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Resumo

Propolis € um produdo com caracteristica resinosa rica em compostos fendlicos e flavonoides produzidos por
abelhas. Este estudo teve por objetivo, avaliar o propolis de Tetragonisca angustula quanto ao seu grupo de
classificacdo, espectroscopia no ultravioleta e visivel (UV-Vis) e sua atividade bioldgica antiflngica sobre
Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum acutatum fitopatégenos de gréos e
frutas de interesse comercial. O prdpolis foi coletado em colméias de T. angustula em area de preservagdo
permanente. O extrato etandlico foi produzido por maceracdo estdtica. O grupo classificatdrio quanto a cor
dertermindo, a determinacdo das bandas foram obtidas em espectrofotdbmetro UV-Vis entre 450-800 nm, a
atividade antifingica realizada em meio BDA in vitro em diferentes concentragdes sobre S. sclerotiorum, C.
gloeosporioides e C. acutatum e expresso em percentagem (%). O grupo em que se enquadra o extrato de
prépolis de T. angustula é o grupo 12 SP12, bandas no UV-Vis identificaram a presenca de flavonoides e
compostos fendlicos e a atividade antifingica demonstrou que S. sclerotiorum é mais sensivel quando
comparada as duas espécies fungicas de Colletotrichum avaliadas.

Palavras-chave: fendlicos, flavonoides, abelhas sem ferrdo, género Tetragonisca, Colletotrichum, Sclerotinia.

Agricultural fungicidal effect of Tetragonisca angustula Latreille, 1811 propolis
extract

Abstract

Propolis is a resinous product rich in phenolic compounds and flavonoids produced by bees. This study aimed to
evaluate the propolis of Tetragonisca angustula regarding its classification group, ultraviolet and visible
spectroscopy (UV-Vis) and its antifungal biological activity against Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum
gloeosporioides and Colletotrichum acutatum phytopathogens of grains and fruits of interest commercial.
Propolis was collected from T. angustula hives in a permanent preservation area. The ethanolic extract was
produced by static maceration. The classification group according to the dermal color, the determination of the
bands were obtained in a UV-Vis spectrophotometer between 450-800 nm, the antifungal activity carried out in in
vitro PDA medium at different concentrations on S. sclerotiorum, C. gloeosporioides and C. acutatum and
expressed as a percentage (%). The group in which T. angustula propolis extract fits is the 12 SP12 group,
UV-Vis bands identified the presence of flavonoids and phenolic compounds and the antifungal activity
demonstrated that S. sclerotiorum is more sensitive when comparing the two species Colletotrichum fungi
evaluated.

Keywords: phenolics, flavonoids, stingless bees, genus Tetragonisca, Colletotrichum, Sclerotinia.

1. Introducéo
Propolis é uma resina complexa produzida pelas abelhas com e sem ferrdo meliferas (Muniz et al., 2021). De
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acordo com Lins et al. (2020), o prépolis brasileiro apresenta 12 tipos de classificacdo, segundo seu perfil
quimico, obtido por espectrometria de absorcédo na regido do ultravioleta (UV) e visivel (Vis), por cromatografia
em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), além das avaliacBes de atividade
antimicrobiana sobre bractérias Gram-positivas e Gram-negativas e seu potencial antioxidante na reducdo do
radical livre como o Oxigénio singleto, dentre outros.

Essa resina (47%), apresenta coloracdo e consisténcia variada pelas diversas espécies de Apidae. Quimicamente,
o propolis é constituido de agua e diversas partes de brotos, botdes florais, capitulos florais e exsudatos resinosos
(Park et al., 1998), além de vitaminas, sais minerais, compostos fenolicos, acidos graxos, alcoois aromaticos e
ésteres (Longhini et al., 2007). Apo6s a coleta do propolis realizada pelas abelhas operarias, estas, misturam a cera
e 0 propolis com a enzima 13-glicosidase presente em sua saliva. Durante esse processo, ocorre a hidrolise dos
flavonoides glicosilados em flavonoides agliconas (Santini et al., 2021).

