
 

 

INSTITUTO FEDERAL DE SANTA CATARINA 

CÂMPUS SÃO MIGUEL DO OESTE 

AGRONOMIA 

 

 

 

 

 

 

Vanucci Marcos Santi 

 

 

 

 

 

 

POTENCIAL DE EXTRATOS DE PRÓPOLIS DAS ABELHAS 

AFRICANA E MANDAÇAIA NO CONTROLE IN VITRO DE Monilinia 

fructicola 

 

 

 

 

 

 

 

 

São Miguel do Oeste – SC (2022)  



 

 

Vanucci Marcos Santi 

 

 

 

 

 

 

POTENCIAL DE EXTRATOS DA PRÓPOLIS DAS ABELHAS AFRICANA E 

MANDAÇAIA NO CONTROLE IN VITRO DE Monilinia fructicola 

 

 

 

 

Trabalho de Conclusão de Curso apresentado 

ao Curso de Bacharelado em Agronomia do 

Câmpus São Miguel do Oeste do Instituto 

Federal de Santa Catarina como requisito 

parcial à obtenção do título de Engenheiro(a) 

agrônomo(a) 

 

 

 

 

Orientador 

Keli Cristina Fabiane 

Coorientador 

Maristela dos Santos Rey 

 

 

 

 

São Miguel do Oeste  



 

 

Vanucci Marcos Santi 

 

 

 

 

 

POTENCIAL DE EXTRATOS DA PRÓPOLIS DAS ABELHAS AFRICANA E 

MANDAÇAIA NO CONTROLE IN VITRO DE Monilinia fructicola 

 

 

Este trabalho foi aprovado pela Banca examinadora composta por Keli Cristina Fabiane, 

Caliandra Bernardi e Aquidauana Miqueloto Zanardi na data (22/09/2022), cujas notas e 

assinaturas constam em Ata de Defesa ou Ficha de Avaliação. Por fim, as considerações 

propostas pela Banca foram incorporadas no trabalho, estando esse apto para arquivamento. 

 

 

 

 

 

 

Keli Cristina Fabiane  

Instituto Federal Santa Catarina - campus São Miguel Do Oeste 

 

 

 



 

 

 

RESUMO 

 

A podridão parda é a principal doença do pessegueiro, sendo causada pelo fungo Monilinia 

fructicola. O controle desse patógeno é dado principalmente pelo uso de fungicidas, que diante 

dos danos que podem vir a gerar, têm estimulado a busca por novos compostos alternativos, 

como a própolis.  Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial de extratos da 

própolis das abelhas Apis mellifera e Melipona mandacaia no controle in vitro de M. fructicola. 

O isolamento do fungo foi realizado por método direto, e a confirmação da espécie se deu por 

análise filogenética por agrupamento com isolados referência de M. fructicola. O inóculo para 

realização das análises foi padronizado conforme escala de McFarland. Os extratos testados 

foram, extrato aquoso de própolis de M. mandacaia (EAPM), aquoso de própolis de A.mellifera 

(EAPA), etanólico de própolis de M. mandacaia (EEPM), etanólico de própolis de A.mellifera  

(EEPA), e duas formulações hidroalcoólicas comerciais de própolis de A. mellifera (ECP1 e 

ECP2, respectivamente). A avaliação da concentração inibitória mínima (CIM ou MIC) foi 

realizada em microplacas de 96 poços, observando a presença de células vivas, indicadas pela 

reação da resazurina. A concentração fungicida mínima (CFM), foi obtida por meio do Spot 

Test, a partir da observação do crescimento microbiano. A atividade antifúngica dos extratos 

de própolis foi avaliada com o método disco-difusão, avaliando-se a inibição do crescimento 

micelial do fungo. O EAPM, EAPA, EEPM, EEPA, ECP1, ECP2 afetaram o desenvolvimento 

do fitopatógeno, apresentando CIM de 10%, 10%, 10%, 0,625%, 1,375% e 0,235%, 

respectivamente. O ECP1 e ECP2 apresentaram CFM de 11% e 1,875%, respectivamente. Os 

extratos aquosos e o ECP1 não apresentaram efeito antifúngico quando avaliados por disco-

difusão, enquanto EEPA, EEPM e ECP2 demonstraram efeito fungistático. O ECP2, na sua 

forma não diluída (30%) pode ser usado para controle in vitro. No entanto, há necessidade de 

testar concentrações mais elevadas dos extratos e de testes in vivo para avançar nos trabalhos 

do uso de própolis no controle do M. fructicola. 

 

Palavras-chave: Apis mellifera, Melipona mandacaia, Podridão parda, Controle alternativo. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O gênero Monilinia é composto por espécies responsáveis por infectar rosáceas, 

dentre estes, os fungos Monilinia laxa, Monilinia fructigena e Monilinia fructicola 

(VILANOVA; VALERO-JIMÉNEZ; VAN KAN, 2021). No entanto, é o fungo M. fructicola 

que se destaca como o principal patógeno no Brasil, representando a maior taxa de crescimento, 

agressividade e prevalência (VILLARINO; MELGAREJO; DE CAL, 2016). 

