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Resumo

A propolis é um produto natural resultante de substancias gomosas, resinosas e balsamicas obtidas pelas abelhas a partir
de flores e exsudados de plantas, onde séo acrescidos cera, pélen e outros. Sua ampla composicao quimica faz com que
seja um produto diferenciado e utilizado nas areas da industria farmacéutica, alimenticia e medicinal. Com isso, a
prépolis possui efetividade na inibi¢do e controle do crescimento de microrganismos, alcangando assim, resultados
satisfatorios, sem gerar danos secundarios ao ambiente. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antifungica do extrato de propolis sobre fungos filamentosos Fusarium solani e Trichoderma spp.l, atraves da
metodologia de inoculacdo utilizando as seguintes solugdes: sem diluicdo (100%), 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%,
50%, 40%, 30%, 20% e 10%. Como resultado, foi observada efetividade na inibi¢do de crescimento pelo extrato da
prépolis nas solucGes sem diluicdo (100% de extrato) para o Trichoderma sppl e sem dilui¢do (100% de extrato) e 80%
para 0 Fusarium solani. Os resultados obtidos sdo promissores, evidenciando que o extrato etantlico da propolis
apresenta acdo antifingica em diluicdes especificas.

Palavras-chave: Atividade antiflngica; Controle alternativo; Microrganismos.
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Abstract

Propolis is a natural product resulting from gummy, resinous, and balsamic substances obtained by bees from flowers
and plant exudates; it could be added to different products such as wax, pollen, and others. Its broad chemical
composition makes it a valuable product that is used in the pharmaceutical, food, and medicinal industries. Thus,
propolis is effective in inhibiting and controlling the growth of microorganisms without causing secondary damage to
the environment. This study aimed to evaluate the antifungal activity of propolis extract on filamentous fungi Fusarium
solani and Trichoderma spp.1, through the inoculation methodology using the following solutions: no dilution (100%),
80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, 50%, 40%, 30%, 20%, and 10%. As a result, the growth inhibition effectiveness by
propolis extract was observed in the no dilution (100%) for Trichoderma sppl and in the no dilution (100%) and 80%
for Fusarium solani. The results obtained are promising, evidencing that the ethanolic extract of propolis presents
antifungal action in specific dilutions.

Keywords: Antifungal activity; Alternative control; Microorganisms.

Introducio

A espécie de meliponineo Tetragonisca angustula, comumente conhecida como jatai,
amplamente distribuida no territorio brasileiro, € uma das espécies mais abundantes na regido
Neotropical. E considerada uma espécie de pequeno porte, importante para o ecossistema devido ao
seu alto potencial de polinizacdo, sendo alvo de pesquisas cientificas para a producdo de mel e
propolis com propriedades medicinais associadas (DE OLIVEIRA JACOB et al., 2019;
NOGUEIRA-NETO, 1997). A producéo de propolis no Brasil gira em torno de 140 toneladas/ano,
ocupando o segundo lugar no ranking de exportacao e terceiro na produ¢do mundial estando atras
apenas da Rassia e China (MAIA, 2020). Cerca de 90% da prépolis in natura consumida no Japéo
é de origem brasileira (MAIA, 2020).

A propolis é um produto natural resultante de substancias gomosas, resinosas e balsamicas
obtidas pelas abelhas a partir de flores e exsudados de plantas, onde sdo acrescidos cera, polen e
secrecOes salivares das abelhas (MILANI, 2021). Esses componentes resultam em um produto com
variacdo em sua composicao e caracteristicas devido a diversidade de espécies botanicas que as
abelhas visitam, além de fatores ambientais e genéticos, gerando produtos diferenciados em cada
regidao (BASTOS et al., 2011; CASTRO et al., 2007).

Oriundo do grego pro (em defesa de) e polis (cidade), denota “em defesa da cidade”, ou seja,
em defesa da colmeia. Esse elemento é empregado pelas abelhas nas colmeias para fins reparadores
de sua estrutura; protecdao contra microrganismos e insetos; higienizacao de local para a postura da
abelha rainha, e; mumificacédo de insetos invasores (BURDOCK, 1998; COSTA,; OLIVEIRA, 2005;
NETO et al., 2017; SALATINO; TEIXEIRA; NEGRI, 2005), isolando assim, tudo que possa
comprometer a sobrevivéncia da coldnia aléem de agir como protec¢do sanitéria.