Em especial, o propolis é utilizado para selar as colméias e evitar possiveis invasores como insetos, larvas,
bactérias e fungos (Greenway et al., 1990; Bonhevi et al., 1994). Entre os produtos de origem apicola, o prdpolis
apresenta também diversos efeitos e atividades bioldgicas como antioxidante, antifungica (ainda pouco estudada
guanto a fitopatégenos de interesse agricola) (Dudoit et al., 2021; Urrea et al.,, 2023), antimicrobiana,
antiinflamatoria, cicatrizante, anestésica e anticarcinogénica (Pobiega et al., 2019; Forma; Bry$, 2021; Zulhendri
et al., 2022). Na medicina e na alimentacdo, o prépolis é vendido in natura, na forma de balas comestiveis,
chocolates, doces, xampus, cremes para pele, solugdes antissépticas, solugdes orais, cremes dentais dentre outros
(Alckermann, 1991; Park et al., 1998; Longhini et al., 2007; Marcucci et al., 2020).

As atividades bioldgicas proporcionadas pelo prépolis sdo atribuidos aos diversos grupos de compostos fendlicos
ja discutidos. Dentre esse grande grupo fitoquimico, os flavonoides é o grupo mais diversificado e comun
encontrado, além de 4cidos fendlicos, ésteres, aldeidos fendlicos, alcoois e cetonas (Cui et al., 2022). De acordo
com Silva et al. (2006), cerca de 200 compostos ja foram elucidados na composi¢do quimica de prdpolis em
variadas espécies de abelhas, onde estruturas quimicas como flavonas, flavononas, chalconas, B-esterdides,
sesquiterpenos, naftaleno e derivados de estilbeno foram quantificadas. Sua composicdo e variabilidade genética
sofre variacdo devido a sazonalidade e a genética das rainhas, estas, influenciam consideravelmente nesse
produto (Mountford-McAuley et al., 2021).

Dentre as espécies de abelhas sem ferrdo ou conhecidas também por “abelhas indigenas”, Tetragonisca
angustula é popularmente chamada de “abelhas-jatai” onde apresenta distribui¢do com grande abundancia nos
neotropicos, em especial no Brasil, nos estados de Goias, Amazonas, Amapa, Bahia, Ceard, Espirito Santo,
Maranhdo, Minas Gerais, Mato Grosso, Pard, Paraiba, Rio de Janeiro, Rond6nia, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e S8o Paulo (dos Santos et al., 2023). Esta espécie apresenta pequeno porte, com grande importancia na
polinizagdo de espécies floristicas, e ainda, seu mel apresenta potencial estudo farmacoldgico devido a inimeras
atividades bioldgicas de interesse médico (Jacob et al., 2019; Barreiras et al., 2020).

Com isso, a variabilidade da propolis entre Apis mellifera e abelhas sem ferres como Tetragonisca angustula
apresenta especial diferenga, sendo necessario caracterizar esse produto em abelhas sociais indigenas, e ainda
pouco se conhece sobre a atividade antifingica em espécies de fungos fitopatdgenos de interesse agricola, que ao
logo dos anos, apresentam grandes perdas de producéo de gréos e frutas na casa dos milhdes de dolares (Khan et
al., 2020). E é nesse sentido que, este estudo teve por objetivo, avaliar o extrato etanélico de prépolis de
Tetragonisca angustula quanto a inibicdo de crescimento de fungos fitopatogénicos de interesse agricola.

2. Material e Métodos
2.1 Coleta do propolis

O propolis foi coletado em 10 colméias de T. angustula localizadas em area de preservagao permanente com uma
area rural particular da Familia Anténio Almeida de Menezes & Filhos no municipio de Rio Verde, Goias, Brasil,
nas coordenadas geograficas (17°42°59.2”S e 50°53°27.8”’W). A coleta foi realizada em Outubro de 2022 pela
manhd&. O material foi acondicionado em embalagens plastica para alimentos e mantidos sob resfriamento a 4 °C
em cooler. No laboratorio, as dez amostras foram todas organizadas em apenas uma Unica amostra devido a
guantidade de prépolis coletado, total (35 g).

