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RESUMO

A producdo do mamaéo, de inestimavel valor econémico e cultural para o Brasil — que figura
entre os maiores produtores mundiais — enfrenta desafios significativos devido a antracnose,
doenca causada por Colletotrichum gloeosporioides que provoca severas lesoes,
comprometendo a aparéncia, integridade nutricional e o valor comercial dos frutos. Diante
desse cenario, torna-se urgente a implementacdo de estratégias eficazes e ambientalmente
sustentaveis. Neste contexto, o presente estudo investigou a acdo antifingica de dois extratos
alcoolicos: da propolis vermelha e de seu residuo, visando explorar o potencial como agente
natural no controle da antracnose, atribuida a riqueza em compostos bioativos, especialmente
flavonoides e isoflavonoides. A metodologia adotada compreendeu a caracterizacdo da
prépolis e do residuo, incluindo a determinagdo do teor de umidade e cinzas, a identificacéo
de compostos bioativos por HPLC e a analise de grupos funcionais por FTIR. Posteriormente,
realizou-se o isolamento do fungo C. gloeosporioides a partir de amostras de mamao afetadas
e a avaliacdo in vitro da atividade antifingica dos extratos, comparando-os com o controle
sem prépolis. Os resultados indicaram que a propolis vermelha apresentou um teor de
umidade de 5,89%, compativel com elevados padrdes de qualidade, enquanto seu residuo
atingiu 24,26%, possivelmente devido a maior presenca de impurezas, 0s teores de cinzas de
ambos o0s materiais atenderam as especificacbes da legislacdo vigente. A analise
cromatografica por HPLC permitiu a identificagdo qualitativa de compostos bioativos na
prépolis vermelha e em seu residuo, destacando a possivel presenca de kaempferol, cumarina
e luteolina. Além disso, foram observados picos ndo identificados que podem estar
relacionados a isoflavonoides de interesse, como formononetina e homopterocarpina.
Complementarmente, a espectroscopia por FTIR evidenciou a ocorréncia de grupos
funcionais, sugerindo a presenca de classes de compostos relevantes, como esses
isoflavonoides. A avaliacdo da atividade antifingica indicou que o extrato do residuo
apresentou maior eficécia, ainda que os halos de inibicdo tenham se manifestado de maneira
irregular. Esses achados reforcam o potencial da propolis vermelha como uma alternativa
promissora no manejo da antracnose, ressaltando a importancia de investigac6es adicionais,
incluindo espectrometria de massa, para uma elucidagdo mais detalhada da composicéao

quimica e dos mecanismos de agdo envolvidos.

Palavras-chave: Prdpolis vermelha; Colletotrichum gloeosporioides; Antracnose do mamao;

Acéo antifungica.



ABSTRACT

The production of papaya, of inestimable economic and cultural value to Brazil — which is
among the largest global producers — faces significant challenges due to anthracnose, a disease
caused by Colletotrichum gloeosporioides that causes severe lesions, compromising the
appearance, nutritional integrity, and commercial value of the fruits. In this scenario, the
implementation of effective and environmentally sustainable strategies is urgent. In this
context, the present study investigated the antifungal activity of two alcoholic extracts: red
propolis and its residue, aiming to explore their potential as a natural agent in controlling
anthracnose, attributed to the richness in bioactive compounds, especially flavonoids and
isoflavonoids. The methodology adopted included the characterization of the propolis and
residue, including the determination of moisture and ash content, the identification of
bioactive compounds by HPLC, and the analysis of functional groups by FTIR. Subsequently,
C. gloeosporioides was isolated from papaya samples affected by the disease, and the in vitro
evaluation of the antifungal activity of the extracts was performed, comparing them with the
control without propolis. The results indicated that the red propolis presented a moisture
content of 5.89%, consistent with high-quality standards, while its residue reached 24.26%,
possibly due to the higher presence of impurities. The ash contents of both materials met the
specifications of current legislation. The chromatographic analysis by HPLC allowed the
qualitative identification of bioactive compounds in red propolis and its residue, highlighting
the possible presence of kaempferol, coumarin, and luteolin. Additionally, unidentifiable
peaks were observed that may be related to isoflavonoids of interest, such as formononetin
and homopterocarpine. Complementarily, FTIR spectroscopy evidenced the occurrence of
functional groups, suggesting the presence of relevant classes of compounds, including these
isoflavonoids. The evaluation of antifungal activity indicated that the residue extract presented
higher efficacy, although the inhibition zones appeared irregular in shape. These findings
reinforce the potential of red propolis as a promising alternative in managing anthracnose,
highlighting the importance of further investigations, including mass spectrometry, for a more

detailed elucidation of the chemical composition and the mechanisms of action involved.

Keywords: Red propolis; Colletotrichum gloeosporioides; Papaya anthracnose; Antifungal

activity.
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1 INTRODUCAO

A cultura do mamdo (Carica papaya) figura entre as mais proeminentes no cenario
agricola global, estendendo-se por mais de 60 paises e quatro continentes — Africa, América,
Asia e Oceania. Nesse contexto, o Brasil se destaca como um dos principais produtores,
ocupando a quinta posi¢cdo mundial (FAO, 2023).

O mamdo, com seu alto valor agregado, destaca-se na economia agricola pela
comercializacdo do fruto in natura, onde a qualidade e a aparéncia sdo essenciais para 0 SUcesso
no mercado. No entanto, a fragilidade inerente ao maméo, o torna suscetivel a perdas pos-
colheita consideraveis, que podem variar entre 30% e 40% da producao total (FAO, 2021). Esse
cenario é exacerbado pela presenca da antracnose, uma doenca fungica causada pelo
Colletotrichum gloeosporioides, que agrava ainda mais essas perdas. A antracnose provoca
lesGes necrdticas nos frutos, comprometendo sua integridade e reduzindo significativamente
seu valor comercial. Assim, a alta incidéncia dessa doenca ndo apenas aumenta as taxas de
perdas, mas também impacta diretamente a competitividade dos produtores brasileiros no
cenéario internacional. O controle da antracnose, frequentemente realizado por meio de
fungicidas sintéticos, tais como produtos a base de cobre ou carbamatos (maneb e mancozeb)
levanta preocupacfes ambientais e de salde publica, dada a potencial contaminagdo dos
ecossistemas e o risco crescente de resisténcia fangica (KEFIALEWA, 2008).

Nesse sentido, é imprescindivel buscar alternativas mais sustentaveis e eficazes para o
controle da doenca. A exploracéo de solugdes naturais, como a prépolis vermelha, um composto
natural produzido pelas abelhas a partir da resina de arvores e plantas, com destaque para o
rabo-de-bugio (Dalbergia ecastaphyllum), tipico do litoral de Alagoas, emerge como uma
abordagem promissora. Este composto é amplamente reconhecido por suas propriedades
antimicrobianas (VALVERDE et al., 2023), sendo rico em substancias fenodlicas, como
flavonoides, que causam danos nas paredes e membranas de microrganismos, podendo oferecer
uma alternativa menos prejudicial ao meio ambiente e a saude humana (MENDONCA, 2011).

A obtencdo de compostos bioativos da propolis vermelha é realizada através de
processos de extracdo que preservam suas propriedades benéficas. A extracdo alcodlica é a
técnica mais comum para obter o extrato de préopolis, pois os polifendis presentes na prépolis
tém alta solubilidade em etanol (ANDRADE et al., 2017). Este método permite a separacdo dos
compostos bioativos da propolis, resultando em um extrato concentrado que pode ser utilizado

para testes antifngicos. Além disso, ap0s a extragdo dos compostos principais, um residuo
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permanece. Este residuo, frequentemente considerado um subproduto, pode ainda conter
compostos bioativos relevantes, o que justifica sua investigacao.

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar a eficacia antifingica da prépolis
vermelha contra o fungo Colletotrichum gloeosporioides, empregando dois extratos: um da
propolis vermelha e outro de seu residuo. Com essa abordagem, buscou-se contribuir para o
controle da antracnose e promover a transi¢cdo para praticas agricolas mais ecoldgicas e

sustentaveis.

11



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a eficacia da propolis vermelha no controle do fungo Colletotrichum
gloeosporioides, visando oferecer uma alternativa sustentavel e eficiente aos fungicidas

sintéticos na protecdo dos frutos.
2.2 Objetivos especificos

v Isolar e identificar o fungo Colletotrichum gloeosporioides;

v/ Caracterizar a propolis vermelha e seu residuo por meio da determinacao do teor de
umidade e cinzas, da identificacdo de compostos bioativos por HPLC e da analise de
grupos funcionais por FTIR.

v Avaliar a atividade antifungica do extrato de propolis vermelho e seu residuo sobre

fungo em estudo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cultura do mamaéo (Carica papaya)

O mamao revela-se uma fruta de notavel valor nutritivo, ocupando uma posicao de
destaque entre as frutas tropicais cultivadas em todo o mundo. Caracteristico das regides
tropicais e subtropicais, essa fruta desempenha um papel essencial em uma dieta humana
equilibrada, sendo apreciada por suas excepcionais propriedades sensoriais, como cor vibrante,
aroma envolvente e sabor irresistivel (SANTOS, 2015). No cenério global, o Brasil se sobressai
como o quinto maior produtor, respondendo por cerca de 8% da produ¢do mundial, com mais
de 1,138 milh&o de toneladas em 2023 conforme ilustrado na Figura 1 (FAO, 2023).

Figura 1. Produgdo mundial do mamao por pais em 2023

Producgao mundial do mamao em milhées de toneladas (2023)

Outros: 2,455
17,3%

india: 5,240
36,8%

China: 0,562
3,9%

Nigéria: 0,863
6,1%

Indonésia: 1,239
8,7%

Brasil: 1,138
8,0%

México: 1,149
8,1%

Republica Dominicana: 1,587
11,1%

Fonte: Autor, adaptado de FAO (2023).

A exceléncia incontestavel dos frutos brasileiros eleva o pais ao posto de segundo maior
exportador mundial, atras apenas do México, contribuindo com mais de 13% das exportacGes
globais dessa fruta (COMEX, 2024). No cenario doméstico, os estados do Espirito Santo e
Bahia emergem como epicentros dessa producéo, respondendo por 62% do volume nacional e
por 95% das exportacOes, reafirmando a importdncia estratégica dessa cultura para as
economias regionais (IBGE, 2023). No entanto, ha estados brasileiros onde essa cultura é

subexplorada e dependente de importacdes.
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Alagoas, apesar de sua grande aptiddo agricola, tem se caracterizado pela monocultura
da cana-de-acucar, resultando em uma producdo fruticola limitada, com escassez de pesquisas
e investimentos na area. A Figura 2, apresenta a producdo nacional de mamao, evidenciando
Alagoas como o décimo primeiro maior estado produtor, com uma contribuicdo de 1% da
produgéo total (IBGE, 2023).

