coloracdo do extrato da propolis com o alcool 96 % teve interferéncia
durante a leitura da absorbancia, sendo assim nao foi possivel analisar o crescimento da cepa
MH isolada do morango hidropdnico.
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Gréfico 8 - Crescimento do Fungo Morango Hidrop6nico do extrato etanol 96 %.
M.H: morango hidropdnico
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No gréfico 9 avaliacdo do efeito do extrato de propolis em etanol 50 % resultou em

uma grande variagdo das leituras de absorbancia.
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Gréfico 9 - Crescimento do Fungo Morango Hidrop6nico do extrato etanol 50 %.
M.H: morango hidrop6nico

Em 24 horas observa um crescimento uniforme do bolor nos extratos e solventes,
onde somente na concentracdo de 1000 pg /mL houve um crescimento do fungo no extrato de
propolis em etanol 50 % maior que em relacdo ao controle com etanol 50 % somente,
atribuimos este fato a coloracdo do extrato.

Em 48 horas temos um crescimento similar do microrganismo em todos 0s testes,
verificando que em algumas o crescimento fungico no controle s6 com o solvente foi maior
em relacdo ao extrato etanoico 50% de prépolis, (500 e 1000 pg /mL), apresentando efeito
sobre o crescimento microrganismo.

Ja em 72 horas é possivel verificar a interferéncia da coloracdo dos extratos na
leitura, onde os extratos de propolis apresentam um valor de absorbancia maior que o0s
solventes, percebe-se que nas concentra¢fes de 500 e 1000 pg /mL o resultado da analise foi
controverso em relacdo a leitura de 48 horas, pode-se dizer que a leitura apresentou um
resultado falso positivo nas concentracdes de 500 e 1000 pg /mL pela interferéncia da

coloragéo.
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No gréfico 10 pode-se verificar os extratos de propolis afetou o crescimento onda
cepa MH nos extratos hexanicos de prépolis em 48h;

Em 72 horas a concentracdo de 1000 pg /mL continuou inibindo porém efeito ndo foi
tdo eficiente quanto em 48 horas, para a concentracdo de 500 pg /mL houve uma diminuigédo
drastica do crescimento fingico no extrato e em hexano, resultado esse que pode ser atribuido

a morte de algumas células, ou erro durante a leitura.
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Gréfico 10 - Crescimento do Fungo Morango Hidropdnico do extrato hexanico
M.H: morango hidrop6nico

Observa-se que no grafico 11 as leituras do extrato de prépolis em relacéo ao solvente
acetato de etila. Em 24 horas ndo houve diferenca entre o crescimento do fungo no extrato e
no solvente, somente na concentracdo de 1000 pg/mL em acetato de etila houve um
crescimento fingico maior que ao teste com extrato de propolis em acetato de etila, sendo
assim podemos inferir que o extrato inibiu o crescimento do fungo, em 48 horas as
concentracdes de 250, 500 e 1000 pg /mL apresentaram efeito contra o fungo, sendo a
concentracdo de 500 pg /mL a mais efetiva, em 72 horas a concentracdo de 500 pg/mL
continuou apresentando efeito contra o crescimento da cepa MH. Na a concentracdo de 1000
Mg /mL apresentou um absorbancia menor do extrato em relacdo ao solvente a cepa, mas

como Vvalores acima de 0,8 de absorbancia.
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Gréfico 11 - Crescimento do Fungo Morango Hidropdnico do extrato Acetato de etila.
M.H: morango hidrop6nico

No grafico 12 pode ser observado que a coloracdo do extrato metandlico de prépolis
influenciou na analise de leitura de absorbancia, ndo sendo possivel verificar os resultados das
concentracdes que inibi¢do do fungo.
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Gréfico 12 - Crescimento do Fungo Morango Hidropénico do extrato Metandlico
M.H: morango hidropdnico

Os gréaficos 13-18 apresentam as analises dos efeitos dos extratos de prépolis sobre o

crescimento da cepa de Botrytis sp isolada de morango convencional (MC).
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No gréfico 13 nota-se que as concentragdes de 500 e 1000 ug /mL de prépolis em
extrato aquoso apresentaram efeito no crescimento da cepa MC até 72 horas. A concentragao
de 250 pg /mL em 48 horas apresentou um crescimento fungico maior nos pocos tratados com
0 extrato que nos pogos com solvente aquoso, porém em 72 horas o extrato ndo foi capaz de

apresentar efeito contra o fungo.
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Gréfico 13 -Crescimento do Fungo Morango Convencional no extrato aquoso.
M.C: morango convencional.