 Os sintomas atingem desde as flores, e ramos até os frutos (HRUISTIĆ et al., 2012; 

MOREIRA; MAY-DE-MIO, 2007), causando podridões em pêssegos e nectarinas, os quais, 

passam a sofrer substanciais perdas no pré e pós-colheita (DE CAL; EGUEN; MELGAREJO, 

2014).  

Dentre as Rosaceae, o pessegueiro é altamente suscetível à infecção por fungos 

fitopatogênicos (LI et al., 2020), com perdas que podem ultrapassar 50% da produção 

(MACHADO; COUTINHO; ANTUNES, 2005). As perdas causadas pela podridão parda 

podem ser severas e difíceis de prever, o que causa incertezas no mercado de frutas (LI et al., 

2020; MAY-DE-MIO et al., 2008), podendo essa, ser encontrada na maioria dos pomares 

(FABIANE, 2011; WAGNER JÚNIOR et al., 2008). 

        Diante dos prejuízos causados pela doença, faz-se necessário o controle, sendo 

químico, principalmente nos anos que se mostram desfavoráveis, diante de perdas severas em 

pomares (BASSEGIO, 2021), onde Garrido (2016) destaca de uma a três aplicações a depender 

da situação climática.   

Objetivando garantir segurança ao consumidor e meio ambiente  perante um 

possível uso inadequado dos agrotóxicos, e risco de surgimento de perdas ao produtor, 

consumidor e meio ambiente, nos últimos anos tem havido um movimento que estabelece 

normas e regulamentos de limites máximos de resíduos em alimentos (JARDIM; ANDRADE; 

DE QUEIROZ, 2009). Diante do exposto, é de extrema importância estudar tratamentos 

alternativos, reduzindo os riscos ambientais e satisfazendo a crescente demanda dos 

consumidores por alimentos seguros (XU et al., 2021), de tal forma, que proporcione maior 

segurança ao agricultor, ao consumidor, ao meio ambiente, além desses compostos 

proporcionarem maior seletividade aos fitopatógenos (MONDINO et al., 2002).  

Dentre esses compostos temos a própolis, que nos últimos anos tem ganhado a 

atenção dos pesquisadores, seja na busca do aprimoramento de técnicas de beneficiamento 

(BREYER; BREYER; CELLA, 2018), no isolamento de compostos (FRANCHIM, 2016), em 
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testes in vitro com aplicação de extratos de própolis em células tumorais (JUANES et al., 2019), 

na determinação da atividade antioxidante (FREITAS, 2021) e na avaliação dos efeitos que o 

própolis exerce sobre os microrganismos patogênicos de forma geral (CARVALHO et al., 

2019). De certa forma, há uma complementaridade entre essas pesquisas, além de fornecer 

subsídio para futuras investigações (FERREIRA, 2015).  

A própolis é classificada como um produto das abelhas que é resultado da mistura 

de cera e compostos resinosos (PAZIN, 2017), sendo amplamente relatado na literatura por suas 

propriedades antibacterianas (IBRAHIM et al., 2016), antivirais (REFAAT et al., 2021), anti-

inflamatórias (ZHANG et al., 2020; CORRÊA et al., 2020; WANG et al., 2013), antioxidantes 

(IBRAHIM et al., 2016) e antiproliferativo (AMALIA; DIANTINI; SUBARNAS, 2020). O 

mesmo, destaca-se com bom desempenho no controle de fungos (ZULHENDRI et al., 2021), 

incluindo os fungos fitopatogênicos (LOPES, 2018; BALDIN et al., 2013; PIVA, 2013; 

FRANCO et al., 2012; QUINTERO-CERÓN et al., 2011).  

Para que se alcance esses benefícios podemos fazer uso de diferentes processos de 

otimização, que dizem respeito à extração sob diferentes condições, tais como: temperatura de 

extração, tamanho de partícula, razão sólido-líquido, tempo de extração, comparação entre 

métodos, diferentes líquidos extratores, dentre outros (GALANAKIS et al., 2010; LOGHINI, 

et al., 2007). Atualmente, o método mais utilizado para extração de compostos de própolis é a 

extração etanólica, utilizada por diversos produtos comerciais (NUNES, 2019). 

Trabalhos como o de Biscaia (2007), apontam que a maceração de própolis com a 

mistura etanol/água 50% (v/v) levam a extratos de melhor atividade antioxidante. Tal fator está 

relacionado aos dados relatados por Loghini, et al. (2007), que apontam os extratos etanólicos 

como sendo aqueles que apresentam a melhor ação antifúngica. Dentre os compostos que 

compõem os extratos, temos Artepillin C, que possui capacidade antioxidante e é melhor 

extraído sendo feito o uso de etanol (BISCAIA, 2007). Porém, mesmo com uma maior 

eficiência sendo observada na extração etanólica, há novas metodologias sendo estudadas, com 

o objetivo diminuir o tempo de extração e melhorar a eficiência da técnica (NUNES, 2019). 