Figura 2. Producdo nacional do mamao por estado em 2023

Producdo Nacional de Mamao em toneladas (2023)

@ Espirito Santo: 352.046; 30,9% @ Bahia: 354.525; 31,1% Ceara: 117.272; 10,3%
@ Rio Grande do Norte: 138.682; 12,2% @ Minas Gerais: 43.551; 3,8% () Paraiba: 27.901; 2,5%
Sdo Paulo: 18.934; 1,7% Para: 15.789; 1,4% Amazonas: 16.471; 1,4%
Alagoas: 10.889; 1,0% Pernambuco: 12.966; 1,1% Outros: 2,6%

Fonte: Autor, adaptado do IBGE (2023).

Além de representar uma significativa fonte de empregos, o cultivo do mamao oferece
uma oportunidade valiosa para a diversificacdo agricola e o0 melhor aproveitamento do solo,
uma vez que pode ser cultivado de maneira consorciada com outras culturas, como milho,
feijdo, amendoim, entre outros. No Brasil, é particularmente comum o cultivo associado do
mamao com o café ou o cacau (MORAES, 2023).

O maméao é uma fruta de rapido crescimento e vigor, frutificando ao longo de todo o
ano em regides onde as temperaturas oscilam entre 22°C e 28°C. A propagacdo do mamoeiro
pode ser realizada por meio de sementes, estacas e enxertia. Dentre esses métodos, a propagacao
sexuada, por sementes, € a mais amplamente adotada na exploragdo econémica dessa cultura,
devido a sua praticidade (GROBERIO, 2022). No Brasil, a cultura do mamoeiro é sustentada
por uma diversidade genética relativamente restrita, com poucas cultivares amplamente
utilizadas nas principais regides produtoras. Neste contexto, as variedades mais comuns

pertencem aos grupos Solo e Formosa (FARIA et al., 2009).
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O maméo se destaca por seu crescimento regular e pela producdo de alta qualidade em
areas de intensa insolacao e a pluviosidade anual que gira em torno de 1.800 a 2.000 mm, em
altitudes de até 200 m acima do nivel do mar. Embora a planta consiga se adaptar a altitudes e
temperaturas mais amenas, o vigor e a qualidade dos frutos sdo geralmente inferiores em
comparagdo aos produzidos em climas mais quentes. O solo ideal para seu cultivo apresenta
uma textura areno-argilosa e um pH que varia entre 5,5 e 6,7 (FARIA et al., 2009).

A relevancia econdmica do mamao reside majoritariamente em sua comercializacéo, o
que torna imprescindivel a manutencdo de um elevado padrdo de qualidade e aparéncia para
assegurar uma valorizacdo justa no mercado. E digno de nota que 0 mam&o ocupa o quinto
lugar entre as frutas in natura mais consumidas no Brasil, com um consumo per capita de 1,8
kg por pessoa ao ano (IBGE, 2020).

Devido a sua casca excepcionalmente fina, 0 mamao revela-se uma fruta delicada e
propensa a danos que, por sua vez, tornam-se porta de entrada para microrganismos. Diante
disso, torna-se crucial a implementacdo de um controle de qualidade rigoroso e eficaz, a fim de
mitigar as perdas pos-colheita, que podem atingir entre 30% e 40% do total produzido (FAO,
2021).

3.1.1 Antracnose: doenca limitante na produgdo do mamao

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, Figura 3, é
amplamente reconhecida como a doenca mais devastadora na pés-colheita do mamaéo, afetando
frutas em todos os paises produtores, especialmente os frutos maduros. Mesmo frutos
aparentemente saudaveis na colheita podem manifestar sintomas durante o armazenamento,
tornando-os improprios para 0 consumo e inviaveis para comercializagdo, com perdas que
podem atingir até 90% em condicbes climaticas favoraveis (TATAGIBA et al., 2002;
CAPDEVILLE et al., 2005).
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Figura 3. Fungo Colletotrichum gloeosporioides

Fonte: Insect Images, 2015.

Nos frutos, a doenca se revela por meio de lesdes escuras e afundadas, frequentemente
cobertas por uma substancia gelatinosa de tonalidade alaranjada a rosada, que contém o0s
esporos do patogeno, Figura 4. Nas folhas, o quadro inicial apresenta manchas aquosas que
evoluem para necrose, ocasionando a queda prematura das folhas e comprometendo a eficiéncia

fotossintética. O fungo pode, igualmente, induzir lesdes no caule e peciolos (OLIVEIRA, et al.,
2011).

Figura 4. Antracnose do mamao

Fonte: Fitodisease, 2010.

O ciclo de vida do fungo perpetua-se em restos vegetais infectados no solo, de onde 0s
esporos sao dispersos por agua, seja de chuvas ou irrigacdo. Ao contactar a planta hospedeira,
0S esporos germinam e invadem os tecidos, provocando as lesdes caracteristicas.

Em condigdes de elevada umidade (superior a 90%) e temperaturas entre 22 e 28°C, 0

fungo prolifera e gera novos esporos, promovendo novas infecgdes. Fatores adicionais, como
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plantios densos ou mal ventilados favorecem o acimulo de umidade nas folhas e frutos, criando
um ambiente ideal para a proliferacdo do fungo (OLIVEIRA et al., 2011).

O manejo poés-colheita de doencas no mamao é predominantemente realizado com
fungicidas (BAUTISTA-BANOS et al., 2013), no entanto o uso indiscriminado desses produtos
leva a alteragédo do processo de amadurecimento dos frutos, intoxicagdo humana, contaminagéo
ambiental, como também o surgimento de populagdes resistentes, diminuindo sua eficacia
(SANTOS VIERIA et al., 2020). Em resposta a essa resisténcia, 0 mercado consumidor tem

pressionado a cadeia produtora a buscar novas alternativas de controle.
3.2 Prépolis vermelha e seu residuo

A prépolis, Figura 5, € uma substancia resinosa elaborada pelas abelhas a partir de
resinas vegetais, secrecdes salivares e outros componentes naturais. Este material desempenha
um papel crucial na manutencéo da colmeia, sendo utilizado para selar fissuras e proteger o

interior do alvéolo contra a infiltracdo de microrganismos e insetos (SANTOS et al., 2020).

Figura 5. Propolis vermelha

Fonte: SBA1, 2011.

Sua composicao e rica e diversificada, incorporando resinas vegetais, cera, polen, 6leos
essenciais e fragmentos de madeira e folha. De forma geral, consiste em 50% de resina e
balsamo vegetal, 30% de cera, 10% de 6leos essenciais e aromaticos, 5% de pdlen e 5% de
outras substancias variadas, incluindo residuos organicos (MENEZES, 2005).

A diversidade na composicao da propolis reflete as especificidades da flora disponivel
na regido onde as abelhas forrageiam, resultando em diferentes tipos de propolis com variacfes
distintas em textura, cheiro e coloracdo (HERRERA-LOPEZ et al., 2023).
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Ao longo do tempo, diversos tipos de prépolis foram identificados e organizados em 13
grupos. A propolis alagoana, de cor vermelha e aroma balsdmico, é originada da resina da
Dalbergia ecastophyllum, conhecida como "rabo de bugio”, Figura 6. Encontrada
principalmente na regido litoranea e lagunar de Alagoas, ela se distingue dos outros tipos pela
alta concentracdo de compostos fenolicos, especialmente isoflavonoides, que ndo haviam sido
identificados em outras propolis (LOPEZ, 2011).

Figura 6. Rabo de Bugio (Dalbergia ecastophyllum)

Fonte: BioDiversity, 2011.

Essa singularidade bioldgica é resultado da interagdo entre a Dalbergia ecastophyllum
e o trabalho das abelhas Apis melifera. Elas colhem de brotos, flores e exsudados da planta uma
substancia resinosa, que, modificada pela acéo salivar das abelhas na colmeia, d& origem a um
produto Unico, com propriedades que a tornam distinta das demais variedades (OLIVEIRA,
2020).

O residuo da propolis vermelha, também chamado de borra, é o material resultante do
processamento da propolis bruta, desempenha um papel relevante no contexto da extracao,
podendo variar conforme as condicdes aplicadas durante esse processo. Apos a remog¢do dos
compostos bioativos, realizada geralmente com solventes como o etanol, o residuo
remanescente pode conter uma ampla gama de componentes ndo extraidos, como resinas
vegetais, cera, fragmentos de madeira e outras substancias insoltveis (LIMA, 2021).

Contudo, é importante observar que, apesar da extracdo dos principais compostos
ativos, o residuo ainda pode apresentar solubilidade parcial no solvente utilizado, dependendo
de fatores como o tempo de extracdo, a temperatura e a natureza do solvente empregado (LIMA,
2019). Esses fatores influenciam diretamente a composi¢do do residuo, podendo resultar na

presenca de componentes adicionais soluveis que ndo foram completamente extraidos durante
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0 processo inicial. A variacdo na composicdo e na quantidade desses residuos €, portanto,
fortemente determinada pelas condi¢Ges de preparo da amostra, refletindo a eficiéncia da
extracao e a qualidade do residuo final (LIMA, 2019).

O Brasil € um dos maiores produtores de propolis no mundo, com uma producéo anual
estimada em cerca de 150 toneladas, ocupando o terceiro lugar global. O estado de Minas Gerais
lidera a producdo nacional, com cerca de 40 toneladas de prépolis por ano (NUTELS et al,.
2018). No entanto, em Alagoas, a producéo de propolis, especialmente a propolis vermelha,
ainda é modesta, estimando-se uma geracdo de pouco menos de uma tonelada por ano
(NUTELS et al,. 2018). A propolis vermelha, reconhecida por suas propriedades bioativas, tem
ganhado destaque devido a sua composi¢do diferenciada, que inclui compostos fendlicos,
flavonoides e &cidos, conhecidos por suas atividades antioxidante, antimicrobiana e anti-
inflamatéria (DAUGSCH et al., 2006).

3.2.1 Propriedades antifungicas da propolis vermelha

Os principais compostos farmacologicamente ativos encontrados na prépolis vermelha
sdo os flavonoides, isoflavonoides, compostos fendlicos e triterpenos (MENDONCA, 2011).
Em termos de composicdo, os flavonoides e os &cidos fendlicos geralmente estdo em maior
quantidade, os isoflavonoides, podem compor uma fracao significativa, enquanto os triterpenos
estdo presentes em concentragdes mais baixas, geralmente inferiores a 5% (SILVA, 2019).
Esses percentuais podem variar de acordo com fatores como a origem geografica, a flora
disponivel e 0 método de extracdo utilizado.