Similarmente, a propolis tem sido aplicada desde os tempos mais remotos como substancia
medicinal, cremes de embalsamar, tratamento de infecgdes (PEREIRA; SEIXAS; AQUINO NETO,
2002), até os dias atuais como substancia antimicrobiana, comercializada pela industria
farmacéutica como parte da medicina alternativa (SANTOS et al., 2019).

Quanto aos principais compostos quimicos isolados das propolis, geralmente, estdo os acidos
alifaticos e aromaticos, flavandides, alcoois, acidos graxos, terpenos, agucares, aminoacidos e varios
minerais (BANKOVA, 2005; MENEZES, 2022; SAWICKA et al., 2012), incluindo ainda mais de
300 substancias quimicas ja descritas nos mais variados tipos de propolis (BANKOVA; DE
CASTRO; MARCUCCI, 2000; BURDOCK, 1998).

O consumo da prépolis € feito, principalmente, através de extrato etandlico, bem como
capsulas gue a contenham moida no seu interior. No ambito da indUstria cosmética, a propolis pode
ser empregada na composi¢do de enxaguantes bucais, cremes, sabonetes, xampus, condicionadores,
batons, etc.
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Na indudstria alimenticia encontra-se em balas, chas e em alimentos funcionais (LUSTOSA
et al., 2008). Do ponto de vista medicinal, ainda possui efeito antibidtico, anti-inflamatoria,
antitumoral, antioxidante, bactericida, fungicida, entre outros (BURIOL et al., 2009; FARNESI,
2007; SILVA et al., 2005; VARGAS et al., 2004).

Existem vérios estudos que comprovam a efetividade do extrato de prépolis como na
inibicdo e controle do crescimento de microrganismos, alcancando assim, resultados satisfatorios,
sem gerar danos secundarios ao ambiente (VENTUROSO, 2009), e aos seres humanos (VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Tal especificidade da propolis esta intimamente ligada com a parede celular dos
microrganismos, onde modifica a permeabilidade da membrana plasmatica aos ions, ocasionando a
disperséo efetiva da membrana, ocasionando uma disfuncéo na sintese de ATP, no transporte pela
membrana plasmatica e na motilidade, contribuindo para a acdo citotoxica da propolis
(ABUBAKAR et al., 2014).

Assim, a propolis pode ser utilizada no controle de bactérias, sendo que este composto ja
apresentou resultados contra Xanthomonas axonopodis pv. Phaseoli, Agrobacterium tumefaciens e
Erwinia chrysanthemi (BIANCHINI; BEDENDO, 1998), e na inibicdo e multiplicacdo de
Pseudomonas syringae pv. tomato, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria, etc (PIERMANN et al., 2007).

No caso de fungos fitopatogénicos, a prdpolis inibe a germinacéo de esporos, crescimento
micelial e o tamanho dos tubos germinativos de Phakopsora euvitis, Pseudocercospora vitis e
Elsinoe ampelina (MARINI et al., 2012).

Tal eficiéncia se estende ao controle de doencas assim como potencial na reducao do dano
da antracnose do feijoeiro e da berinjela (Colletotrichum gloesporioides) (PEREIRA; MAIA,
PAULA, 2014), da severidade de oidio (Oidium spp.) em tomateiro (MORAES et al., 2011), da
ocorréncia da ferrugem e da cercosporiose (Cercospora coffeicola) em cafeeiro (PEREIRA et al.,
2015). Contudo, estudos com a utilizacao do extrato da prépolis visando a inibicao de outros fungos
filamentosos de importancia econémica e ambiental, como o Trichoderma spp. e Fusarium solani,
S80 escassos.