No teste com extrato de prépolis em etanol 96% novamente houve interferéncia da
coloracdo do extrato de prépolis nas absorbancias analisadas, ndo sendo possivel verificar o

efeito do extrato contra a cepa MC.
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Grafico 14 - Crescimento do Fungo Morango Convencional no extrato etanol 96 %.
M.C: morango convencional.

No gréfico 15 percebe-se que as concentracdes de 250, 500 e 1000 pg /mL no extrato
de prépolis em etanol 50 % em 24 horas apresentam efeito sobre o crescimento do fungo. Em
48 horas 0 extrato na concentracdo de 250 pg /mL teve baixo efeito sobre a cepa MC, ja nas
concentracdes de 500 e 1000 pg /mL do extrato de propolis em etanol 50% permaneceram
ativas contra o microrganismo, em 72 horas o extrato nao foi capaz de manter o efeito.
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Gréfico 15 - Crescimento do Fungo Morango Convencional no extrato etanol 50 %.
M.C: morango convencional.
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Nota-se que no grafico 16 com o extrato hexanico de propdlis o crescimento da cepa
MC de 24 a 72 horas foi constante, durante 48 horas o solvente da concentracdo de 500 e
1000 pg/mL apresentou um indicio de efeito a cepa MC, nas concentra¢es de 500 e 1000 ug

/mL um leve efeito contra o microrganismo foi mantida em 72 horas.
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Gréfico 16 - Crescimento do Fungo Morango Convencional no extrato hexanico.
MC: morango convencional.

Analisando o gréafico 17 verifica-se que em 24 horas a concentracdo de 1000 pg/mL
do extrato de prépolis em acetato de etila apresentou leve efeito contra a cepa MC, porém
apos 48 horas pode-se certificar de que o extrato testado ndo apresentou efeito a cepa MC,
uma vez que 0 seu crescimento nas concentragdes do extrato foi elevado em relacdo ao

controle.
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Gréfico 17 - Crescimento do Fungo Morango Convencional no extrato Acetato de etila.

M.C: morango convencional.

O grafico 18 expressa a influéncia da coloracdo dos extratos da prépolis em metanol

na leitura de absorbancia, onde ndo foi possivel notar a acdo antifliingica dos extratos.
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Gréfico 18 - Crescimento do Fungo Morango convencional no extrato metandlico.

M.C: morango convencional.

Foi realizado uma analise das placas de Elisa para verificar se 0s solventes utilizados

para o preparo dos extratos iriam causar danos a placa. Estes resultados estdo expostos na

tabela 4 aba

iX0.
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Tabela 4 - Efeito do solvente sobre a microplaca de poliestireno

Solvente Alteracdo na cor da microplaca
Etanol 96 % N.D

Etanol 50 % N.D

Hexanico N.D

Acetato de Etila N.D

Metanol Danificou a placa

N.D : ndo detectado.

Considerando a dificuldade de analisar através da leitura de absorbancia o efeito dos extratos e
seus solventes sobre o crescimento fangico, foram testados o efeito do solvente sobre as microplacas
de poliestireno, para verificar se o solvente danificaria a placa no teste com metanol observou-
se que nas bordas dos pocos da microplaca resultou em u uma mancha esbranquigadas.
Devido a este problema sugere-se a utilizacdo de microplacas com outro material que nédo
sofra a abrasividade é indicada. Ou confirmar os testes por métodos convencionais como
meios de cultura em Placas de Petri ou tubos de vidro resistentes a estes solventes.

Devido ao problema da interferéncia da cor dos extratos nas leituras de absorbancia
dos pocos da microplacas foi realizada uma analise das microplacas apds 24 horas de
tratamento, observando-se a presenca de estruturas fungicas do bolor testado em lupa de
aumento 10 x.