Os flavonoides representam uma das classes mais estudadas de metabolitos secundarios
da propolis, conhecidos por sua ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo acédo
antifungica. Esses compostos podem ser subdivididos em diferentes classes, de acordo com
suas variagdes estruturais e grupos funcionais. Entre as principais classes, destacam-se 0s
flavones, flavonois, flavanonas, flavanonol e isoflavonoides, também conhecidos como
isoflavonas, cada uma com caracteristicas quimicas e propriedades especificas que influenciam
sua bioatividade (GULCIN, 2012; COMERT; GOKMEN, 2018).

A Tabela 1 apresenta a classificacdo das principais subclasses de flavonoides,
juntamente com suas respectivas estruturas moleculares, permitindo uma melhor compreenséo

de suas variagdes estruturais e possiveis implica¢fes na atividade antifungica.
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Tabela 1. Classificacdo e estruturas quimicas dos flavonoides.

Subclasse Principais R1 R2 R3 R4 R5 Formula Estrutural

Compostos

Apigenina H H H OH H Ra
Flavone Crisina H H H H H - Ra

Luteolina H H OH OH H G

Datiscetina OH H OH OH H " ¢

Quercetina OH H OH OH H e ¢

Miricetina OH H OH OH "

Morina OH OH H OH H o0
Kaempferol OH H H OH H

Catequina H OH OH OH H z _‘
Flavanol )
Epicatequina

Hesperetina H H OH OCH: H
Naringerina H H H OH H o
Flavanona  Pinocembrina H H H

Flavanonol ~ Taxifoina OH H OH OH H HO s

A5 A7 R4 Formula Estrutural
Genisteina OH OH OH AT °
Genistina OH Oglc OH O c
Daidzeina H OH OH
Isoflavona Daidzina H Oglc OH e
Biochanina A OH OH OCHs o0 »

Formononetina H OH OCHs
Fonte: Gulgin (2012) e Cémert & Goékmen (2018).

A propolis vermelha se destaca entre as variedades brasileiras por apresentar uma alta

concentracdo de isoflavonoides. Entre esses compostos, a formononetina é geralmente o mais



abundante, seguida por medicarpina, vestitol e outros (ALENCAR, 2010). Esses isoflavonoides
possuem atividade antifungica notdvel, sendo capazes de interagir diretamente com as
membranas celulares dos fungos, comprometendo sua integridade estrutural e levando a morte
dos microrganismos (SIQUEIRA et al., 2009).

Entre os flavonoides gerais, destaca-se a liquiritigenina, reconhecida por sua agao
antimicrobiana e capacidade de modular processos oxidativos. Os &cidos fendlicos, como o
acido galico, acido ferulico e acido cumarico, complementam essas atividades, interferindo na
permeabilidade da parede celular dos microrganismos e contribuindo para as propriedades
antioxidantes da prépolis (SIQUEIRA et al., 2009). Apesar de em menor concentracdo, 0S
triterpenos possuem um papel relevante ao potencializar a atividade antimicrobiana de forma
sinérgica com 0s demais compostos.

O processo de extracdo desempenha um papel fundamental na obtencdo dos compostos
bioativos da propolis vermelha. Solventes alcodlicos sdo amplamente utilizados, pois permitem
uma eficiente solubilizacdo de flavonoides e acidos fendlicos, que sdo 0s componentes
predominantes. Essa metodologia contribui para maximizar o potencial biol6gico do extrato.

Pesquisas, como a de Sobreira (2020), revelaram que a propolis vermelha possui
atividade antifungica moderada a forte contra vérias cepas de Candida, com ConcentracGes
Inibitérias Minimas (CIM) variadas. Além de ser eficaz contra C. albicans, a prépolis vermelha
também age contra outras espécies, como C. glabrata e C. tropicalis.

Esses estudos reforcam a indicacdo da propolis como uma opcdo antifungica ou
coadjuvante. Sua utilizacdo pode ser preferivel a outros tratamentos, uma vez que 0 usO

indiscriminado de antifingicos pode levar ao desenvolvimento de cepas resistentes.
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4 METODOLOGIA
4.1 Propolis vermelha e residuo da propolis

A propolis e o residuo da prépolis vermelha utilizados neste estudo, foram coletados em
junho de 2023 no apiario Zumbi dos Palmares, localizado em Unido dos Palmares, Alagoas,
uma referéncia na produgdo de extrato liquido de prépolis.

O residuo da propolis vermelha foi obtido a partir do processo de extracdo alcodlica.
Inicialmente, parte da propolis bruta coletada foi triturada e submetida a maceracdo em etanol
70% (v/v) em um frasco &mbar, sob agitacao ocasional, por um periodo de sete dias, garantindo
a maxima extracdo dos compostos bioativos sollveis no solvente. Apos esse periodo, a solugéo
foi filtrada a vacuo para separacdo do extrato liquido, sendo o material solido remanescente
considerado o residuo da prépolis. Este residuo foi entdo seco em estufa a 40°C por 48 horas,

triturado e armazenado para posterior analise.
4.1.1 Caracterizagdo da propolis vermelha e seu residuo

Com o intuito de identificar os compostos e propriedades da prépolis vermelha e do seu
residuo, esses produtos foram caracterizados com as seguintes analises: teor de umidade, teor
de cinzas, a identificacdo de compostos bioativos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC), usando o equipamento Varian Pré-Star 210 UV e a analise de grupos funcionais por
FTIR, usando o equipamento IRTracer-100. As andlises foram feitas em amostras retiradas da

prépolis vermelha na forma bruta e do residuo.
4.1.1.1 Teor de umidade e teor de cinzas

O teor de umidade foi determinado pela diferenca de massa antes e depois da secagem
da amostra, seguindo a metodologia adaptada descrita pelo instituto Adolfo Lutz (2005). Para
isso, cerca de 2 g de prépolis bruta e de residuo foram pesadas em triplicata em cadinhos. Esses
cadinhos foram entéo secos em estufa a 105°C por 4 horas.

Apdbs a secagem inicial de 4 horas, os cadinhos foram retirados da estufa e colocados
em um dessecador por 30 minutos para resfriamento, a fim de evitar a absor¢cdo de umidade do
ambiente. Em seguida, os cadinhos foram pesados novamente.

O processo de pesagem e secagem foi repetido até que a diferenca entre as pesagens
sucessivas fosse inferior a 0,001 g, indicando que a amostra atingiu a massa constante e que a

perda de peso foi insignificante.
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Para determinar o teor de umidade, foi utilizada a Equacéo 1, que relaciona a diferenca

de massa entre a amostra antes e depois da secagem.

(B—A)x100

Umidade (%) = 100 — (Eq. 1)

Onde:
B = massa do cadinho mais amostra apds secagem em estufa (gramas);
A = massa do cadinho sem amostra (gramas);

p = massa inicial da amostra (gramas).

O teor de cinzas foi determinado seguindo a metodologia adaptada de Funari e Ferro
(2006). Para isso, aproximadamente 1 g de propolis bruta e de residuo foram pesados em
cadinhos de porcelana previamente tarados, em triplicata. Em seguida, os cadinhos foram
levados a mufla e submetidos a calcinacéo a 550°C por 5 horas.

Apbs a calcinacdo, os cadinhos foram retirados da mufla e deixados em temperatura
ambiente até o resfriamento. Em seguida, foram pesados novamente. O processo de calcinagao
e pesagem foi repetido até que a diferenca entre pesagens sucessivas fosse inferior a 0,001 g,
garantindo que a massa das cinzas atingisse um valor constante.

O teor de cinzas foi calculado a partir da relacdo entre a massa final das cinzas e a massa

inicial da amostra, conforme a Equacao 2.

. Peso final— Peso do cadinho vazio)x100
Cinzas (%) = (Pesof ) (Eq. 2)

Peso da amostra

4.1.1.2 ldentificacdo de compostos bioativos por HPLC

A metodologia seguiu os procedimentos descritos por Mariano, com adaptacdes para
HPLC. A preparacdo das amostras foi realizada a partir de 1,0 g de propolis ou de seu residuo,
dissolvido em 50 mL de etanol, seguido de agitacdo por 10 minutos para favorecer a extragéo
de compostos bioativos. As amostras foram entédo filtradas em papel filtro comum para a
remocao de particulas sélidas, garantindo maior precisdo na analise cromatografica. Antes da

injecdo no equipamento, as amostras foram diluidas para uma concentracdo final de 0,2 mg/mL.
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A caracterizacdo dos compostos foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC-UV), utilizando um equipamento Varian Pro Star 210 UV acoplado a uma
coluna RP18. A fase movel empregada consistiu em agua ultrapura e acetonitrila de grau
analitico, operando em modo gradiente, iniciando com 30% de agua e 70% de acetonitrila,
atingindo 100% de acetonitrila ao final de 40 minutos. A vazao foi mantida em 1,0 mL/min,
com tempo total de anélise de 40 minutos. A deteccao foi realizada a 293 nm. As mesmas
condicdes experimentais foram aplicadas para todas as amostras analisadas.

A identificacdo dos compostos foi baseada na comparacao dos tempos de retengdo com
dados da literatura, uma vez que nao foram utilizados padroes certificados para a construgéo de
curvas de calibragdo. Consequentemente, ndo foi realizada quantificagdo dos compostos. O
método empregado foi adaptado do procedimento descrito por Mariano, que utilizava
espectrofotometria, uma técnica com menor sensibilidade e especificidade para a caracterizacdo

dos compostos presentes na propolis.
4.1.1.3 Anélise de grupos funcionais por FTIR

Esta metodologia seguiu os procedimentos descritos por Basilio (2018) com algumas
modificacdes. A caracterizacdo dos grupos funcionais, incluindo os compostos fenolicos,
presentes na propolis vermelha e no residuo da prépolis vermelha foi realizada por
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). Para a andlise, as
amostras foram previamente secas e pulverizadas, garantindo uma melhor interagdo com o feixe
infravermelho. O espectro foi obtido no modo de transmissao, utilizando a técnica de pastilha
de KBr, em um intervalo de 4000-750 cm™!, com uma resolugédo espectral de 16 cm™ e um total

de 32 varreduras. Os resultados foram tratados no Origin versdo 8.0.
4.2 Cultivo do fungo Colletotrichum gloeosporioides

O cultivo do fungo seguiu um procedimento adaptado de Silva (2005). O isolado de
Colletotrichum gloeosporioides foi obtido a partir de frutos de maméo adquiridos de
supermercado. Inicialmente, dois frutos com maturidade ideal foram selecionados e
monitorados até o desenvolvimento de sintomas distintivos de antracnose.