Assim, considerando os relatados potenciais antimicrobianos, bem como a 

problemática do uso de agrotóxicos e a agressividade do fungo Monilinia fructicola em 

condições climáticas subtropicais, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial dos extratos de 

própolis das abelhas Apis mellifera Linnaeus e Melipona mandacaia Smith no controle in vitro 

do fungo Monilinia fructicola Wint. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS  

 

O trabalho foi conduzido no Laboratório de Microbiologia do Instituto Federal de 

Santa Catarina (IFSC), Câmpus São Miguel do Oeste. Foram avaliados a concentração 

inibitória mínima (CIM), concentração fungicida mínima (CFM) através do Spot Test e 

avaliação da atividade antifúngica com auxílio do método de disco-difusão. 

 

 

2.1 Obtenção e confirmação do patógeno 

 

O isolamento do M. fructicola foi realizado por método direto, que consiste na 

transferência do patógeno (esporos e hifas) do material vegetal (pêssegos mumificados ou com 

lesão aparente) para placas de Petri com meio de cultura batata, dextrose e ágar (BDA), com 15 

a 25 mL por placa, com raspagem da massa micelial com espátula estéril, em capela de fluxo 

laminar.  

A contaminação com outros fungos foi eliminada por sucessivas repicagens. Para 

manutenção da cultura foi realizada a transferência de discos (0,5 cm) com micélio para placas 

novas. Tanto para isolamento quanto para manutenção houve a incubação em BOD à 24 ± 1 ºC, 

em fotoperíodo de 12 horas durante aproximadamente 10 dias.  

A confirmação da espécie isolada foi realizada, com placas de 7 dias, pelo 

Laboratório de Diagnóstico Fitossanitário Agronômica, localizado no município de Porto 

Alegre - RS. Com o micélio, foi realizada a extração do DNA, posteriormente a reação em 

cadeia da polimerase (PCR), purificação do produto de PCR e sequenciamento. Em seguida, 

por meio de análise filogenética, utilizando a Máxima Verossimilhança, o isolado agrupou-se 

com referências de M. fructicola. 

 

 

2.2 Obtenção do extrato 

 

As própolis das abelhas africanas e mandaçaia foram obtidas no município de 

Quatro Barras – PR.  

Foram preparados extratos aquosos e etanólicos das própolis de ambas as abelhas, 

e também testados extratos hidroalcoólicos comerciais de duas marcas diferentes. Assim, 
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conforme a metodologia Kubiliene et al. (2015), foram preparados extratos aquosos de própolis 

de mandaçaia (EAPM) e africana (EAPA). Também, conforme adaptação da metodologia 

proposta por Orsi et al. (2000) realizou-se a preparação do extrato etanólico da própolis de 

mandaçaia (EEPM) e de africana (EEPA).  Ambos os extratos comerciais de própolis da marca 

um (ECP1) e dois (ECP2) estavam identificados como própolis de A. mellifera.  

A preparação do EAPM e do EAPA, consistiu em 10 g de própolis em 100 mL de 

água destilada, submetidos ao banho maria a 70° C durante 15 min. A solução foi filtrada em 

funil com papel filtro, e na sequência diluída em água até a concentração de 10%. Por fim, 

procedeu-se a filtração em membrana Millipore (0,45 µm). 

 Para obtenção do EEPM e do EEPA, a 10%, foram formuladas soluções com 14 g 

de própolis bruta, em 20 mL de álcool 70%. Os preparados foram armazenados em frascos 

âmbar, e ao abrigo da luz, durante um período de 7 dias, sendo agitados a cada 8 h. Após, os 

extratos foram diluídos em água estéril até a concentração final de 10%, e em seguida filtrados 

em membrana Millipore (0,45 µm). Ambos os extratos finalizados apresentavam 10% de teor 

etanólico. 

Os produtos hidroalcoólicos ECP1 e ECP2, foram comprados em farmácias nas 

concentrações de 11% de extrato seco e 30% de própolis, respectivamente. Esses extratos foram 

filtrados em membrana Millipore (0,45 µm) sem nenhuma diluição prévia em laboratório.  

 

 

2.3 Preparação da solução-padrão do inóculo 

 

Na preparação do inóculo para utilização na avaliação da concentração inibitória 

mínima e método disco-difusão, foram utilizadas placas contendo M. fructicola bem 

desenvolvido. Em cada placa, foi adicionado 5 mL de caldo Batata e Dextrose (BD) e em 

seguida foi feita a raspagem da massa micelial da placa com auxílio de uma espátula.  