Na tabela 5 encontra-se os resultados das analise 24 horas de Botrytis cinerea para 0s

extratos com suas concentracoes e controles do solventes.

Tabela 5 - Analise da presenca de estruturas de B. cinerea através de lupa de aumento ap6s 24h (10x).

24 horas

250 Solvente 500 Solvente 1000 Solvente

Controle + - - - - - -
Prépolis + 4gua - - - - - -
Propolis + alcool - - - - - -
96%

Propolis + alcool - - - - - -
50%

Prépolis + hexano - - - - - -
Propolis + acetato de - - - - - -
etila

Prépolis + metanol - - - - - -

Controle - - - - - - -

Controle (+): &4gua e microrganismo +: crescimento do fungo
Controle (-): microrganismo e antifungicida antifungicida -: ndo detectado

No tempo de 24 horas néo foi detectado o crescimento do fungo Botrytis cinerea, em

nenhuma das concentragdes dos extratos, assim como no solvente.
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J& em 48 horas como pode ser observado na tabela 6, € possivel verificar que alguns
extratos demonstrou efeito contra o crescimento de B. cinerea, como o extrato de propolis e
hexano nas concentragdes de 500 e 1000 pg/mL, e dos extratos de hexano, acetato de etila e
metanol na concentragédo de 1000 pg/mL.

Comparando os resultados de 48 horas com as leituras de absorbancia pode-se
perceber que os resultados ndo foram mantidos para algumas das concentragdes, como 0
extrato metandlico que na leitura da absorbancia as concentragcbes de 500 e 1000 pg/mL
apresentou efeito, e nas leituras de com lupa somente a concentragdo de 1000 pg/mL teve
efeito contra a cepa do fungo.

Tabela 6 - Analise da presenca de estruturas de B. cinerea através de lupa de aumento ap6s 48 horas.

(10x).
48 horas
250 Solvente 500 Solvente 1000 Solvente
Controle + + + + ¥ ¥ i
Propolis + agua + + + + n +
Prépolis + alcool 96% + + + + + n
Prépolis + alcool 50% + + + + - .
Prépolis + hexano + + - + . +
Propolis + acetato de etila + + - - ; +
Propolis + metanol + + - - . +
Controle - - - - - - -
Controle (+): 4gua e microrganismo +: crescimento do fungo
Controle (-): microrganismo e antifungicida -: ndo detectado

Analisando a tabela 7 visualizamos que em 72 horas o extrato de propolis e hexano
manteve a inibicdo do fungo na concentracdo de 500 e 1000 pg/mL, assim como 0s extratos
acetato de etila e metanol nas concentracdes de 1000 pg/mL, o extrato de alcool 96 %
apresentou efeito contra a cepa do microrganismo na concentracdo de 1000 pg/mL.

Relacionando com os resultados das leituras de absorbancia de 72 horas, o extrato
hexanico continuou exibindo efeito, ja os extratos de alcool 96 % e acetato de etila somente
apresentaram efeito nas concentracbes de 500 e 1000 pg/mL na leitura de absorbancia,

mantendo somente o efeito na concentracdo de 1000 pg/mL.
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Tabela 7 - Andlise da presenca de estruturas de B. cinerea através de lupa de aumento apds 72h. (10x).

72 horas
250 Solvente 500 Solvente 1000 Solvente
Controle + + + + + + +
Prépolis + agua + + + + + +
Prépolis + dlcool 96% + + + + - +
Prépolis + alcool 50% + + + + - -
Prépolis + hexano + + - + - +
Prépolis + acetato de + + + - - +
etila
Prépolis + metanol + + - + - +
Controle - - - - - - -
Controle (+): 4gua e microrganismo +: crescimento do fungo
Controle (-): microrganismo e antifungicida -2 ndo detectado

De acordo com a tabela 8 pode-se observar que em 24 horas nenhuma das
concentragdes dos extratos analisadas apresentaram acdo antifingica contra o fungo do

morango hidropénico, onde o fungo ndo apresentou crescimento nas primeiras 24 horas.