Com o surgimento das lesdes, as frutas foram entéo transferidas para o laboratério, onde
foi realizada uma desinfeccdo superficial, na qual as frutas foram imersas por 2 minutos em
solucéo de alcool etilico (70%) para remogédo de contaminantes superficiais. Em seguida, uma
solucéo diluida de hipoclorito de sodio a 1% foi utilizada por 2 minutos, para garantir a

eliminacdo de possiveis contaminantes microbianos. As frutas foram entdo enxaguadas com
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agua estéril para remover qualquer residuo dessas substancias, seguido de secagem em
ambiente asséptico para evitar contaminagéo adicional.

Apbs a desinfeccdo, fragmentos de tecido infectado, com aproximadamente 5mm de
diametro, foram cuidadosamente excisados das lesdes visiveis e inoculados em placas de Petri
contendo meio de Batata Dextrose Agar (BDA), previamente esterilizado.

As placas foram incubadas a 25°C, condicgéo ideal para o crescimento de Colletotrichum
gloeosporioides. O desenvolvimento do fungo foi monitorado diariamente ao longo de 7 dias,
com observacdes focadas na formacao de estruturas miceliais e conidiais distintivas. Essas
observacgdes permitiram confirmar a viabilidade e pureza do isolado. Apds a formagdo de um
fungo com aspecto homogéneo, ou seja, com crescimento micelial e esporulacdo consistente,
foram feitas réplicas do isolado em novas placas de Petri contendo BDA, com o objetivo de
estabelecer um acervo do fungo para futuras analises e experimentos.

A identificacdo definitiva do patdgeno foi confirmada com base na analise morfoldgica
dos conidios e outras estruturas associadas, uma vez confirmada a identidade do fungo, o
isolado foi preparado para os testes de atividade antifungica do extrato da prépolis vermelha e

seu residuo.

4.2.1 Avaliacdo da atividade antifingica

A avaliagdo antifungica foi conduzida utilizando a técnica de difusdo em discos
seguindo diretrizes estabelecidas pelo Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI),
visando verificar os halos de inibicao.

Inicialmente, preparou-se dois extratos: um para a prépolis vermelha, outra para o
residuo. Os extratos utilizados no ensaio foram obtidos a partir da dissolugdo de 1 g da amostra
de propolis vermelha ou do residuo de prépolis vermelha em 50 mL de etanol. Para garantir a
completa extracdo dos compostos bioativos, as solu¢des foram submetidas a agitacdo mecanica
por um periodo adequado até atingir a homogeneizagdo. Esses extratos consistiam, portanto,
em solugbes hidroetanolicas contendo os compostos soltveis da propolis e do residuo,
posteriormente foram filtrados para remocéo de particulas sélidas antes do uso nos ensaios
microbioldgicos.

O meio utilizado na placa foi Batata-Dextrose-Agar (BDA), preparado conforme as
especificacbes do fabricante e autoclavado a 120°C por 15 minutos. Apds a esterilizacdo, o
meio foi vertido numa placa de Petri estéril e deixado em repouso até completa solidificacéo.

O isolado fangico utilizado no ensaio foi retirado de uma das placas do acervo

previamente estabelecido, contendo Colletotrichum gloesporioides em meio BDA. Com isso,
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um fragmento da cultura fungica foi retirado e cuidadosamente transferido para a superficie do
meio de cultura BDA. A cultura foi espalhada com o auxilio de uma alga estéril, garantindo a
distribuicdo homogénea do indculo sobre a placa. Em seguida, o fragmento solido foi removido,
permitindo que os extratos pudessem ser distribuidos no meio sem interferéncia do inéculo
direto. Desse modo, foram utilizados discos de papel filtro com didmetro de 5 mm.

Na placa de Petri, foram dispostos trés discos: um impregnado com o extrato de prépolis
vermelha, um com o extrato do residuo da propolis vermelha e um controle negativo composto
por agua destilada. Os discos foram distribuidos de forma equidistante sobre a superficie do
meio de cultura.

A placa foi incubada a 25°C por 7 dias, em condi¢des de temperatura controlada. Apos
dois dias, foi realizada uma repicagem das culturas, utilizando o mesmo indculo da placa inicial,
para garantir a viabilidade do in6culo e a continuidade do crescimento fngico. Essa repicagem
também teve o objetivo de assegurar a reprodutibilidade dos resultados e validar o
comportamento do fungo nas mesmas condigdes experimentais. A avaliacdo da atividade
antifangica foi feita pela observacdo dos halos de inibicdo ao redor dos discos impregnados
com os extratos. As verificacbes ocorreram diariamente para monitorar o efeito inibitério dos
extratos ao longo do periodo de 7 dias, acompanhando as placas (inicial e da repicagem)

continuamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Essa secdo consiste em apresentar os resultados obtidos neste trabalho, seguindo a

ordem exposta na metodologia.
5.1  Caracterizacdo da prépolis vermelha e seu residuo

Na Figura 7, tem-se a propolis vermelha em sua forma bruta e o residuo. Observa-se
que a prépolis bruta apresenta maior rigidez, caracteristicas associadas a sua composicao
original. Ja o residuo, devido a extracdo, apresenta uma estrutura menos compacta e mais
maleével, facilitando sua manipulacdo. Em relacdo a coloracdo, ambos os materiais exibem
tonalidade marrom.

Figura 7. Propolis vermelha: a) Forma bruta e b) Residuo

Fonte: Autor, 2024.

A fim de avaliar as propriedades da propolis vermelha e de seu residuo, foi realizada
uma série de caracterizacdes fisico-quimicas e espectroscopicas, incluindo determinacdo do
teor de umidade e cinzas, analise cromatogréafica por HPLC e espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR). Os resultados obtidos sdo apresentados e discutidos a
sequir.

A analise do teor de umidade e cinzas forneceu informagfes sobre a composicao e a
pureza da prépolis e do residuo. A identificacdo de compostos por HPLC e a analise de grupos
fenolicos por FTIR foram essenciais para caracterizar os componentes da propolis vermelha e
do residuo. Enquanto o HPLC permitiu uma identificacdo qualitativa dos compostos bioativos,
fornecendo dados fundamentais sobre a concentracdo das substadncias com atividade
antimicrobiana, a analise por FTIR foi crucial para mapear os grupos fendélicos presentes. A

importancia dessas caracterizagOes residiu em proporcionar uma compreensao detalhada da
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composicdo da propolis vermelha e seu residuo, o que foi importante para otimizar seu uso

como agente antifungico.
5.1.1 Teor de umidade e teor de cinzas

As primeiras caracterizacOes realizadas nas amostras de propolis vermelha bruta e no
residuo foram o teor de umidade e o teor de cinzas.

Com isso, no processo de determinacédo do teor de umidade, as amostras foram expostas
a temperaturas elevadas, o que resultou em uma mudanca significativa na coloragéo.
Inicialmente, as amostras apresentavam uma cor marrom, mas apos a secagem e a exposicao a
105°C, a cor passou a ser predominantemente preta, conforme mostrado na Figura 8.

Durante a determinacdo do teor de umidade, observou-se uma mudanca na coloragao
das amostras, efeito associado a exposi¢cdo prolongada a temperaturas elevadas no processo de
secagem. Essa alteracdo pode ser consequéncia de reacdes de oxidacao e degradacdo térmica
de compostos organicos, especialmente flavonoides e outros metabdlitos secundarios
termossensiveis presentes na propolis e em seu residuo. Estudos como Oliveira (2021) indicam
que temperaturas acima de 60°C podem acelerar a degradacdo desses compostos,
comprometendo a integridade quimica e, possivelmente, suas propriedades bioldgicas. Além
disso, recomendam a liofilizacdo como alternativa a secagem convencional. Esse método, ao
remover a umidade por sublimacdo em baixas temperaturas e sob vacuo, reduz
significativamente a degradacdo térmica e oxidativa, preservando melhor a composicdo

quimica da amostra.

Figura 8. Cadinhos pos estufa com amostra de a) Prépolis bruta; b) Residuo da prépolis

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos para os teores de umidade e cinzas da
propolis vermelha bruta e de seu residuo. Essas analises foram fundamentais para avaliar a

qualidade das amostras, considerando que a umidade influencia diretamente a estabilidade e as
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propriedades bioativas da propolis, enquanto o teor de cinzas reflete a presenca de elementos

minerais.

Tabela 2. Determinacao do teor de umidade e do teor de cinza em triplicata.

Tipode  Amostra Teor de Teor de Teor de Teor de
Biomassa Umidade Umidade Cinzas Cinzas
(%) Médio +s (%) Meédio + s
(%) (%)
1 5,593 1,368
Propolis 2 5,534 5,89 + 0,57 1,448 1,39 + 0,05
3 6,550 1,365
1 23,228 2,157
Residuo de 2 25,094 2,603
propolis 24,26 + 0,95 2,23+0,34
3 24,453 1,932

Fonte: Autor, 2025.

A umidade da propolis bruta deve ser mantida em niveis baixos para garantir sua
integridade e evitar processos de degradacdo. Propolis com alto teor de umidade esta mais
suscetivel a oxidacdo, o que favorece o crescimento de fungos e outros microrganismos,
comprometendo suas propriedades bioativas e reduzindo a qualidade do produto.

No presente estudo, o teor médio de umidade da propolis vermelha bruta foi de 5,89%,
um valor compativel com produtos de elevada qualidade, que geralmente apresentam teores
abaixo de 7% (MARIANO, 2014). Esse valor estd dentro do limite méximo permitido pela
legislagdo brasileira, que estabelece um teor de umidade de até 8% para a propolis in natura
(BRASIL, 2001).

O residuo de propolis apresentou um teor médio de umidade de 24,26%, valor
significativamente superior ao encontrado na propolis bruta. Esse aumento pode ser atribuido a
composi¢do mais complexa do residuo, que contém uma maior quantidade de impurezas, como
restos de ceras, resinas e compostos vegetais, 0s quais possuem maior afinidade com a agua,
favorecendo assim a retencdo de umidade. Vale destacar que a legislagdo brasileira nédo
especifica a porcentagem do teor de umidade para residuos de propolis, o que deixa em aberto
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a padronizacdo desse parametro em produtos derivados da prépolis, exigindo uma maior
atencdo no controle da qualidade desse material em diferentes estagios de processamento.

Além da umidade, o teor de cinzas também é um parametro importante para a avalia¢éo
da qualidade da propolis, pois indica a presenca de elementos minerais. A analise desse
pardmetro é essencial para detectar eventuais adulteracBes, ja que niveis elevados podem
sugerir a adigdo de substancias estranhas durante a coleta ou processamento da propolis. A
legislacdo brasileira estabelece um limite maximo de 5% para o teor de cinzas em propolis in
natura (BRASIL, 2001). No presente estudo, a propolis vermelha bruta apresentou um teor
médio de cinzas de 1,39%, enquanto o residuo de propolis apresentou um valor superior, de
2,23%. Esse valor sugere que, apesar de ser um residuo, o material analisado apresenta niveis
de cinzas compativeis com os padrdes de qualidade estabelecidos para a propolis in natura.