2.2 Produgdo do extrato de prépolis
O extrato etandlico de propolis foi preparado pelo método de maceracdo em etanol 98% P.A. Uma massa
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contendo 20 g da matéria-prima de prépolis foi transferida para Erlenmeyer 250 mL contendo 80 mL de etanol,
que foi mantido sob agitacdo mecanica durante 26 h. Apos esse periodo, a solucdo foi mantida em repouso
durante 72 horas e, posteriormente, filtrada em funil de vidro com papel de filtro quantitativo faixa azul, obtendo
assim, o extrato bruto filtrado. Em seguida, o extrato foi reduzido em rotaevaporador rotativo sob pressao
reduzida. O produto foi entdo mantido em refrigerador a -12 °C até analises.

2.3 Determinacao do espectro de absor¢édo do extrato de prépolis

Para a determinacdo do espectro de absorcdo UV-Vis do extrato etanélico de prdpolis, uma aliquota contendo 5
mL do extrato foi diluida em 5 ml de etanol 95%, e o espectro de absorcdo na regido UV-Vis da amostra foi
determinado na faixa de comprimento variavel entre 450 a 800 nm utilizando espectrofotdmetro UV-Vis
conforme descrito por Park et al. (1998).

2.4 Atividade antifiingica

O ensaio antifangico foi realizado pelo método de difusdo em &gar sobre Sclerotinia sclerotiorum,
Colletotrichum gloeosporioides e Colletotricum acutatum descrito por Toigo et al. (2022) modificado. As cepas
utilizadas foram: SS12-21, CG 16-21 e CA15-67 respectivamente, do banco micolégico do segundo autor. As
cepas fungicas foram cultivadas a 20 °C por 10 dias para S. sclerotiorum e 28 °C por 5-10 dias para as demais
cepas. Em placa de Petri, foi depositado um disco de micélio com diametro de 7 mm contendo meio estéril de
batata, dextrose e agar (BDA).

Foram utilizadas diferentes concentragdes do extrato de propolis dissolvido em dimetilsulféxido (DMSQO) a 0,5%
para doses finais entre 50-500 uL mL™. Em cada placa de Petri, foram pipetados 500 pL da concentragio de
prépolis. As placas foram mantidas em temperatura de 20 °C (10 dias) e 28 °C (11 dias), para S. sclerotiorum e C.
gloeosporioides e C. acutatum respectivamente. O didmetro da zona de inibicdo foi mensurado e expresso em
porcentagem (%) utilizando paquimetro digital. O fungicida de referéncia comercial comparado, foi o Frowncide
500 SC como controle positivo, na dose de 10 pL mL™. A atividade antifingica sobre os trés fungos, foi
realizado em quadruplicata.

2.5 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados atraves da média. Teste de Tukey foi aplicado para avaliar diferencas
significativas entre as amostras, com nivel de significancia de 5%. O programa estatistico utilizado foi o
SISVAR.

3. Resultados e Discussao

O extrato de prdpolis Figura 1, apresentou coloragdo castanho claro, odorifero, cristalino e limpido ap6s filtracéo.
Entre os diversos tipos de prépolis produzidos por abelhas, a coloracdo apresenta variagdo. Park et al. (1998)
obteve extrato de propolis de A. mellifera variando a concentragdo etandlica de 10 a 50% com extrato tendendo
ao amarelo, com 60% amarelo-esverdeado e teor etandlico superior com tons mais escuros para o verde. Park &
Alencar (2000) obtiveram para 500 amostras de prépolis coletados em diferentes regies do Brasil, 12 grupos,
variando entre o amarelo (Grupo 1 RS5) ao verde ou marrom esverdeado (Grupo 12 SP12). Nosso extrato nessa
avaliacdo de grupos, pertence ao Grupo 2 (RS1).