Tabela 8 - Andlise da presenca de estruturas da cepa MH através de lupa de aumento ap6s 24h (10x).
24 horas

250 Solvente 500 Solvente 1000 Solvente

Controle + - - - - - -
Prépolis + 4gua - - - - - -
Prépolis + alcool - - - - - -
96%

Propolis + alcool - - - - - -
50%

Prépolis + hexano - - - - - -
Propolis + acetato - - - - - -
Propolis + metanol - - - - - -
Controle - - - - - - -

Controle (+): 4gua e microrganismo + . crescimento do fungo
Controle (-): microrganismo e antifungicida - : ndo detectado
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Tabela 9 - Andlise da presenca de estruturas da cepa MH através de lupa de aumento ap6s 48h (10x).

48 horas

250 Solvente 500 Solvente 1000 Solvente
Controle + + + + + + +
Prdpolis + 4gua + + + + + +
Prépolis + alcool + + + + + +
96%
Prépolis + alcool + + + + - +
50%
Prépolis + hexano + + - + - +
Prépolis + acetato de + + - + -
etila
Prépolis + metanol - - - - + +
Controle - - - - - - -
Controle (+): agua e microrganismo +: crescimento do fungo
Controle (-): microrganismo e antifungicida -: ndo detectado

Conforme a tabela 9 em 48 horas o0s extratos de propolis e hexano nas concentragdes
de 500 e 1000 pg/mL, prépolis e alcool 50 % na concentragdo de 1000 pg/mL, propolis e
acetato de etila nas maiores concentragdes, tiveram agéo inibitoria contra 0 microrganismo.
Relacionando com a leitura da absorbancia os extratos de acetato e hexano apresentaram o0s
mesmos efeitos em ambas as leituras, ja o extrato de alcool 50 % mostraram efeito nas
concentracdes de 500 e 1000 pug/mL na leitura da absorbéancia, ja na leitura atraves de lupa o

extrato exibiu efeito somente em 1000 pg/mL.

Tabela 10 - Anélise da presenca de estruturas da cepa MH através de lupa de aumento ap6s 72h (10x).

72 horas
200 Solvente 500 Solvente 1000 Solvente

Controle + + + + + +
Propolis + agua + + + + + +
Propolis + alcool 96 + + + + + +
Propolis + alcool 50 + + + + + +
Prépolis + hexano - - - - + +
Propolis + acetato - - - + - +
Prépolis + metileno - - - - + +
Controle - - - - - - -
Controle (+): 4gua e microrganismo +: crescimento do fungo

Controle (-): microrganismo e antifungicida -: ndo detectado

Em 72 horas nos extratos de prépolis e hexano teve crescimento do microrganismo
tanto no tratado quanto no solvente, na concentracdo de 500 pg/mL do mesmo extrato
observamos que ndo houve crescimento do microrganismo no po¢o com o extrato da propolis

e no solvente também ndo apresentou crescimento, analisando com a tabela anterior a de 48
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horas pode-se atribuir a um erro durante a leitura dos pogos com o extrato da prépolis e
hexano. Os extratos de propolis e acetato continuaram a ter efeito contra o fungo nas
concentracdes de 500 e 1000 pg/mL. Nas leituras de absorbancia o extrato de acetato
apresentou 0s mesmos efeitos que nas leituras com lupa.

Baldin et al.(2013), utilizaram as concentragfes de 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 25 e
5,0% de extrato de propolis e alcool 70 % onde foram utilizadas para verificar o efeito sobre
fungos fitopatdgenos como o Botrytis cinerea e Phaeoisariopsis griseola, o extrato da
prépolis ndo afetou a germinacdo dos esporos em nenhuma das concentragfes utilizadas,
porém ndo permitiu 0 aumento da concentragdo microbiana.

Ozcan (1999), definiu o efeito inibitério de extratos da prépolis aquosos nas
concentracdes de 0,5, 1, 2, 3 e 4 % sobre os fungos Alternaria alternata, Aspergillus niger e
A. parasiticus, Botrytis cinerea, Fusarium ssp. e Penicillium digitatum, onde a concentracdo
de 4 % foi a que apresentou melhor resultados e os fungos afetados foram a Alternaria
alternata e Penicillium digitatum, os demais fungos apresentaram uma diminuicao de cerca de
50 % do crescimento.