A Tabela 3 apresenta a comparacao dos valores obtidos para o teor de umidade e teor
de cinzas da prépolis vermelha e de seu residuo com os resultados reportados na literatura. Essa
andlise permite avaliar a consisténcia dos dados obtidos neste estudo em relacdo a pesquisas
anteriores, fornecendo um referencial sobre a variabilidade desses parametros em diferentes

amostras de propolis.

Tabela 3. Comparacdo entre os valores de umidade e cinzas da prépolis vermelha e seu residuo
com os resultados encontrados na literatura.

Tipode Teorde Literatura: Fonte Teor de Literatura: Fonte
Biomassa Umidade Teor de Cinzas  Teor de Umidade
Médio  Umidade Médio Médio
(%) Médio (%) (%)
(%)
Prépolis 5,89 _ _ 1,39 Propolis Silva

vermelha: Entre et al.
1,13% e 1,70% (2006)

Residuo de De Residuo de De
prépolis  Francisco prépolis verde:  Francisc
Residuo verde: et al. 2,23 2,5% oetal.
de 24,26 32,44% (2018) (2018)
propolis ] )
Residuo de Lima Residuo de Lima
propolis (2022) propolis (2022)
vermelha: vermelha:
24,71% 1,61%

Fonte: Autor, 2025.
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De Francisco et al. (2018) observou um teor de 32,44% no residuo de propolis verde,
enquanto Lima (2022) encontrou 24,71% para residuo de prépolis vermelha. Esses resultados
sdo préximos aos obtidos neste estudo, reforcando a tendéncia de que residuos de prépolis,
independentemente de sua origem, apresentam teores de umidade superiores aos da propolis
bruta.

Em relacdo ao teor de cinza, De Francisco et al. (2018) relatou um teor de cinzas de
2,5% para o residuo de propolis verde. Da mesma forma, Silva et al. (2006) observaram valores
entre 1,13% e 1,70% em amostras de propolis vermelha in natura coletadas na cidade de Areia,
na Paraiba. Além disso, Lima (2022) encontrou um teor de cinzas de 1,61% para o residuo de
prépolis vermelha, um valor proximo ao observado neste estudo. Esses achados reforcam que,
embora haja variagdes conforme a origem e o tipo de prépolis, os valores obtidos estdo dentro
dos padrdes normalmente observados e dos limites estabelecidos pela legislagéo vigente.

Os resultados deste estudo demonstram que a prdpolis vermelha bruta apresenta baixos
teores de umidade e cinzas, indicando boa qualidade conforme os critérios estabelecidos para
esse produto. Ja o residuo de propolis apresentou um teor de umidade mais elevado, o que pode
estar relacionado a sua composic¢do e estrutura porosa, que favorece a retencdo de dgua. No
entanto, o teor de cinzas ndo apresentou aumento significativo, sugerindo que a extragéo foi
eficiente na remocéao dos compostos minerais para o extrato final.

Visualmente, observou-se, Figura 9, que as cinzas resultantes da calcinacdo da propolis
vermelha bruta apresentaram uma colorac¢do mais esbranquicada em comparacao as cinzas do
residuo, que se mostraram mais escurecidas. A coloracao mais clara da prépolis vermelha pode
indicar que a combustdo ndo foi completamente finalizada dentro do tempo estabelecido,
sugerindo que um periodo maior de calcinagdo seria necessario para garantir a total degradacao
da matéria organica. Essa incompletude pode interferir na precisdo da determinacédo do teor de
cinzas, uma vez que residuos carbonizados remanescentes podem afetar a quantificacdo correta

dos minerais presentes.
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Figura 9. Cadinhos ap0s a calcinacdo com amostra de: a) Prépolis bruta; b) Residuo da

propolis.

Fonte: Autor, 2025.

5.1.2 Identificacdo de compostos bioativos por HPLC

A caracterizagdo dos compostos presentes na propolis vermelha e em seu residuo foi
realizada por HPLC, visando a identificacdo qualitativa de metabdlitos secundarios,
especialmente flavonoides e outros compostos fendlicos de relevancia bioldgica. Idealmente, a
identificacdo dos picos cromatograficos seria realizada por comparacdo com padrdes
comerciais de referéncia. No entanto, devido a indisponibilidade desses padr@es, foi adotada
uma abordagem qualitativa baseada na comparacdo dos perfis cromatograficos das amostras
com os de uma prépolis marrom e seu residuo, previamente analisados.

Embora a prépolis marrom e seu residuo ndo sejam materiais de referéncia certificado,
sua utilizagdo para comparacdo qualitativa fundamenta-se no fato de que ambas as variedades
compartilham classes de compostos bioativos, ainda que em proporcdes e estruturas distintas.
A analise comparativa dos cromatogramas permitiu correlacionar padrdes de picos entre as
amostras, auxiliando na interpretacdo dos resultados e na sugestdo de possiveis compostos
presentes. No entanto, essa abordagem ndo permite a identificacdo definitiva das substancias
detectadas, sendo necesséria a utilizacdo de padrdes de referéncia para confirmacdo estrutural
e quantificagdo precisa.

Os cromatogramas obtidos para os extratos do residuo da prépolis vermelha e do residuo

da prépolis marrom estdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10. Cromatograma obtidos do extrato do residuo: a) da propolis marrom; b) da prépolis
vermelha.
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A analise qualitativa dos cromatogramas revelou diferengas marcantes entre os extratos
do residuo da propolis vermelha e da prépolis marrom, sugerindo variagbes na composi¢do
quimica entre as amostras. No entanto, observou-se uma baixa resolucdo dos picos
cromatograficos, o que pode dificultar a distincdo precisa entre compostos coeluidos e

comprometer a identificacdo mais detalhada dos metabdlitos presentes. Ainda assim, foi
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possivel identificar padrdes que permitem inferéncias preliminares sobre a composicao quimica
das amostras. Observou-se uma maior diversidade de picos no residuo da prépolis vermelha, o
que pode indicar a presenca de um numero maior de metabolitos secundarios em comparacgéo
com a propolis marrom.

Entre as semelhancas destacadas, observa-se um pico em torno 14,2 minutos, cujo
tempo de retencéo pode estar associado a compostos da classe das cumarinas, conforme descrito
na literatura (Guerra, 2016). J& o pico em 19,7 minutos apresenta retencdo compativel com
flavonois, como o kaempferol (SANTOS et al., 2024). No cromatograma, esse Ultimo pico é
mais pronunciado o que pode sugerir uma maior concentragdo desse composto em relagédo a
prépolis marrom. Embora esses picos se apresentam nas duas amostras, a auséncia de padrdes
de referéncia certificados para esses compostos impede a confirmacdo definitiva de sua
identidade, e, portanto, essas atribui¢cGes devem ser tratadas como meramente sugestivas. Além
disso, a possibilidade de isdmeros para ambos os compostos deve ser considerada, dada a
natureza complexa dos perfis cromatograficos observados.

Diversos estudos tém evidenciado que o kaempferol, um flavonoide amplamente
encontrado em plantas, apresenta significativa atividade antifingica.

Santos et al., (2024), avaliando o extrato de pimenta biquinho (Capsicum chinense),
identificou o composto kaempferol-3-O-robinobiosideo, o qual se destacou por sua capacidade
de inibir o crescimento micelial de importantes fungos patogénicos, incluindo Colletotrichum
gloeosporioides, Sclerotinia sclerotiorum e Rhizopus stolonifer. Nas doses de 100 uL e 200 pL,
0 extrato de pimenta biquinho demonstrou elevada eficiéncia na inibi¢do do crescimento desses
fungos, corroborando o potencial antifungico do kaempferol.

Além disso, grande parte da literatura revela eficacia na atividade do kaempferol contra
cepas como Candida (PERIFERAKIS, 2022), esses resultados ampliam as perspectivas sobre
sua aplicacdo no combate a patdgenos fungicos de interesse agricola, como o Colletotrichum
gloeosporioides.

A cumarina, um composto organico amplamente estudado por suas diversas atividades
bioldgicas, incluindo a antifungica, tem demonstrado potencial contra varias espécies de
fungos, incluindo os patégenos do género Colletotrichum. Sousa et al. (2022) avaliou a
atividade antifungica de fracdes de 0leo obtidas de sementes de cumaru (Dipteryx sp.) contra o
fitopatogeno Colletotrichum musae, isolado de bananas. A fragdo diclorometanica foi a mais
eficaz na reducdo do crescimento micelial de C. musae, embora o estudo ndo tenha especificado
as concentracOes testadas nem a eficacia quantitativa da fracdo. A identificacdo da cumarina

nas amostras foi confirmada por técnicas analiticas, como Cromatografia em Camada Delgada
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(CCD) e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-MS), garantindo a
precisdo da caracterizacao.

Por outro lado, Guerra (2016) investigou derivados cumarinicos contra espécies de
Aspergillus, como A. flavus e A. fumigatus. Dentre os 24 derivados testados, 12 demonstraram
atividade antifungica, com concentra¢@es inibitorias minimas (CIM) variando de 16 a 1024
pg/mL. Os compostos com melhor desempenho, como 7-hidroxi-6-nitrocumarina (Cou-UNO2)
e 4-acetoxicumarina (Cou-UMB16), ndo sé inibiram o crescimento micelial, mas também
afetaram a germinacao dos conidios de Aspergillus. Além disso, Cou-UNO?2 potencializou a
acdo dos antiflngicos azélicos em concentragdes inibitdrias, e Cou-UMB16 apresentou efeitos
sinérgicos ou aditivos, dependendo da linhagem fungica utilizada.

Embora esses estudos demonstrem a eficacia da cumarina e seus derivados contra varias
espécies fangicas, incluindo Aspergillus, a pesquisa sobre sua atividade contra Colletotrichum
permanece limitada. Assim, apesar do potencial antifungico da cumarina, estudos adicionais
sd0 necessarios para explorar sua eficacia contra Colletotrichum e outras espécies de fungos
patogénicos, a fim de melhor compreender as condi¢cdes ideais de uso e aplicacdo desse
composto.

Além dos compostos identificados, a analise cromatografica do extrato do residuo da
prépolis vermelha revelou picos adicionais de intensidades consideraveis, cujas substancias ndo
puderam ser correlacionadas com os padrdes da prépolis marrom utilizada como referéncia.