A massa micelial foi filtrada em gaze, com adição de mais 5 mL de caldo BD, e a 

solução foi levada ao espectrofotômetro (Analyser 800M.) a 530 nm. Ajustou-se com com caldo 

ou massa micelial, deixando a solução com absorbância entre 0,400 e 0,500, conforme escala 

de McFarland. Todos os utensílios utilizados no procedimento foram previamente esterilizados 

e o processo de preparação ocorreu em capela de fluxo laminar.  
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2.4 Concentração inibitória mínima (CIM) 

 

Como base para a realização do teste de avaliação da concentração inibitória 

mínima (CIM), foi utilizada a norma da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 

utilizando microplacas de Elisa com 96 poços. As concentrações dos extratos aquosos e 

etanólicos das duas abelhas foram testadas individualmente, bem como, dois extratos 

hidroalcóolicos comerciais de abelha africana, foram dissolvidos em caldo BD. Em seguida os 

poços foram inoculados com o extrato do micélio do fungo padronizado segundo escala de 

McFarland. 

As concentrações utilizadas para EAPM, EAPA, EEPM, EEPA foram de 10% na 

coluna 1 (A, B e C), e a concentração foi reduzida em 50%, a cada coluna consecutiva, até a 

12. Para EPC1 e ECP2 a coluna 1 (A, B e C) recebeu 11% e 30% respectivamente, seguindo a 

mesma ordem de diluição. 

O teste consistiu na adição de 200 µL de extrato preparado no primeiro poço (coluna 

1) de cada linha (A, B e C). Adicionou-se 100 µL de caldo BD nos poços seguintes (colunas 2-

12). Em seguida, foram feitas diluições, onde retirou-se 100 µL do extrato da primeira coluna 

(poço 1) e adicionou-se ao segundo poço, homogeneizando a solução. Em seguida, repetiu-se 

o procedimento passando 100 µL do segundo poço para o terceiro, e assim sucessivamente até 

o último poço (12), do qual, depois de homogeneizado, foi retirado 100 µL da solução 

descartada. Após a diluição das soluções, 10 µL de solução-padrão fúngica, que consistia no 

inóculo preparado previamente (solução micelar), já ajustada, foi adicionada em cada poço 

(colunas 1 a 12). O método foi realizado em triplicata.  

Como controle, foram utilizados dois fungicidas, fluconazol e cetoconazol, na 

proporção de 250 mg.mL-1, (linhas F e G), inoculados com 10 µl da solução micelial. O controle 

referente a inocuidade do extrato, foi realizado na linha E, utilizando-se o caldo BD e o extrato 

da própolis em teste, apenas. O controle da capacidade do micro-organismo de se desenvolver 

nas condições testadas ocorreu na linha H com o cultivo do fungo em caldo BD. Nas placas que 

continham EEPM e EEPA, a linha D foi utilizada para avaliar o efeito da concentração do álcool 

sobre o fungo (adição de etanol a 10 %) substituindo o extrato. 

As microplacas foram incubadas a 24 ± 2 °C por 72 horas em câmara BOD com 

fotoperíodo 12/12 e reveladas com 20 µL de solução de resazurina (0,01 mg em 100 mL de 

água destilada estéril), responsável por indicar a presença de células vivas. As avaliações foram 

realizadas de acordo com a coloração dos poços, onde a CIM é referente ao poço anterior ao 
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primeiro poço com coloração azul. As menores concentrações sem crescimento aparente foram 

definidas como as concentrações que inibem completamente o crescimento do fungo. 

 

 

2.5 Concentração fungicida mínima (CFM) 

 

Para avaliação da Concentração Fungicida Mínima foi adotado o Spot Test, onde 

placas contendo meio BDA (30 mL) foram preparadas e secas por um período de 2 dias em 

estufa à 37 °C até que as mesmas estivessem totalmente sem presença de umidade, para evitar 

o escorrimento de material da placa. Após a preparação do teste de CIM, antes da adição da 

solução de resazurina nos micropoços da placa, 2 µL de solução em cada micropoço foram 

adicionados a placa de Petri, com uma distância de 1 cm2 entre eles. 

A marcação dos pontos onde a solução foi adicionada, foi dada por meio de folha 

de papel milimetrada utilizada como gabarito abaixo da placa. Para a determinação de quais 

pontos foram adicionados ao Spot Test, foi feita uma observação ao teste de CIM, onde ocorre 

a formação de botons (massa micelial aparente no fundo dos poços), o que indica crescimento 

microbiano.  

Após a identificação do primeiro poço (coluna) que apresenta essa formação, foram 

escolhidos poços, sendo dois antes e dois depois da formação de botons. Realizou-se o Spot 

Test para confirmação do teste CIM, assim, utilizou-se o poço que apresenta menor crescimento 

microbiano, tendo em vista que é a concentração mais próxima da CIM. No entanto, os poços 

seguintes devem apresentar um gradativo crescimento, devido sua análise ao teste de CIM. 

Todos foram realizados em triplicata. A avaliação consistiu no aparecimento de colônia, após 

48 horas.  

 

 

2.6 Avaliação da atividade antifúngica 

  

O método de disco-difusão permite avaliar a atividade antifúngica (BONA et al., 

2014), sendo realizado com base em metodologia proposta pela norma M2-A8 (NCCLS, 2003). 

