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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial efeito in vitro de extratos de propolis apicola
amazonica sobre o crescimento de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, agente causal da
bacteriose da mandioca. As amostras de propolis foram coletadas em apiarios com colmeias
habitadas por abelhas Apis mellifera L. (africanizadas) nos municipios de Santa Izabel e
Curugd, no estado do Paré. Os extratos foram obtidos a partir de maceragéo estatica por 24 h
com os solventes hexano, acetato de etila e etanol 80%. Os perfis fendlicos das amostras
foram obtidos através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia/Deteccdo de Arranjo de
Diodos/Espectrometria de Massas com lonizacdo Electrospray (HPLC/DAD/ESI-EM). A
atividade antibacteriana foi verificada com os extratos nas concentragdes de 0,1; 0,2; 0,3 e
0,4%. A analise quimica revelou a presenca do kaempferol na amostra de Santa Izabel-PA, do
acido galico na amostra de Curuca-PA, e do 3,4-dihidroxibenzoico em ambas amostras. O
extrato etandlico a 80% da propolis apicola de Santa Izabel reduziu significativamente o
crescimento de X. axonopodis pv. Manihotis.

Palavras-chave: Apicultura; Amazonia; Mandioca; Compostos fendlicos; Fitopatogeno.

Abstract

The objective of this work was to evaluate the in vitro potential effect of extracts of
amazonian bee propolis on the growth of Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, causal
agent of cassava bacteriosis. The propolis samples were collected in apiaries with hives
inhabited by Apis mellifera L. (africanized) bees in the municipalities of Santa lzabel and
Curugd, in the state of Pard. The extracts were obtained from static maceration for 24 h with
hexane solvents, ethyl acetate and 80% ethanol. The phenolic profiles of the samples were
obtained by High Performance Liquid Chromatography/Diode Array Detection/Mass
Spectrometry with Electrospray lonization. The antibacterial activity was verified with the
extracts in concentrations of 0.1; 0.2; 0.3 and 0.4%. The chemical analysis revealed the
presence of kaempferol in the Santa Izabel-PA sample, gallic acid in the Curuca-PA sample,
and 3,4-dihydroxybenzoic in both samples. The 80% ethanolic extract of the bee propolis
from Santa Izabel significantly reduced the growth of X. axonopodis pv. manihotis.
Keywords: Beekeeping; Amazon; Manioc; Phenolic compounds; Phytopathogen.
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Resumen

El objective de este trabajo fue evaluar el potencial efecto in vitro de extractos de propoleo de
abeja amazonica sobre el crecimiento de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, agente
causal de la bacteriosis de la yuca. Las muestras del propdleo fueron colectados en
colmenares con colmenas habitadas por abejas Apis mellifera L. (africanizadas) en los
municipios de Santa lzabel y Curucd, en el estado do Pard. Los extractos se obtuvieram
mediante maceriacion estatica durante 24 h con los disolventes hexano, acetate de etilo y
etanol al 80%. Los perfiles fendlicos de las muestras se obtuvieron mediante Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion/ Deteccion de Arreglo de Diodos/Espectrometria de Masas de
lonizacion por Electroaspersion (HPLC/DAD/ESI-EM). La actividad antibacteriana se
verificd con los extractos en las concentraciones de 0,1; 0,2; 0,3 e 0,4%. La analisis quimico
revel6 la presencia de kaempferol en la muestra de Santa lzabel-PA, acido géalico en la
muestra de Curucga-PA, y 3,4-dihidroxibenzoico en ambas muestras. El extracto etandlico al
80% del propoleo de abeja de Santa Izabel redujo significativamente el crecimiento de X.
axonopodis pv. manihotis.

Palabras clave: Apicultura; Amazonia; Yuca; Compuestos fenolicos; Fitopatdgeno.

1. Introducéo

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma planta da familia Euphorbiaceae com
grande importancia econémica para o estado do Para. O estado é o principal produtor da
cultura no Brasil, que no ano de 2018 apresentou uma producdo de 3.836.215 t e
produtividade de 14.681 kg/hd (IBGE, 2018). No entanto, a ocorréncia de problemas
fitossanitarios é um fator limitante para o cultivo da mandioca.

A bacteriose da mandioca, causada por Xanthomas axonopodis pv. manihotis (Bondar)
(Vauterin et al., 1995), € a doenca de maior importancia econdmica da cultura e ocorre em
todos os locais onde a mandioca é cultivada (Lozano, 1986). Sintomas primarios como
resultados de plantio de material infectado, consistem na murcha dos brotos jovens infectados,
seguida da morte da planta. Ja os sintomas secundarios consistem em manchas angulares nas
folhas, seguida da queima, desfolha, murcha da parte prematura e morte (Lozano, 1986).