Alguns picos do cromatograma do extrato do residuo da propolis vermelha.
Particularmente notaveis entre 21 e 21,5 minutos, apresentaram niveis elevados, mas nao
puderam ser identificados de forma conclusiva. Este fenbmeno pode ser interpretado como
indicativo da presenca de compostos ndo observados na prépolis marrom, gerando a hipotese
de que essas substancias sejam exclusivas da propolis vermelha. A identificacdo e
caracterizacdo desses compostos desconhecidos sdo de fundamental importancia para um
entendimento abrangente do perfil quimico da propolis vermelha, sendo potencialmente
cruciais para a elucidagéo de suas propriedades bioldgicas e farmacoldgicas.

A Figura 11 apresenta os cromatogramas obtidos para os extratos da propolis marrom e
da propolis vermelha. A comparacao qualitativa desses perfis cromatograficos permite avaliar
semelhancas e diferencas entre as amostras, fornecendo indicios sobre a composi¢do quimica

de cada uma.
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Figura 11. Cromatograma obtidos do extrato da propolis: a) marrom; b) vermelha.
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Fonte: Autor, 2025.

A comparacdo entre 0s cromatogramas do extrato do residuo da propolis vermelha e da
propolis marrom revela um ndmero consideravel de picos, sendo que o extrato da propolis
marrom apresenta uma quantidade de picos acentuada. No entanto, a baixa resolugdo dos picos

cromatograficos dificulta a separacdo precisa de compostos, resultando em éareas de

sobreposicdo onde os picos ficam muito proximos, o que pode levar a eluicdo conjunta de

compostos e & impossibilidade de uma identificacdo conclusiva. Apesar dessa limitag&o,

algumas semelhancas podem ser observadas entre 0s cromatogramas, Como a presenca de um

pico em torno de 14,4 minutos, que pode ser relacionado a luteolina, com base na literatura
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(Vaz, 2022). No entanto, a presenca de isdmeros e a resolugdo limitada indicam que a atribuicdo
de compostos especificos deve ser tratada com cautela e pode ser considerada meramente
sugestiva

A luteolina, um flavonoide amplamente distribuido em diversas plantas, tem sido
amplamente estudada por suas diversas propriedades bioldgicas, incluindo sua atividade
antifungica. Embora n&o tenha sido identificado um estudo especifico que avalie a atividade
antifangica da luteolina isolada contra Colletotrichum, existem pesquisas que investigam
compostos fenolicos presentes em plantas que contém luteolina e sua eficacia contra esse
patégeno.

Vaz (2022) avaliou os extratos de Origanum vulgare (orégano) e Rosmarinus officinalis
(alecrim) contra Colletotrichum lindemuthianum, o agente causador da antracnose no feijoeiro.
A analise quimica desses extratos identificou a presenca de luteolina, entre outros compostos
fendlicos. Os resultados mostraram que ambos 0s extratos inibiram completamente o
crescimento micelial de C. lindemuthianum nas concentracdes de 2% (orégano) e 3% (alecrim),
com o alecrim inibindo 100% da germinacao dos esporos e 0 orégano 85% na concentracdo de
3%. Esses extratos também reduziram a severidade da antracnose em plantas de feijdo,
indicando o potencial de controle alternativo para doencas fangicas. Embora esses estudos ndo
fornecam dados especificos sobre a atividade da luteolina isolada contra Colletotrichum, eles
sugerem que compostos fendlicos presentes em plantas que contém luteolina tém um
significativo potencial antifngico contra esse patdgeno. Contudo, mais estudos sdo necessarios
para avaliar a eficacia da luteolina isolada contra Colletotrichum e outras espécies fungicas
patogénicas.

Além disso, algumas diferengas marcantes entre 0s dois cromatogramas sao evidentes.
Determinados picos aparecem de forma proeminente no cromatograma da prépolis marrom,
enguanto outros sdo acentuados apenas no cromatograma da prépolis vermelha. Esses picos
exclusivos sugerem que existem compostos Unicos em cada tipo de prépolis, com tempos de
retencdo distintos, reforcando a hipotese de que substancias exclusivas estdo presentes em
ambas as amostras. Porém, devido a falta de padrdes de referéncia e a resolugdo limitada, a
identificacdo definitiva desses compostos permanece invidvel, sendo necessaria uma
investigacdo mais aprofundada para confirmar essas atribuigdes.

A Figura 12 apresenta os cromatogramas obtidos para o extrato da propolis vermelha e

para o extrato de seu residuo, permitindo uma comparagéo direta entre seus perfis quimicos.
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Figura 12. Cromatograma obtidos do
vermelha.

extrato: a) residuo da propolis vermelha; b) propolis

0.0 25 1 75 10.0 125 15.0 17.5 20,0 2=s MmN
254
204 IJ
15 ‘
104 ” , |1
] f !L l|
; I| ” lu'l VLA \
T: | A Jn'. A ||| |k [ | Y AV W ||| '
1 | \ N‘l Wy l\\/V] it VLV e L“"‘-\_/ b ___)[uv—:—"’"'_‘
; rp— B
1 L 1 1 1 1 L | I 1 Lo 1
75 100 125 150 175 20 25 20 i 30 325 mh

Fonte: Autor, 2025.

Observa-se que o cromatograma do extrato da propolis vermelha revelou um nimero

maior de picos em comparagdo ao extrato do residuo da propolis vermelha. Este fendmeno é

consistente com as expectativas, pois o extrato, sendo uma fase mais concentrada e fluida, tende

a liberar uma gama mais ampla de compostos sollUveis, muitos dos quais podem ndo estar

presentes no residuo devido a maior retencdo nas fibras e materiais insolUveis. A presenca de

mais picos no extrato pode, portanto, refletir tanto a maior solubilidade e extracdo de compostos

bioativos quanto a complexidade quimica da propolis vermelha, que pode conter compostos

mais facilmente extraiveis. Ja o residuo, que contém uma menor quantidade de compostos
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bioativos extraiveis, pode ter uma resposta cromatografica mais simples, com menos picos
visiveis, o que é esperado quando comparado & maior riqueza de substancias no extrato.

Além das diferencas no numero total de picos, a analise dos cromatogramas revela uma
regido de particular interesse entre 21 e 21,5 minutos, onde se observa um pico de alta
intensidade presente em ambas as amostras da propolis vermelha. A auséncia desse pico nas
amostras da propolis marrom sugere a presenca de um composto potencialmente exclusivo da
prépolis vermelha, o que pode indicar uma substancia de relevancia biologica. Além disso, a
regido entre 19,5 e 21,5 minutos apresenta padrdes semelhantes entre as duas amostras da
propolis vermelha, com picos distribuidos de maneira proxima, mas com variacbes na
intensidade. Essa semelhanca pode indicar compostos compartilhados entre o extrato e seu
residuo, mas com concentrac@es distintas, reforcando a necessidade de analises adicionais para
a identificacdo desses componentes e sua possivel fungéo bioativa.

Devido a utilizagdo da prépolis marrom como referéncia para a anélise cromatogréfica,
ndo foi possivel identificar alguns compostos especificos que sdo frequentemente atribuidos a
prépolis vermelha, como os isoflavonoides. Essa limitacdo foi observada tanto no extrato
guanto no residuo da propolis vermelha, j& que muitos compostos caracteristicos dessa
variedade ndo puderam ser detectados ou comparados com os padrdes disponiveis.

A homopterocarpina, por exemplo, é um isoflavonoide que demonstrou atividade
antifngica significativa contra espécies do género Colletotrichum, incluindo Colletotrichum
gloeosporioides e Colletotrichum lindemuthianum, conhecidos agentes causadores da
antracnose em diversas culturas. Estudos como Martinez (2023) sugerem que derivados da
homopterocarpina apresentam atividade contra esses fungos fitopatogénicos, o que torna sua
possivel presenca na propolis vermelha um ponto relevante para a atividade antifingica
observada no residuo.

Além disso, a formononetina, outro isoflavonoide presente na prépolis vermelha, é
amplamente reconhecida por suas propriedades antimicrobianas e antifungicas (Andrade,
2017). Embora estudos especificos sobre sua eficacia contra Colletotrichum chlorosporioides
sejam limitados, a literatura indica seu potencial no controle de fungos desse género. 1sso
reforca a necessidade de aprofundamento nas andlises para identificar e quantificar tais
compostos, que provavelmente contribuem para a atividade observada contra o fungo.

Estudos prévios de caracterizacdo da propolis vermelha identificaram diversas
moléculas constituintes, como, formononetina, biochanina A, isoliquiritigenina, liquiritigenina,
homopterocarpina, quercetina e vestitol, os quais séo cruciais para a diferenciagdo da propolis
vermelha de outros tipos de propolis brasileira (ANDRADE et al., 2017; RUFATTO et al.,
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2018; SILVA et al., 2008). A auséncia desses compostos nos cromatogramas do extrato e do
residuo pode ser atribuida a limitagdo de comparacdo com a prépolis marrom e a complexidade
de identificacdo sem os padrdes especificos dessas substancias.

Para uma analise mais detalhada e precisa da composicdo do extrato da propolis
vermelha, a utilizacdo de técnicas complementares, como a espectrometria de massa, seria
altamente recomendada. A espectrometria de massa permite a identificacdo exata dos
compostos presentes, fornecendo uma analise estruturada dos metabdlitos secundarios. Essa
técnica seria particularmente Gtil para detectar compostos especificos que podem ser de grande
interesse para as propriedades bioldgicas da prépolis vermelha, como os isoflavonoides. Além
disso, a espectrometria de massa poderia ajudar a esclarecer as estruturas dos compostos
detectados, especialmente em areas com baixa resolucdo cromatogréfica, permitindo a
atribuicdo precisa dos picos observados e a identificacdo de substancias Unicas e exclusivas,

que podem estar contribuindo para os potenciais efeitos bioativos.
5.1.3 Anélise de grupos funcionais por FTIR

A anélise dos espectros de FTIR foi conduzida com o objetivo de identificar grupos
funcionais associados a compostos fenolicos, visto que esses compostos desempenham um
papel fundamental na atividade biol6gica e funcional do extrato.

A Figura 12 apresenta 0s espectros obtidos para a propolis vermelha e seu residuo,
permitindo a comparacao entre as amostras e a interpretacdo das principais bandas de absorgéo.

Figura 13. Espectros FTIR obtidos para a propolis vermelha e seu residuo.
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Fonte: Autor, 2025.
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No espectro de FT-IR, observa-se, na regido entre 3800-3400 cm™, uma banda larga
atribuida a vibracao de estiramento dos grupos hidroxila (-OH). Essa absorcao é caracteristica
da presenca de compostos fenolicos. A largura dessa banda sugere a formacao de ligacdes de
hidrogénio, um fendmeno comum em compostos fendlicos e acidos carboxilicos. Além disso,
a similaridade desse sinal entre a propolis vermelha e seu residuo indica que tais compostos
estdo presentes em ambas as amostras, podendo diferir em concentragdo ou em sua estrutura
molecular.