Para realização do teste, foram preparadas placas contendo meio de cultura BDA. Em cada 

placa, sobre o ágar solidificado, foi adicionado 4 mL da solução de inóculo preparada 

previamente. 
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 Após o espalhamento da solução fúngica nas placas, foram adicionados três discos 

estéreis de papel Whatman nº 1, de 6 mm de diâmetro, contendo 20 µL do extrato (com 

concentração específica) em cada placa de Petri. Cada concentração do extrato testada foi 

realizada em triplicata. As placas foram fechadas com plástico filme e armazenadas em câmara 

do tipo BOD à 24 °C e fotoperíodo de 12 horas por sete dias. Como controle, foram utilizados 

discos contendo somente água destilada estéril, nas mesmas quantidades dos extratos.  

As avaliações foram realizadas com base na formação de halo de inibição do 

crescimento. Diante da possível formação de halo, a metodologia indica a medição diária, com 

a utilização de paquímetro digital. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

12 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Houve influência do EAPM, EAPA, EEPM, EEPA, ECP1 e ECP2 no 

desenvolvimento do M. fructicola, de modo que todos foram capazes de afetar seu 

desenvolvimento, mesmo que em concentrações distintas (Tabela 1). No entanto, somente os 

extratos comerciais apresentaram ação fungicida pelo teste de CFM, que considera a exposição 

direta do fungo ao extrato. Ainda, as formulações que utilizam etanol, na preparação 

apresentaram ação antifúngica observada na avaliação antimicrobiana por disco-difusão.  

 

TABELA 1 - Concentração mínima inibitória, concentração fungicida mínima e atividade 

antifúngica, por disco-difusão, para extratos aquosos e etanólicos de própolis de abelhas 

africana e mandaçaia, e extratos hidroalcóolicos comerciais de africana em Monilinia 

fructicola.  

Produto Concentração 

mínima inibitória 

(CIM) 

Concentração 

fungicida mínima 

(CFM) 

Atividade 

antifúngica por 

disco-difusão  

EAPM 10%  Crescimento Crescimento similar 

ao controle 

EAPA 10%  Crescimento Crescimento similar 

ao controle 

EEPM 10% Crescimento Efeito fungistático 

EEPA 0,625% Crescimento Efeito fungistático 

ECP1 1,375% 11% Efeito fungistático 

ECP2 0,235% 1,875%  Efeito fungistático 

 

A observação do teste CIM é possível graças à resazurina, que de acordo com 

Chitolina (2019), é um corante produzido à base de tetrazólio usado para realização de testes 

de sensibilidade química de fungos e bactérias. Assim, quando observamos poços com 

coloração arroxeada temos a ausência de metabolismo. Com base na alteração da coloração é 

possível observar que nas concentrações testadas, os extratos aquosos de ambas as abelhas 

afetaram o desenvolvimento do fungo em suas maiores concentrações, ambas 10% (Figura 1). 

 

 

 



 

13 

 

 

 

FIGURA 1 - Concentração inibitória mínima (CIM) dos extratos aquosos e etanólicos de 

própolis de abelhas africana e mandaçaia, e extratos hidroalcóolicos comerciais de africana em 

Monilinia fructicola. LEGENDA: A, B e C - repetições da diluição seriada dos extratos; D - 

controle do etanol nos extratos etanólicos; E- controle do extrato da esterilização do extrato; F- 

controle negativo com fluconazol; G - controle negativo com cetoconazol; H - controle da 

viabilidade do fitopatógeno. EAPM - Extrato aquoso de própolis Melipona mandaçaia; e EAPA 

de Apis mellifera; EEPM - Extrato etanólico de própolis M. mandaçaia; e EEPA de A. 

mellifera; ECP1 - Extrato comercial de própolis de A. mellifera 1; ECP2 - Extrato comercial de 

própolis 2 A. mellifera. 
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Considerando a concentração dos extratos aquosos testados, infere-se em 

concentrações maiores que 10%, para preparações aquosas, possam ser mais eficientes para o 

controle antimicrobiano.  Esse resultado corrobora os de Silva et al. (2018), que trabalhando 

com extrato aquoso comercial de própolis de A. mellifera a 30% na diluição seriada para 

observação da CIM observaram que houve controle das bactérias Enterobacter cloaceae e 

Staphylococcus aureus a partir da concentração de 7,5%. Ainda, para Pereira et al.  (2014), ao 

avaliar os efeitos do extrato de própolis sobre Colletotrichum lindemuthianum em feijoeiro, 

obtiveram seus resultados mais satisfatórios nas concentrações acima de 10%. 

Considerando que a composição antimicrobiana de própolis varia de acordo com a 

flora da região, e de maneira geral, é composta por: flavonoides, ácidos graxos, fenóis, ácidos 

aromáticos, ácido benzoico, ácido cafeico, ácido ferúlico, sesquiterpenos, aminoácidos, 

vitaminas e elementos químicos como Ca, Mn, Cu, Zn, Al, Ni, Pb, B, N, Mg e Fe (SILVA, 

2009; RUBIRA, 2008; MENEZES, 2005; PARK et al., 1998; MARCUCCI, 1996). Com base 

nos resultados infere-se que a extração aquosa não foi capaz de solubilizar eficientemente os 

compostos com ação antimicrobiana, ao menos nas concentrações testadas. 