Espécies do género Trichoderma estdo amplamente distribuidas no globo terrestre,
possuindo caracteristicas fenotipicas de facil percep¢do como conidios verdes, micélios brancos e
crescimento rapido (ABREU, 2019). Considerado um dos principais agentes de controle bioldgico
(ACB) devido aos seus mecanismos de acdo como micoparasitismo, competicdo por nutrientes e
producdo de metabolitos, o Trichoderma spp. ainda dispde de capacidade simbidtica, promovendo
o0 crescimento e inducdo de resisténcia em plantas (MACHADO et al., 2012), além disso, alguns
isolados apresentam resisténcia aos fungicidas, especificidade esta, que os fazem potenciais agentes
biorremediadores.

Dentre os isolados do género Fusarium, a espécie Fusarium solani é a mais complexa e
capaz de prejudicar ndo sO culturas de interesse econdmico como soja, feijao, milho, trigo
(MILANESI et al., 2013), como também os seres humanos e animais (NICOLAISEN et al., 2009).
As taticas utilizadas por esse fungo abrangem a producdo de uma ampla diversidade de metabdlitos
secundarios toxicos e bioativos para colonizacdo do hospedeiro (LOPES, 2012).

As estratégias para o controle do Fusarium solani consiste na integracéo de préticas culturais
e controle quimico. No entanto, a utilizagdo desses compostos quimicos tem grande impacto
ambiental, levando a muitos agricultores buscarem alternativas como microrganismos (LUCON;
CHAVES; BACILIERI, 2014), extratos e 6leos essenciais que consigam eliminar tais agentes
(FIALHO; PAPA; PEREIRA, 2015; SARMENTO-BRUM et al., 2013).

Assim, considerando a importancia da propolis e suas aplicagdes, o presente trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de avaliar a atividade antifingica do extrato de propolis sobre fungos
filamentosos Fusarium solani e Trichoderma ssp.1.
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MATERIAIS E METODOS

Local

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal do
Tocantins — UFT, Campus universitario de Porto Nacional.

Isolados utilizados e manutencgao

Foram utilizados os organismos Trichoderma spp.l e Fusarium solani (Figura 1)
disponibilizados pelo laboratdrio de Microbiologia — UFT, Porto Nacional (TO) e Laboratério de
Enzimologia — UFG (GO), respectivamente. Todos os isolados foram mantidos em meio Batata
Dextrose Agar (BDA) s6lido a 25 °C com realizagdo de novos repiques quinzenalmente.

Figura 1: Visualizagdo macroscopica da morfologia de isolados do fungo Trichoderma spp.1 (A) e
Fusarium solani (B) crescidos em placas de Petri com meio Batata Dextrose Agar (BDA) utilizados
no experimento.

Obtencéo do extrato da prépolis

A propolis foi obtida através de meliponario da espécie Tetragonisca angustula localizados
na Escola Familia Agricola (10°40"16'S - 48° 22"08W) a 3 km da cidade de Porto Nacional — TO.
Apos a coleta, foi feita a produgdo do extrato de propolis com a imersdo de 60 g do material in
natura em 200 ml de alcool de cereal durante 30 dias. Apos o processo de cura, a solucao foi filtrada
em peneira, obtendo assim o extrato da propolis.

Conducéo do experimento
Para a realizacdo do experimento, foi utilizado o meio de cultura Batata Dextrose Agar

(BDA), com adicdo de &gua autoclavada no extrato da propolis para obtencdo das seguintes
solugdes: sem diluicdo (100%), 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%.
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Como tratamento controle, foram produzidas duas placas com meio BDA contendo apenas
o disco de agar com micélios do Fusarium solani e Trichoderma spp.1. O teste foi realizado em
triplicata.

A atividade antifungica da prépolis foi determinada a partir do desenvolvimento micelial
dos fungos em meio de cultura BDA acrescidos das diferentes dilui¢ces. Para isto, discos de agar (5
mm) contendo micélio do Trichoderma spp.1 e Fusarium solani foram transferidos para placas de
Petri contendo meio BDA com os tratamentos. As medi¢des do didmetro de crescimento das
coldnias foram realizadas a 48 h e 96 h ap6s a inoculagdo dos organismos.