Na regiao entre 3000 e 2750 cm™!, foram observados dois picos intensos e estreitos,
atribuidos ao estiramento das ligacGes (C-H), indicativos da presenca de compostos alifaticos
ou ésteres. A intensidade desses picos foi mais pronunciada no residuo da propolis vermelha,
sugerindo uma maior concentracdo de substancias ndo fendlicas, como hidrocarbonetos ou
acidos graxos, neste residuo em comparacgdo a propolis vermelha.

Esse resultado era esperado, visto que o processo de extracao seletiva tende a remover
preferencialmente compostos polares, como os fendlicos, resultando na retencao de substancias
mais apolares no residuo. Essa observacdo estd em concordancia com os achados de Basilio
(2018), que também registraram a presenca de bandas intensas nessa faixa espectral ao analisar
amostras de propolis vermelha.

Na sequéncia, a Figura 13 apresenta os espectros de FTIR com destaque para 0S
principais picos observados, evidenciados por legendas nos respectivos comprimentos de onda.
Diferente da Figura 12, que abrange todo o espectro de 4000 a 750 cm™, a Figura 13 foca em
uma regido especifica do espectro, selecionada por conter bandas de absor¢do particularmente
associadas a compostos bioativos de interesse. A escolha dessa faixa se deve a sua relevancia
na caracterizacao estrutural desses compostos, permitindo uma analise mais detalhada de suas

possiveis presencas nas amostras.
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Figura 14. Espectros FTIR obtidos para a propolis vermelha e seu residuo com destaque para
0S picos.
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Fonte: Autor, 2025.

Observam-se picos caracteristicos nas regides de 1735, 1650, 1460, 1380, 1174 e 1031
cm™!, presentes tanto na propolis vermelha quanto no residuo. As absorgdes em 1650 cm™ e
1460 cm™! sdo comumente atribuidas aos estiramentos (C=C) de anéis aromaticos conjugados,
reforcando a presenca de flavonoides e outros compostos fenolicos estruturados. A banda em
1735 ecm™ pode estar associada ao estiramento de carbonilas (C=0O) de ésteres ou lactonas,
sugerindo a possivel presenca de acidos fendlicos esterificados. Ja o sinal em 1380 cm™ pode
estar relacionado a deformacGes angulares de grupos metila (-CHs), o que indica a presenga de
flavonas ou derivados terpénicos. Além disso, os picos em 1174 cm™ e 1031 cm™ podem estar
associados a estiramentos (C-O), tipicos de estruturas fendlicas, reforcando a presenca de
compostos com caracteristicas fenolicas e ésteres.

Outros estudos similares reportados evidenciaram resultados semelhantes aos
observados neste estudo. Elbaz et al. (2016) demonstraram a vibragéo do grupo hidroxila (OH)
em um comprimento de onda de 3430 cm™!, o que reforcga a presenca de compostos fenolicos.
Siripatrawan e Vitchayakitti (2016) observaram que as bandas localizadas entre 1800 e 1000
cm ! estdo relacionadas com a presenca de compostos fendlicos, grupos (C=0) de ésteres, éteres
e polidis, além de estiramentos (C=C) no anel aromatico, 0 que € consistente com 0s picos

observados nesse estudo, como os de 1735 cm™, 1650 cm ™' € 1460 cm ™.
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5.2 Cultivo do fungo

O monitoramento dos frutos de maméo permitiu observar a formacdo de lesdes
circulares deprimidas, compativeis com 0s sintomas iniciais da antracnose, Figura 14. Com a
progressao da infeccdo, verificou-se a presenca de uma substancia esbranquicada e de aspecto
levemente gelatinoso na regido central das lesdes, possivelmente relacionada a liberacdo de
esporos pelo patogeno.

Em torno dessa area, notou-se a formacdo de um exsudato de coloracdo rosada,
conforme evidenciado na Figura 14 (e). Esse achado esta em concordancia com Oliveira et al.
(2011), que descrevem a presenca dessa substancia gelatinosa em infecc¢des por Colletotrichum
spp. em mamé&o. A disposicdo desse exsudato sugere que a varia¢do na coloragdo pode estar
associada ao amadurecimento dos esporos, a interacdo com os tecidos do fruto ou a fatores

ambientais.

Figura 15. Progressdo dos sintomas da antracnose em frutos do mamé&o durante o periodo de
monitoramento: a) 1° dia; b) 2° dia; ¢) 3° dia; d) 4° dia; e) 5° dia; f) 6° dia.

Fonte: Autor, 2025.
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Apo6s o surgimento das lesdes nas frutas, as mesmas foram encaminhadas para o
laboratério, onde foi realizada a desinfeccdo superficial dos frutos, seguida pela inoculacéo dos
fragmentos em meio BDA.

O meio BDA é particularmente adequado para o cultivo de Colletotrichum
gloeosporioides devido a sua composi¢cdo rica em nutrientes, que favorece o crescimento
micelial e a esporulagdo do fungo. Estudos como Andrade (2007) demonstram que isolados de
C. gloeosporioides apresentam crescimento mais rapido em BDA em comparacdo a outros
meios de cultura.

Nesse sentido, apds dez dias de incubacdo a 25°C, foi observado o desenvolvimento de
coldnias fungicas com micélio branco, de aspecto filamentoso e algodonoso, sem sinais de
escurecimento ou formacéo de sulcos, e sem presenca de colénias de outros microrganismos,
conforme mostrado na Figura 15. O crescimento apresentou formato circular e revelou um
micélio aéreo moderadamente abundante. Além disso, o reverso das colénias exibiu coloragdo
creme, enquanto o centro da placa apresentou coloragdo alaranjada devido ao fragmento de

mamao colocado na inoculagéo.

Figura 16. Aspecto macroscépico das col6nias de Colletotrichum gloeosporioides isoladas de
mamado apds 10 dias de incubacdo a 25°C. (a) Vista frontal da col6nia, evidenciando o micélio
branco de aspecto algodonoso e crescimento circular. (b) Vista do reverso da colénia,
apresentando a coloragéo creme.

Fonte: Autor, 2025.

As caracteristicas morfologicas observadas nas coldnias isoladas sdo compativeis com

as descritas para Colletotrichum gloeosporioides na literatura. Segundo Ribeiro (2016), esse
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fungo pode apresentar colénias com coloragéo que variam entre brancas ou cinzas, de aspecto
algodonoso e crescimento circular, caracteristicas que foram verificadas nas amostras
analisadas. Além disso, o reverso da coldnia exibiu coloracdo creme, o que também é relatado
em estudos como o de Weir (2012), que descrevem variacdes de tonalidade do verso entre
amarelo-claro e creme em isolados desse patdgeno, dependendo do meio.

A auséncia de sulcos no micelio e a textura moderadamente abundante e aérea também
corroboram as descri¢bes previamente relatadas para C. gloeosporioides Weir (2012). Esses
aspectos morfoldgicos sugerem que o isolado obtido corresponde a essa espécie, embora
analises microscopicas sejam necessarias para confirmacéao definitiva.

O crescimento observado sugeriu a predominancia de um unico isolado fangico, sem
indicios visuais de contaminacdo. Diante disso, foi realizada a replicacdo da cultura em quatro
novas placas, a fim de constituir um acervo experimental. O replique das coldnias em novas

placas de BDA pode ser observado na Figura 16.

Figura 17. Replique das colénias fungicas em novas placas de BDA ap0s crescimento. a)
Verso da placa. b) Reverso da placa.

Fonte: Autor, 2025.

Observa-se, entdo, que apos a realizacdo do replique em novas placas de BDA, o
crescimento manteve o mesmo padréo observado na cultura inicial. A coldnia apresenta forma
circular, com micélio aéreo de pigmentacao branca, distribuido de maneira homogénea e plana.
O reverso da coldnia exibiu coloragdo amarela, o que € compativel com a literatura para este

patdgeno. A auséncia de variagdes visiveis na textura e coloragdo sugere que o isolado fungico
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ja estava relativamente puro, justificando a deciséo de replica-lo. Esse processo foi essencial
para garantir a continuidade dos experimentos com uma cultura livre de contaminantes.

Para a caracterizacdo microscépica do isolado fungico, foi realizada a analise das
estruturas observadas em microscopia Optica, conforme ilustrado na Figura 17. A observacao
revelou a presenca de conidios hialinos, com formato predominantemente cilindrico, variando
entre formas ovais e alongadas. Essas estruturas apresentaram extremidades arredondadas e
paredes lisas, caracteristicas compativeis com descri¢fes de Colletotrichum gloeosporioides na
literatura. Segundo Roca et al. (2000), os conidios dessa espécie possuem morfologia

semelhante, sendo tipicamente unicelulares e lisos.

Figura 18. Aspectos microscopicos do isolado fangico (Colletotrichum gloeosporioides)
observados a) Conidios e b) Hifas septadas.

Fonte: Autor, 2025.

Além dos conidios, foi possivel visualizar hifas septadas, com ramificacGes
caracteristicas e estrutura filamentosa bem definida. Essas hifas apresentaram coloracéo hialina
e crescimento organizado, corroborando as descri¢fes de Téliz e Mora (2007), que relatam a
formacdo de uma rede filamentosa tipica do género Colletotrichum.

Diante das caracteristicas macroscopicas e microscépicas analisadas, os resultados
sugerem que o isolado obtido corresponde a Colletotrichum gloeosporioides, conforme descrito
na literatura. A identificacdo preliminar desse patdgeno € um passo essencial para a condugéo
dos experimentos subsequentes, uma vez que o conhecimento preciso da espécie envolvida é
determinante para avaliar a eficacia dos tratamentos testados. Assim, com a morfologia fungica
devidamente caracterizada, torna-se possivel avancar para os testes de bioatividade da prépolis
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e de seu residuo contra o isolado, permitindo uma analise mais aprofundada sobre o seu

potencial antiflngico.
5.3 Avaliacéo da atividade antifiingica

A técnica de difusdo em discos € um método amplamente utilizado para avaliar a
atividade antimicrobiana de compostos bioativos. Nesse ensaio, discos de papel filtro sdo
impregnados com as solugBes dos extratos e colocados sobre a superficie do meio de cultura
previamente inoculado com o fungo. Os compostos presentes nos extratos se difundem a partir
dos discos para 0 meio, formando uma zona de inibicdo ao redor do disco caso apresentem
atividade antifungica.

Os extratos utilizados no ensaio foram preparados pela dissolucdo das amostras de
propolis vermelha e de seu residuo em etanol. Assim, os extratos consistem em solucGes
hidroetandlicas que contém os compostos solUveis presentes na propolis e no residuo. Apds a
preparacdo, os extratos foram aplicados nos discos de papel, e o processo de difusdo foi
monitorado para avaliar a atividade antimicrobiana contra o fungo.