O estudo de métodos alternativos de manejo de doencas de plantas é de grande
importancia para a implementacdo de uma agricultura sustentivel, tendo em vista os
maleficios para a saude humana e ambiental pelo uso intensivo dos agrotdxicos. Dessa forma,
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€ necessario buscar medidas mitigadoras que sejam bem produtivas, mas que caminhe a uma
agricultura com bases sustentaveis (Lopes & Albuquerque, 2018).

Neste sentido, a prépolis apicola, um produto balsdmico (Bankova et al., 2014) obtido
de resinas vegetais por abelhas exoticas africanizadas (Apis mellifera L.), tem se mostrado um
importante aliado no controle de microrganismos indesejaveis (R. C. A. . Pereira & Santos,
2013).

Entre as atividades biologicas reportadas para a propolis apicola, podem ser citadas:
antitripanossémica (D. S. Pereira et al., 2017), antimicobacteriana, antiplasmodica,
imunomoduladora (Sampietro et al., 2016), antioxidante, citotoxica (Bonamigo et al., 2017),
antimicrobiana. E o potencial antibacteriano da propolis apicola é relatado, principalmente,
sobre bactérias patogénicas (Boonsai et al., 2014; Rahmatullah et al., 2012). Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o potencial efeito in vitro de extratos de propolis apicola amazénica
sobre o crescimento da fitobactéria X. axonopodis pv. manihotis, agente causal da bacteriose

da mandioca.

2. Metodologia

2.1 Amostras

O experimento foi conduzido, na unidade da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) - Centro de Pesquisa Agroflorestal da Amazdnia Oriental
(CPATU) (1° 28 S; 48° 27> W), Belém, Para.

Amostras de prépolis foram coletadas em apiarios com colmeias habitadas por abelhas
Apis mellifera (africanizadas), distribuidos em regido de vegetacdo da Floresta Amazonica e
situados em areas de predominancia vegetal distinta, nos municipios de Santa lzabel e
Curucd, Pard. Em Santa Izabel-PA, o apiario localizava-se em area rural (1° 22 46,5 S; 48°
7> 51,9” W) ao lado de cultivos das culturas do agai (Euterpe oleraceae Mart.) e cacau
(Theobroma cacao L.); e em Curuca-PA, na comunidade Mauara (0° 54’ 42,5” S; 47° 52° 22”
W) e proximo a areas de cultivo de pequenas culturas de ciclo longo e curto de agricultores
familiares. A coleta das amostras foi realizada através de raspagem das partes internas das
colmeias do tipo Langstroth. Apds a separacdo das impurezas, cada amostra foi
acondicionada em um recipiente fechado, ao abrigo da luz e sob refrigeracao abaixo de 0 °C.

Cada uma das amostras foi pesada, triturada e transferida para frascos de Erlenmeyer.

Os extratos foram preparados a partir de maceracdo estatica por 24 h com a adicdo de
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solventes em ordem crescente de polaridade: hexano, acetato de etila e etanol 80%. Apds o
periodo de extracdo, o material foi filtrado em papel de filtro n® 3. A extracdo foi repetida por
mais duas vezes para cada solvente. As solucbes resultantes foram concentradas em
evaporador rotativo para a obtencdo dos extratos hexanico, acetato de etila e etanélico a 80%.
Uma fracdo de 2,5 gramas de cada extrato foi transferida para copos de Becker esterilizados e
solubilizada com 25 mL de cada um dos seus respectivos solventes utilizados na extragéo,
obtendo-se a concentracdo de 10%. Todos os extratos foram acondicionados em frascos de

Erlenmeyer e identificados.

2.2 Andlise quimica

Os perfis fendlicos foram obtidos por meio de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia/Deteccdo de Arranjo de Diodos/Espectrometria de Massas com lonizacdo
Electrospray (HPLC/DAD/ESI-EM). A analise do perfil dos extratos etandlicos a 80% foi
realizada usando um cromatografo liquido de alta performance da marca Thermo com um
injetor automatico, uma al¢a de amostragem de 20 pL e uma bomba quaternaria. Ele foi
acoplado a um detector de matriz de diodos e um espectrometro de massas equipado com uma
fonte de ionizagéo por electrospray (ESI) e um analisador de massa ion-trap. O equipamento
foi operado em temperatura ambiente de 2512 °C. Os dados cromatograficos foram obtidos e
processados no software Xcalibur. A coluna cromatogréafica utilizada era de fase reversa (150
x 2,1 mm) e tinha tamanho de particula de 1,9 um (Thermo Scientific Hypersil GOLD). O
método cromatogréfico foi baseado em (Novakova et al., 2008), com pequenas modificacdes.
A fase movel consistiu do uso de solucdo aquosa de &cido formico 0,1% (A) e acetonitrila
(B). O gradiente de eluicdo comecou em uma proporc¢do de 95:5 a uma taxa de fluxo de 0,32
mL.min™. A concentracéo de "A" diminuiu para a condi¢do de 50:50 em 5 min e, a partir de 6
min, voltou gradualmente & condic&o inicial de 95:5, o que exigiu 20 min. Permaneceu nesta
condigdo por mais 2 min para que as condigdes iniciais fossem restauradas.