Da Silva et al. (2008), apuraram o efeito inibitorio de extratos etandlico e aquoso da
propolis (50, 93 e 99 %) nas concentragdes de 2 e 3 % sob o crescimento dos microrganismos
Phythophthora capsici, Colletotrichum gloesporioides, Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer e
Lasiodiplodia theobromae. Onde o extrato aquoso ndo apresentou acao inibitoria contra 0s
fungos analisados, ja para o extrato etandlico apresentou uma inibi¢cdo maior que 90 % no
extrato etandlico com uma concentracdo de 2% de propolis e na concentracdo de 50 % do
extrato etanolico. Os outros fungos apresentaram maior inibi¢cdo na concentracdo de 3 % de
propolis.

Na literatura sdo encontrados poucos trabalhos utilizando extratos de prépolis contra
fungos, principalmente o Botrytis cinerea, uma vez que as analises microbioldgicas sao contra
bactérias patdgenas e leveduras do género Candida ssp.

Marini et al. (2012), realizaram um ensaio de inibicdo dos fungos P. vitis e P. euvitis,
foram utilizados extratos alcodlicos de propolis nas concentracdes de 0,025; 0,05; 0,1; 0,2;
0,25 e 0,5 % diluidos em agua destilada estéril, onde os extratos alcodlicos possuiram baixa
atividade antifungica contra os fungos P. vitis e P. euvitis para as concentracdes analisadas.

De acordo com Alves et al (2011), a atividade antifungica de propolis em fungos
micotoxigénicos como: A. niger, A. uniseriados, A. candidus, A. ochraceus, A. oryzae, A.

tamarii e A. terreus foram utilizados concentragdes de 10 pL, 20 pL, 30 pL, 40 pL e 50 pL
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dos extrato aquoso, extrato alcodlico e hidroalcoolicos de propolis, os fungos de género
Aspergillus ndo apresentou inibicdo em nenhuma das concentragdes dos extratos de propolis.

Araujo (2009), realizaram uma pesquisa onde testou o fungo Aspergillus nidulans,
que inibiu o fungo por 60 % das amostras de prdpolis testadas, com halos entre 9,0 e 12,4 mm
com a concentracdo de 750 pg dos extratos adicionados nos pocos.

Segundo Da Silva et al. (2007), Metzner et al. (1997) e Burdock (1998), o efeito
fungicida da prépolis estd relacionado a ocorréncia de pinocembrina que pode inibir a
producdo da micotoxina ocratoxina produzida pelos fungos de género Aspergillus.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir das analises realizadas no trabalho pode-se ter as seguintes
consideragoes.

e  Apesar da coloracdo dos extratos de propolis ter influenciado na leitura da
absorbancia nos testes de microdiluicdo, principalmente nos testes realizados com maior
concentracdo destes, 0s extratos aquosos, hexanico, acetato de etila e, apresentaram efeito
contra o fungo Botrytis cinerea em 48 horas e 72 horas, além destes, o extrato alcodlico 96%
na concentracdo de 500 e 1000 pg/mL também teve efeito contra a cepa.

o Os extratos hexanicos e acetato de etila demonstraram efeito contra o
crescimento do fungo do morango hidropOnico. A partir de teste preliminar da acdo dos
extratos a diferentes cepas do fungo Botrytis, a cepa do microrganismo isolado de morango
convencional apresentou uma maior resisténcia as concentragdes dos extratos testados, onde
somente 0s extratos aquoso e hexanico nas concentragdes de 500 e 1000 pg/mL possuiram
resultados contra 0 mesmo, no entanto deve se realizar o teste com diferentes cepas isoladas
da amostra de morango convencional para se determinar a resisténcia aos extratos.

e  Os parametros de controle de qualidade fisico-quimico da prépolis, como o seu
teor de ceras, umidade, cinzas, flavonodides, se apresentaram dentro dos padrdes

recomendados pela legislacdo vigente.

Conclui-se que uma das possibilidades do baixo efeito dos extratos de prdpolis
contra as cepas testadas pode estar associados ao baixo teor de flavonoides, no entanto devem
ser realizados mais testes para a confirmacdo da acao antifingica dos extratos aquosos, etanol

96 %, hexanico e acetato de etila em relacdo ao fungo de género Botrytis.
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