Nas primeiras observacdes, a inibicdo do crescimento fangico foi registrada, conforme

a Figura 18.

Figura 19. Zona de inibicdo observada no primeiro dia de avaliacdo antifingica. Comparacédo
entre os extratos de propolis (P), residuo da prépolis (R) e o controle negativo (B).

Fonte: Autor, 2025.
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A diferenciacdo dos extratos é visivel pela coloracdo: o extrato de prépolis apresenta
um tom mais escuro e alaranjado, o residuo da propolis possui uma coloragdo intermediaria,
mais amarelada ou cremosa, engquanto o controle negativo é incolor. Além disso, a partir desta
foto em diante, nas imagens foram acrescentadas as letras "R™ para o residuo, "P" para a propolis
e "B" para o branco ou controle negativo, com o intuito de facilitar a identificagdo visual dos
diferentes discos.

Com isso, Vé-se que a zona de inibicdo ndo formou um halo perfeitamente circular. Essa
caracteristica pode estar relacionada a forma como 0s compostos ativos do extrato interagem
com o meio de cultura. No entanto, a analise visual ainda evidenciou uma reducéo significativa
no crescimento fungico, especialmente quando comparado ao controle negativo, composto
apenas por agua destilada.

Entre os extratos testados, o extrato do residuo da propolis apresentou um desempenho
superior em relacédo a inibicdo do fungo, com uma &rea de inibigdo mais pronunciada do que o
extrato da propolis, o que pode indicar uma maior concentracdo ou disponibilidade de
compostos antifungicos ativos no residuo. Embora a zona de inibicdo ndo tenha se apresentado
com contornos bem definidos, sua presenca visivel sugere uma atividade antifangica relevante.

No segundo dia de avaliagdo, conforme a Figura 19, as observagdes indicaram que o0
padréo de inibicdo permaneceu semelhante ao do primeiro dia.

Figura 20. Zona de inibicdo observada no segundo dia de avaliacdo antifungica. Comparacao
entre os extratos de prdpolis, residuo da propolis e o controle negativo

Fonte: Autor, 2025.
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O halo formado pelo extrato de propolis apresentou uma leve ampliagdo, mas foi o
extrato do residuo de propolis que demonstrou a inibi¢do mais acentuada, mantendo-se como o
mais eficaz entre os tratamentos. O controle negativo, composto por agua destilada, nao
apresentou qualquer alteracdo significativa no crescimento fangico, reforcando a auséncia do
efeito antifingico. No entanto, ao revisar o procedimento, percebe-se que o controle negativo
deveria ter sido preparado com o mesmo solvente utilizado na dissolucéo dos extratos, ou seja,
o alcool etilico. Isso porque o controle negativo visa avaliar o efeito do solvente utilizado na
extracao, garantindo que o efeito observado nos extratos nao seja atribuido ao préprio solvente.
O uso de agua destilada, portanto, ndo refletiria as condi¢des ideais para comparagdo, uma vez
que o alcool poderia ter algum impacto no crescimento fingico, embora o efeito esperado fosse
minimo.

Nos dias trés e quatro, Figura 20, observou-se que o crescimento do fungo, ao invés de
seguir o padrdo circular tipico, comecou a se expandir de maneira irregular. O fungo se estendeu
mais pelos lados, com zonas de crescimento assimétricas, em vez de formar um halo
perfeitamente circular. Esse comportamento foi mais acentuado no extrato do residuo da
propolis, que continuou a apresentar a maior area de inibicdo, embora a inibicdo fosse mais
lateralizada. O extrato de prépolis mostrou um crescimento mais modesto, com uma inibicdo
menos pronunciada. O controle negativo ndo apresentou qualquer mudanga no crescimento

fangico.

Figura 21. Zona de inibigdo observada no: a) terceiro dia de avaliagdo antifungica. b) quarto
dia de avaliacdo antifingica. Comparacdo entre os extratos de propolis, residuo da propolis e 0
controle negativo.

Fonte: Autor, 2025.
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No sétimo dia, Figura 21, foi possivel observar uma diminuigao da inibigao dos extratos.
O fungo comecou a avangar mais livremente, sem as limitacGes observadas nos primeiros dias.
A inibicdo fornecida pelos extratos foi significativamente reduzida, e o crescimento fangico

passou a se desenvolver de forma mais evidente, sem as restri¢cbes observadas nas fases iniciais.

Figura 22. Zona de inibi¢do observada no sétimo dia de avaliacdo antifingica. Comparagao
entre os extratos de propolis, residuo da propolis e o controle negativo.

Fonte: Autor, 2025.

Devido ao crescimento irregular do fungo, que se estendeu de forma lateral em vez de
seguir um padrdo circular bem definido, ndo foi possivel realizar a medicéo precisa dos halos
de inibicdo. Embora areas de inibi¢do tenham sido claramente visiveis, a falta de uma forma
perfeitamente circular impossibilitou a medicdo exata do halo. Assim, foi considerado que
existia uma zona de inibicdo, mas sem a possibilidade de determinar com precisao o raio.

Apbs dois dias de incubacdo, foi realizada uma repicagem das culturas, utilizando o
mesmo indculo da placa inicial. Essa repicagem foi feita com o objetivo de garantir a
reprodutibilidade do experimento e avaliar se 0 comportamento observado na primeira fase da
incubacdo seria consistente nas fases seguintes. Na Figura 22, revelam-se trés imagens
referentes ao primeiro dia, ao segundo dia e ao quinto dia ap0s a repicagem, permitindo uma
comparacdo detalhada do efeito da repicagem no desenvolvimento do fungo e na inibigéo

proporcionada pelos extratos.
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Figura 23. Zona de inibigdo para o replique observada no: A) primeiro dia de avaliagdo
antifingica, B) segundo dia de avaliacdo antifungica, C) quinto dia de avaliacdo antifungica.
Comparacao entre os extratos de propolis, residuo da prépolis e o controle negativo.

Fonte: Autor, 2025.

Como resultado, observou-se que a zona inibitoria continuou mais evidente nos discos
contendo o extrato do residuo de prépolis, indicando que este manteve uma atividade
antifingica mais acentuada. Além disso, 0 padrdo de crescimento do fungo permaneceu
semelhante ao observado antes da repicagem, com desenvolvimento irregular ao redor das
zonas de inibicéo, reforgando a consisténcia dos efeitos dos extratos ao longo do tempo.

Dessa maneira, os resultados obtidos, tanto na primeira incubacéo quanto na repicagem,
indicaram que o extrato do residuo da propolis apresentou a maior inibi¢do do crescimento do
fungo, com uma &rea de inibigdo mais ampla quando comparado ao extrato da propolis. Embora
a formacéo de um halo de inibicdo perfeitamente circular ndo tenha sido observada, devido ao
crescimento irregular do fungo. Este fenémeno foi corroborado por observacdes nas diferentes
fases experimentais, com o extrato do residuo mantendo o maior efeito inibitério, embora o
crescimento fangico tenha mostrado varia¢fes ao longo dos dias de analise.

Entretanto, é importante destacar uma limitacdo metodoldgica: ao longo de todo o
experimento, o controle negativo foi composto apenas por agua destilada, o que ndo
representava adequadamente as condi¢Ges do ensaio, ja que os extratos foram preparados em
solucdo hidroetanolica. Dessa forma, a auséncia de inibicdo observada nesse controle ndo

permite descartar completamente possiveis efeitos do solvente no crescimento fangico.
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Idealmente, o controle negativo deveria ter sido composto pelo proprio solvente utilizado na
preparacdo dos extratos, garantindo que qualquer efeito observado fosse de fato atribuido aos
compostos presentes na propolis e em seu residuo. Esse fator deve ser considerado na
interpretacdo dos resultados, pois a comparacao direta entre os extratos e o controle pode ter

sido influenciada por essa escolha.

52



6 CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que a propolis vermelha bruta apresenta um teor de
umidade (5,89%) compativel com elevados padrdes de qualidade, enquanto seu residuo possuli
um teor significativamente maior (24,26%), possivelmente devido a presenca de impurezas que
retém agua. Ambos os materiais apresentaram teores de cinzas dentro dos limites legais, com
valores de (1,39%) para a propolis e (2,23%) para o residuo, atestando sua integridade.

A analise cromatogréafica dos extratos de propolis vermelha e seu residuo revelou
semelhancas em termos de picos, especialmente na regido de 19,5 a 21,5 minutos, sugerindo a
presenca de compostos comuns, embora com variagdes nas intensidades. O extrato da propolis
vermelha apresentou mais picos, indicando maior diversidade de compostos. A baixa resolugédo
dos picos, causada pela proximidade entre eles, dificultou a identificacdo precisa dos
compostos, especialmente com a possivel presenca de isémeros. Em comparagdo com a
propolis marrom, as amostras de propolis vermelha e residuo se mostraram mais semelhantes,
enquanto a prépolis marrom apresentou padrdes cromatograficos distintos, indicando
composicdo quimica diferente. Alguns picos elevados nas amostras de propolis vermelha e
residuo ndo puderam ser identificados adequadamente, mas € possivel que se tratem de
isoflavonoides importantes como a homopterocarpina e a formononetina. A auséncia de
padrdes de referéncia certificados, e o uso da propolis marrom, limita a identificacdo exata dos
compostos. Estudos sugerem a presenca de flavonoides como kaempferol, cumarina e luteolina,
mas, sem padrdes de referéncia, essas identificacdes sdo apenas indicativas. Técnicas
complementares, como espectrometria de massa, seriam recomendadas para melhorar a
resolucdo e permitir uma analise mais precisa dos compostos presentes.

A espectroscopia no infravermelho sugere a presenca de grupos funcionais
caracteristicos de compostos fendlicos e flavonoides nos extratos da propolis vermelha e de seu
residuo e as diferencgas nos espectros sugerem variagdes na composi¢do quimica entre a propolis
vermelha e seu residuo.

A andlise da atividade antifungica indicou que o extrato do residuo de propolis
apresentou maior eficacia no combate ao fungo Colletotrichum gloesporioides, embora as
zonas de inibicdo tenham exibido formas irregulares, dificultando a medicéo precisa dos seus
diametros. A literatura sugere que compostos como o kaempferol, possivelmente presentes no
extrato do residuo, tm acdo antiflngica contra esse fungo, o que pode explicar a atividade

observada. Para aprimorar a preciséo dos resultados, recomenda-se a utiliza¢do do etanol como
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controle negativo, assegurando que os efeitos observados sejam de fato atribuiveis aos
compostos presentes na prépolis e no seu residuo.

Embora ndo seja um estudo definitivo, estes achados abrem caminho para investigac6es
futuras sobre as propriedades medicinais e o potencial de controle de doencas fungicas por meio

da prépolis vermelha e seus subprodutos.
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