Silva et al. (2018) atribuem a ineficiência de seus extratos aquosos de própolis, ao 

fato de que, ao se tratar de um material resinoso, a solubilidade de seus compostos fica 

comprometida em água.  Somado a isso, Obara (2019) avaliando a otimização da extração de 

compostos fenólicos conclui que os percentuais de etanol entre 70% e 90% são suficientes para   

extração de compostos com elevada atividade antioxidante. Sendo que quando diluido a 

concentração de 10%, este não afeta o fungo, como observado para no controle do etanol em 

ambos os extratos etanólicos (Figura 1). Reforçando assim, a ação antifúngica do extrato.   

 Também, Cao et al. (2017) destacam que a extração utilizando o etanol como 

solvente ainda é a mais utilizada, e estudos relatam como a composição química e atividade 

biológica são alteradas a depender do método de extração que está sendo utilizado (SONG et 

al., 2021; WÓZNIAK et al., 2020; YEN et al., 2017). Assim, considerando as extrações 

etanólicas testadas, o EEPM inibiu o crescimento do M. fructicola na maior concentração, 10%, 

enquanto o EEPA afetou o desenvolvimento do fitopatógeno até a concentração de 0,625% 

(Figura 1). 

 Para as formulações comerciais, ambas com extração hidroalcóolica, o ECP1 inibiu 

o fitopatógeno na concentração de 1,375%, enquanto que para ECP2 podemos observar que 

houve inibição do desenvolvimento do fungo até a concentração de 0,235%. No entanto, é 

possível observar que em ambos os extratos comerciais houve a sedimentação de partículas no 
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poço (Linhas A, B, C, e F até a coluna 4 para o ECP1, e até a coluna 7 para ECP2) conforme 

pode ser observado na linha F (controle do extrato), diferindo do boton normalmente formado 

pelo crescimento do fungo (Coluna I: controle do crescimento fúngico) (Figura 1). 

Os extratos de própolis de abelha africana EEPA, EPC1 e EPC2 apresentaram 

concentração inibitória mínima de 0,625%, 1,375% e 0,234% respectivamente (Tabela 1). 

Corroborando com os resultados obtidos para os extratos etanólicos da própolis de abelhas 

africanas, Soylu et al. (2008) avaliando a atividade antimicrobiana in vivo da própolis contra o 

patógeno cítrico de pós-colheita  Penicillium digitatum, utilizaram o método de extração com 

etanol a 70% observaram a inibição do desenvolvimento do fungo nas concentrações de 1; 5 e 

10%. No entanto, quando o extrato foi aplicado in vivo, nas diferentes concentrações, não 

apresentaram capacidade inibitória em frutos de toranja. 

Quando observamos apenas os extratos EAPM e EEPM, ambos apresentaram 

capacidade de inibição na concentração de 10%. A atividade antioxidante da própolis de 

Melipona mandacaia é dada pelo conteúdo fenólico, o que a caracteriza como uma rica fonte 

de compostos bioativos benéficos à saúde (SILVA, 2020). O que explica a bioatividade in vitro 

de extratos etanólicos de própolis de Mandaçaia frente a cepas de fungos do gênero Candida 

(Candida albicans, C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis, C. guilermondii, C. parapsilosis) 

(SOUZA, 2018).  

Extratos de própolis de abelha mandaçaia apresentam teores de flavonóides maiores 

do que a própolis de outros meliponíneos (SOUZA, 2018) e até mesmo da abelha Apis mellifera 

(FERREIRA et al., 2017; SANTOS et al., 2017; DUTRA et al., 2014). Assim, infere-se que o 

desempenho mais efetivo no CIM do EEPA comparado com EEPM se deve a outros compostos. 

Observando a metodologia empregada na CIM, onde o fungo é colocado 

diretamente em contato com o extrato, objetiva-se a capacidade de inviabilizar o patógeno 

completamente, e que a ação se confirme na CFM. A ação dos extratos pode ser classificada 

como fungistática quando o fitopatógeno em contato com o extrato não apresenta crescimento, 

mas que quando retirado e posto em meio sólido e condições ideais ocorre a retomada do 

crescimento, e fungicida quando não apresenta crescimento em nenhuma das situações citadas 

(MACHADO, 2021).  

Para o teste de CFM houve crescimento fúngico para EAPM, EAPA, EEPM, EEPA, 

indicando que o efeito observado no CIM é fungistático. Quanto aos extratos comerciais (ECP1 

e ECP2), ambos apresentaram resultados de inibição total do fungo a 11% e 1,875%, 

respectivamente (Figura 2).  
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FIGURA 2- Concentração fungicida mínima (CFM) dos extratos aquosos e etanólicos de 

própolis de abelhas africana e mandaçaia, e extratos hidroalcóolicos comerciais de africana em 

Monilinia fructicola. LEGENDA: EAPM - Extrato Aquoso de Própolis de Melipona 

mandacaia; EAPA - Extrato Aquoso de Própolis de Apis mellifera; EEPM - Extrato Etanólico 

de Própolis de Melipona mandacaia; EEPA -Extrato Etanólico de Própolis de Apis mellifera; 

ECP1 - Extrato Comercial de Própolis 1; ECP2.1 - Extrato Comercia de Própolis 2 poços 1-6; 

ECP2.2 - Extrato Comercia de Própolis 2 poços 7-12; C – Controle; R1, R2 e R3 – Repetições. 