Figura 1. Extrato etandlico de prépolis de Tetragonisca angustula Latreille 1811. Fonte: Autores, 2023.
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O espectro de absorcdo em UV-Vis do extrato etandlico de propolis de T. angustula exibiu maxima absorgdo com
banda de intensidade média e larga em 666 nm e banda com intensidade alta e larga em 331 nm. Conforme Jurd
& Geissman (1956) e Park et al. (1998), entre 270-330 nm, e entre 300-600 nm (Bernardi et al, 2017; Menezes
Filho et al., 2021) sdo atribuidos aos flavonoides e fendis.

Quanto a atividade antifingica, Sclerotinia sclerotiorum demonstrou ser sensivel em todas as concentrac@es, em
especial 400-500 pL1, embora ambas as concentraces, ndo tenham demonstrado diferenca significativa (Tabela
1). As cepas de C. gloeosporioides e C. acutatum demonstram ser mais resistentes, embora tenham apresentado
resultados positivos de inibicdo desses fitopatdgenos in vitro, concentragBes inferiores a 200 pL™* ndo
apresentaram inibicdo.

Relatos cientificos produzidos por Barbosa & Vieira (2012) encontraram resultados também promissores sobre S.
sclerotiorum até 120 h de incubacdo. O mesmo foi observado por Silva et al. (2018) onde encontraram para
Colletotrichum spp. isolado de frutos do abacateiro, atividade de inibicdo em concentracdes 0,5 e 2 mL L de
extrato de propolis. No entanto, resultados diferentes foram encontrados por outros autores, como no estudo de
Barbosa et al. (2015) onde constataram que o extrato de propolis demonstrou baixa influéncia sobre
Colletotrichum musae isolado de bananeira. Resultados semelhantes, foram observados por Machado et al. (2015)
onde relataram baixa acdo fungistatica do extrato de prdpolis sobre Lasiodiplodia theobromae e C.
gloeosporioides isolados de Mangifera sp.

Os diferentes resultados sobre a inibicdo de crescimento e efeito fungistatico, se deve pela origem do propolis
em diferentes regiGes, pois como visto, esse produto de Apidae apresenta composi¢do quimica muito variada e
complexa relacionada a flora fornecedora de recursos as abelhas como abordado por Marcucci (1995) e sugerido
em nosso estudo.

Tabela 1. Atividade antifingica sobre Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum
acutatum em diferentes concentrac@es de extrato etandlico de propolis de Tetragonisca angustula Latreille, 1811.

Strains Extrato de propolis — Concentragdes em pL mL™ (%)
50 100 200 300 400 500
S. sclerotiorum 11,00 16,55° 20,449 26,03¢ 33,07 36.19°
C. gloeosporioides  0,00° 0,000 6,09° 19,149 24,65 29.03"
C. acutatum 0.00° 0.00° 11,07% 16,66° 20,01 21,15°

Nota: Frowncide Fungicida 500 SC, 100%? Controle positivo de inibi¢do. Controle negativo DMSO 0% inibicdo.
Fonte: Autores, 2023. As médias seguidas de letras sobrescritas iguais nas linhas sdo estatisticamente iguais pelo
teste de Tukey com 5% de significancia. Fonte: Autores, 2023.

4. Conclusdes

O extrato etandlico de prépolis de Tetragonisca angustula apresentou perfil do grupo 12 SP12, com bandas
caracteristicas e marcantes do grupo fitoquimico para flavonoides e fendis, além disso, demonstrou potencial
atividade antifungica sobre Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum acutatum.
A resposta dose/inibicao foi satisfatoria sendo o prdpolis de T. angustula uma nova e promissora opgao natural
para inibicdo desses trés fungos fitopatogénicos. Estudos futuros deverdo ser realizados, avaliando a acéo
antifingica em campo e em casa de vegetacao.
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