Andalise de dados

Os dados obtidos foram submetidos a analise variancia e a comparacdo das médias pelo teste
Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico Sisvar®
(FERREIRA, 2000).

Resultados e Discussao

A partir do preparo do extrato etanolico da propolis, seguida das diluicdes, foi possivel
observar um gradiente decrescente na coloracdo da solucdo, indo de um amarelo pastoso a
transparente. A fungitoxidade da propolis sobre o crescimento micelial e esporulacdo, atua
diretamente na parede celular do antagonista, modificando assim a capacidade de permeabilidade
da membrana (ABUBAKAR et al., 2014).

A atividade inibitéria do extrato etanolico da prépolis para o Trichoderma sppl foi eficiente
no controle total do crescimento fungico no periodo de 48 h nas dilui¢cbes 100% (sem diluicdo),
80%, 75% e 70%, e também no periodo de 96 h (Tabela 1). Houve crescimento gradativo dos
organismos em ambas as leituras, apresentando, assim, resisténcia mediana nas dilui¢cées 65%, 60%,
55%, 50% e 40 no periodo de 48 h, e nas diluicdes de 70%, 65% e 60% no periodo de 96 h. A
estabilizacdo do crescimento dos fungos foi obtida nas dilui¢cbes de 30%, 20% e 10% no periodo de
48 h e 55%, 50%, 40%, 30%, 20% e 10% no periodo de 96 h (Figura 2).

Tabela 1. Atividade inibitdria para o Trichoderma sppl. a partir da inoculacdo em diferentes
concentragdes de prépolis (100%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, 50%, 40%, 30%, 20% e 10%)
com avaliagcdes nos tempos de 48h e 96h apos inoculacdo.

Tratamento 48 h (cm) 96 h (cm)
100% (Sem diluig&o) Oa Oa
80% Oa Oa
5% Oa Oa
70% Oa 2,31b
65% 1,22 b 3,64 Db
60% 2,12 ¢ 593¢c
55% 2,75¢ 7,74 d
50% 495d 8,20 d
40% 6,60 e 8,50 d
30% 7,89 f 8,50 d
20% 7,90 f 8,50 d
10% 8,00 f 8,50 d
0% 8,12 f 8,50d
CV (%) 10,89 19,83

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-not (p < 0,05).
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Figura 2: Placas representativas do desenvolvimento do Trichoderma spp.1 em diferentes dilui¢des
do extrato da propolis. (A) sem diluicdo 100%. (B) diluicdo 70%. (C) diluicdo 60%. (D) diluicédo
55%. (E) dilui¢do 50%. (F) diluicdo 40%. (G) dilui¢do 30%. (H) diluicdo 20%. (1) diluig&o 10%. (J)
placa controle 0%.

A efetividade no controle do Fusarium solani a partir do extrato etanolico da propolis foi
observada apenas nas solu¢des 100% (sem diluicdo) e 80% no periodo de 48 h e 100% (sem
diluicdo) no periodo de 96 h (Tabela 2), corroborando com outros trabalhos que mostraram que
quanto maior a concentracao de extrato da prépolis, maior seré a acdo antimicrobiana (BANKOVA
etal., 1995; MIRZOEVA; GRISHANIN; CALDER, 1997; PARK et al., 1998).

Nas demais diluicdes ocorreram desenvolvimento fungico em ambas as leituras (48 h e 96
h) (Figura 3).
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Tabela 2. Atividade inibitéria para o Fusarium solani. a partir da inoculacdo em diferentes
concentragdes de propolis (100%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, 50%, 40%, 30%, 20% e 10%)
com avaliacdes nos tempos de 48h e 96h apos inoculacao.

Tratamento 48 h (cm) 96 h (cm)
100% (Sem diluicéo) Oa Oa
80% Oa 1,32b
5% 1,15b 2,28 ¢
70% 1,28b 2,50c
65% 1,65¢ 3,13d
60% 1,65¢ 3,48 d
55% 1,97d 3,55d
30% 2,11d 3,60d
40% 2,35d 425¢e
20% 2,51e 4,80 f
50% 2,60e 542¢
10% 3,01f 6,619
0 441 g 8,50 h
CV(%) 12,58 19,86

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p <
0,05).