Concentrações testadas para EAPM, EAPA, EEPM e EEPA - 10% 5% 2,5% 1,25% e 0,625%; 

Concentrações testadas para ECP1 - 11% 5,5% 2,75% 1,375% e 0,688%; Concentrações 
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testadas para ECP2.1 - 30% 15% 7,5% 3,75% 1,875% e 0,938%; Concentrações testadas para 

ECP2.2 - 0,469% 0,235% 0,118% 0,06% e 0,03% e 0,015%.  

 

O efeito fungicida, quando presente, se deve basicamente à presença de flavonóides 

em sua composição, em especial de pinicembrina, enquanto o caráter fungistático é dado pela 

presença de substâncias como ácido benzóico, ácido salicílico e vanilina (DHEIN et al., 2018). 

Os flavonóides apresentam a capacidade de inibir a síntese de proteínas e DNA, também 

comprometendo a membrana plasmática dos fungos (SILVA, 2009).  

Corroborando com os resultados obtidos no ECP1 e ECP2, Wuaden et al. (2018) 

avaliando a ação antifúngica sobre Botrytis cinerea, de extratos etanólicos de própolis de A. 

mellifera, observaram atividade fungicida na concentração de 12,5 %, e fungistática nas 

concentrações de 2,5% e 6,25%. 

Também, Sobreira et al. (2020) demonstram que o extrato etanólico de própolis 

apresenta uma moderada atividade antifúngica frente a isolados de Candida spp. com CIM e 

CFM, equivalentes, que variam entre 0,023% e 0,093%. Bittencourt et al. (2014) obtiveram 

concentração fungicida mínima de 0,064% de extrato hidroalcóolico de própolis como sendo 

efetivo sobre Candida albicans.  

Na avaliação da atividade antifúngica por meio do método disco-difusão não foi 

observada a formação de halo de inibição, excetuando-se o ECP2 (Figura 3), onde a região ao 

redor do disco afetou o desenvolvimento do fungo, mas não de forma a impedir totalmente seu 

progresso. Há também interferência no desenvolvimento do fungo na presença do EEPM, 

EEPA, ECP1, indicando ação fungistática, uma vez que o desenvolvimento do M. fructicola na 

placa foi deficitário.  
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FIGURA 3- Atividade antifúngica por disco-difusão de dos extratos aquosos e etanólicos de 

própolis de abelhas africana e mandaçaia, e extratos hidroalcóolicos comerciais de africana e 

Monilinia fructicola. LEGENDA: EAPM - Extrato aquoso de própolis Melipona mandaçaia 

(10%); EAPA de Apis mellifera (10%); EEPM - Extrato etanólico de própolis M. mandaçaia 

(10%); e EEPA de A. mellifera (10%); ECP1 - Extrato comercial de própolis de A. mellifera 1 
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(11%); ECP2 - Extrato comercial de própolis 2 A. mellifera (30%). R1, R2 e R3 - repetições; 

C - controle. 

 

O extrato de própolis das duas abelhas, quando extraído por meio aquoso, não 

indica ação antifúngica sobre o fitopatógeno por disco-difusão. O resultado está em 

consonância com as metodologias de CFM, onde houve o crescimento do fungo submetido às 

concentrações de forma similar ao controle.   Para o ECP2 a formação do halo foi discreta, mas 

é possível observar o crescimento irregular na placa, mais evidenciado no entorno da aplicação 

do extrato. Efeito similar foi observado no EEPM, EEPA.  

Os resultados citados são típicos de uma situação fungistática. Nestes casos, os 

compostos fenólicos da própolis expressam sua atividade por meio da inibição de germinação 

de esporos, da redução do tamanho dos tubos germinativos e da inibição do crescimento 

micelial, efeitos estes que são dependentes da concentração utilizada (MARINI et al., 2012).  

Assim, a própolis apresenta capacidade de reduzir ou evitar o crescimento de 

micélio e germinação de esporos, bem como, inibir a produção de toxinas pelos fungos (DHEIN 

et al., 2018).  Há testes in vitro, em que a aplicação da concentração de 40% de extrato de 

própolis é capaz de inibir a germinação de esporos de Aspergillus flavus (CORTÉS-

HIGAREDA et al., 2019). 

 Corroborando com o observado, Machado et al. (2016) obteve com extrato 

etanólico de própolis expressiva interferência no desenvolvimento de Collletotrichum 

gloeosporioides, quando aplicada a concentração de 30%. Já Pastana, Vieira e Machado (2015), 

incorporando o extrato ao meio, encontraram efeito fungistático na concentração de 3,2% sobre 

Collletotrichum gloeosporioides. In vivo, Damascena et al. (2020) encontrou eficiência na 

concentração de 10%, onde inibiu o desenvolvimento de 99% da germinação dos esporos de 

Aspergillus sp. e 93% de Fusarium sp. 