Figura 3: Placas representativas do desenvolvimento do Fusarium solani em diferentes diluigdes do
extrato da propolis. (A) sem diluicdo (100%). (B) diluicdo 70%. (C) diluicdo 60%. (D) diluicdo
55%. (E) diluicdo 50%. (F) diluicdo 40%. (G) diluicdo 30%. (H) dilui¢do 20%. (I) diluicdo 10%.
Placa (J) placa controle 0%.
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Longhini et al. (2007) conseguiram alcancar resultados positivos com a utilizacdo do extrato
etanolico da propolis sobre leveduras isoladas de onicomicoses, assim como em fungos
fitopatogénicos (ALBANO et al., 2007; BARBOSA,; VIEIRA; TEIXEIRA, 2015; MORAES et al.,
2011) e na reducdo da severidade do fitopatogeno em plantas (MEDEIROS; STRASSE; WOLFF,
2008). Estudos sobre a aplicacdo do extrato da prdpolis em plantas, embora escassos, tem
demostrado potencial (MORAES et al., 2011), no controle alternativo, sem o0 uso de produtos
quimicos.

Apesar de estudos apontem eficacia do extrato da propolis no controle de fungos e outros
microrganismos (FERNANDES et al., 2007; MONZOTE et al., 2012; PROBST et al., 2011),
existem estudos que apontam que eficiéncia do extrato de propolis € intermediaria (MARINI et al.,
2012) ou ainda insatisfatoria como Fernandes et al. (2007) que obtiveram resultados ndo téo
satisfatorios frente ao fungo Cryptococcus neoformans.

Ao analisar simultaneamente o crescimento micelial do Trichoderma spp.1 e Fusarium
solani no periodo de 96 h (Figura 4), foi possivel observar eficiéncia do extrato etandlico da propolis
na concentracdo de 100% (sem dilui¢do) controlando totalmente o crescimento micelial dos dois
fungos.

Houve crescimento apenas do Fusarium solani nas diluicbes de 80% e 75%, evidenciando
resisténcia ao extrato etanolico da propolis, diferentemente do Trichoderma spp.l, que ndo
conseguiu se desenvolver nas mesmas condi¢des. Entretanto, para as demais diluigdes, o
Trichoderma spp.1 e Fusarium solani obtiveram crescimento gradativo, onde o Trichoderma spp.1
tomou toda a placa nas dilui¢cdes 40%, 30%, 20% e 10% e Fusarium solani apenas na placa controle.

Figura 4: Crescimento micelial dos fungos Trichoderma spp.1 e Fusarium solani de acordo com as
diluicdes do extrato etandlico da propolis no periodo de 96 h.
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O extrato etandlico da prépolis para tais condi¢Bes obteve resultados positivos tanto no
controle quanto na inibi¢éo do crescimento micelial de Trichoderma spp.1 e F. solani. Importante
destacar que a eficiéncia da prépolis é conferida pela sua variada composi¢do quimica, que tem
como condicdo a origem, visto que seus compostos dependem de varios fatores como o lugar de
origem, espécie vegetal, época do ano, e espécie da abelha (NUNES, 2019).
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Outro fator que pode influenciar na efetividade final do extrato da propolis é o tipo de
solvente (PEREIRA; MAIA; PAULA, 2014), modo de aplicacdo e microrganismos alvo
(TOURNAS; KATSOUDAS, 2005), explicando assim, as divergéncias para tais organismos.

Considerac0es Finais

Os resultados obtidos foram promissores, evidenciando que o extrato etandlico da propolis
apresenta acdo antifungica em diluicdes especificas. Assim, no periodo de 96 h de inoculacdo a
solugéo 100% (sem diluig&o), 80% e 75% para Trichoderma spp.1 e 100% (sem diluicdo) para
Fusarium solani obtiveram eficiéncia. A aplicacdo do extrato de propolis em altas concentracfes
torna-se um potencial recurso para o controle alternativo de fitopatdgenos, substituindo o uso de
produtos quimicos.
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