A   intensidade da atividade da própolis é determinada pelas suas características 

químicas, as quais, variam conforme o local de extração da própolis, pois ela está intimamente 

ligada com as espécies de abelhas produtoras, biodiversidade local e características climáticas 

(ZABAIOU et al., 2017). O que por sua vez, faz com que no Brasil já tenham sido identificados 

12 tipos de própolis, sendo 5 da região Sul (COSTA, 2020). A forma mais popular de extração 

do extrato de própolis é por meio de solventes alcoólicos, graças à elevada solubilidade de seus 

polifenóis em etanol (ANDRADE et al., 2017), sendo a extração aquosa pouco explorada 

(COSTA, 2020).  
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Durante a infecção fúngica a parede celular destes patógenos desempenha um 

importante papel, servindo como a primeira barreira responsável pelo crescimento, adaptação 

e regulação da permeabilidade do patógeno no hospedeiro (GUCWA et al., 2018). Neste 

contexto, Corrêa et al. (2020) observaram a capacidade da própolis brasileira em danificar a 

integridade da parede celular e da membrana celular de C. albicans, causando o extravasamento 

de organelas intracelulares. Ainda, os autores cogitam a possibilidade de que a eficácia 

antifúngica da própolis é dada graças à capacidade dos polifenóis de formar um complexo com 

proteínas solúveis ao interromper a síntese de quitina, resultando na ruptura da parede celular.   

Os polifenóis são ainda precursores de compostos voláteis, como mono e 

sesquiterpenos, fenilpropanóides, η-alcanos, álcoois, aldeídos, cetonas, ácidos e ésteres, que 

mesmo representando uma pequena parcela da composição quando comparada aos outros 

compostos, podem ser bastante úteis na composição do extrato de própolis, uma vez que estão 

envolvidos na atividade antimicrobiana (TORRES et al., 2008) 

O presente estudo obteve resposta fungistática, para EEPA, EEPM e ECP2 capazes 

de interferir no desenvolvimento do fungo. No Spot Test, observou-se que os extratos etanólicos 

de própolis, preparados, das duas abelhas não apresentaram CFM, não afetando o 

desenvolvimento do fungo na placa e tiveram ação fungistática na avaliação por meio do disco-

difusão. Isso demonstra que o fungo cresce na presença indireta do extrato, nos levando a 

conclusão de ação fungistática. Ainda, que EAPA e EAPM, apresentaram inibição somente na 

CIM, quando submetidos ao contato direto com o extrato.  

Também, ECP1 apresentou CFM de 11% e CIM de 1,375%, enquanto ECP2 

apresentou CIM de 0,235% e CFM de 1,875%. No entanto, apenas o ECP2 apresentou 

interferência na avaliação microbiológica, afetando parcialmente o crescimento do 

fitopatógeno, indicando efeito fungistático. Esse destaque do ECP2 na avaliação antimicrobiana 

é, provavelmente, consequência da concentração mais elevada (30%). 

Trabalhos que testaram o efeito da própolis sobre Aspergillus sp. e Penicillium sp. 

mostram como o aumento das doses elevam a capacidade reduzir o desenvolvimento do 

micélio, chegando em até 50 % de redução (SOUZA et al. 2020; SILVA 2009). 

Ao compararmos o presente estudo com a literatura aqui apresentada, podemos 

observar que a própolis apresenta potencial antifúngico. Embora as concentrações tenham sido 

variadas para cada microrganismo, é possível observar que concentrações mais elevadas são 

mais efetivas. Sendo assim, há possibilidade de que em concentrações maiores, os extratos 



 

21 

 

possam ser mais efetivos. Ainda, infere-se que há influência da flora e região da coleta, bem 

como, as variações das formas e solventes de extração.  

 

 

4. CONCLUSÃO 

 

Há potencial para controle in vitro do fungo Monilinia fructicola em extratos de 

própolis das abelhas Apis mellifera e Melipona mandacaia. O EAPM, EAPA, EEPM, EEPA, 

ECP1, ECP2 afetaram o desenvolvimento do fitopatógeno, apresentando CIM de 10%, 10%, 

10%, 0,625%, 1,375% e 0,235%, respectivamente. O ECP1 e ECP2 apresentaram CFM de 11% 

e 1,875%, respectivamente. Os extratos aquosos e o ECP1 não apresentaram efeito antifúngico 

quando avaliados por disco-difusão, enquanto EEPA, EEPM e ECP2 demonstraram efeito 

fungistático. 

O ECP2, na sua forma não diluída (30%) pode ser usado para controle in vitro. No 

entanto, há necessidade de testar concentrações mais elevadas dos extratos e de testes in vivo 

para avançar nos trabalhos do uso de própolis no controle do M. fructicola. 
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