A deteccdo dos compostos foi realizada usando um detector DAD (operando a 210,
260, 300 e 325 nm) e um espectrometro de massas com uma fonte ESI operando no modo
negativo (temperatura capilar de 350 °C, voltagem capilar 2,5 kV, voltagem do cone 5 kV) He
e N2 foram usados como gas de colisdo e gas nebulizador (unidade arbitraria),
respectivamente. Os compostos presentes nas amostras foram identificados com base no

tempo de retencdo, espectro de absorcéo e co-cromatografia, 0s quais foram comparaveis aos
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padrdes e resultados de espectros de massas, que auxiliaram na confirmagdo das estruturas
quimicas dos compostos.

2.3 Bioensaio

A bactéria X. axonopodis pv. manihotis foi obtida de folhas mandioca com sintomas
tipicos da bacteriose, e pertence a colecdo de culturas de fitobactérias do Laboratério de
Fitopatologia da EMBRAPA — CPATU. Para 0 ensaio, o patogeno foi reativado a partir de
cultura estoque em meio de cultura 523 (Kado & Heskett, 1970) e incubacéo a 28 °C por 24 h.

A atividade antibacteriana dos extratos de propolis apicola foi verificada
incorporando-os ao meio de cultura 523 fundente, com concentracdes finais de 0,1; 0,2; 0,3 e
0,4%, e distribuidos em placas de Petri. Apds a solidificacdo do meio, foram depositadas
aliquotas de 100 puL da suspensdo bacteriana com Absss= 0,1 e diluicdo seriada em NaCl
0,85% até 10, sendo espalhadas com algas de Drigalski estéreis. Como tratamento controle
foi utilizado o meio de cultura sem adicdo de extrato. As placas foram incubadas a 28 °C por
48 h. Foram realizadas cinco repeticGes para cada tratamento e as placas foram avaliadas

através da contagem do nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

2.4 Desenho experimental e analises estatisticas

Os testes de Lilliefors e Shapiro-Wilk foram aplicados para verificar a normalidade,
seguidos pelas analises de variancia e testes de média de Tukey (a = 0,5). Em todos os testes,
a = 0,05 foi utilizado como valor de significancia. Os dados foram avaliados por analise
fatorial de trés fatores: origem da propolis (2) x solventes (3) x concentracfes (4). Assim, as
parcelas foram constituidas pelos tratamentos com extratos de prépolis de duas origens
diferentes no estado do Para (Santa Isabel do Pard e Curucd), obtidos com trés solventes
diferentes (hexano, acetato de etila e etanol 80%), nas concentracdes de 0,1; 0,2; 0,3 e 0,4%, e
um tratamento controle, totalizando 25 tratamentos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), sendo que os dados,
com trés repeticGes, foram submetidos a analise de variancia, pelo teste F, utilizando-se o
teste de Tukey para comparacdo de médias e o teste t para os coeficientes das equacdes de
regressdo, com o auxilio do aplicativo software SISVAR 5.3 (Ferreira, 2010) e de planilha

eletronica.
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3. Resultados e Discussao
3.1 Composicao quimica

As amostras de propolis apresentaram pouca diferenca na sua composicao quimica em
termos de compostos fenolicos (Tabela 1), isso pode estar relacionando ao fato das coletas

terem sido realizadas em areas de municipios da mesma regido, no Nordeste Paraense,

compartilhando, ambas as amostras, na sua composicao de variabilidade um dos compostos.

Tabela 1. Compostos fendlicos identificados nas amostras de propolis de Apis mellifera.

Origem das Tipo de Compostos [M-H] M?2
amostras extragdo m/z
Extracdo por  3,4-dihidroxibenzoico [153] [153] 109
Santa Izabel-PA soxhlet Kaempferol [285] [285] 217, 151
Extracdo por Acido galico [169] [169] 125
Curuca-PA soxhlet 3,4-dihidroxibenzoico [153] [153] 109

Fonte: Autores, (2020).

A composi¢do quimica da propolis é varidvel ndo apenas devido a variabilidade das
fontes vegetais, mas também dependendo da espécie de abelha, iluminacdo, altitude e
disponibilidade de alimento. No entanto, a composicdo geral da maioria das amostras de
propolis bruta é semelhante (Toreti et al., 2013).

Em geral a composi¢do quimica da propolis é complexa e pode ser formada desde
compostos volateis de baixo peso molecular a compostos de maior massa e elevada
polaridade como exemplo os compostos fendlicos (Bertrams et al., 2013). Outros relatos
cientificos tem demostrado que as atividades bioldgicas apresentadas por extratos de prépolis
esta diretamente ligada a sua composicdo quimica (Silva et al., 2012; Szweda et al., 2015;
Catchpole et al., 2015), um exemplo é o trabalho de Castro et al. (2014), em que foi avaliada a
atividade antioxidante de seis amostras de propolis e verificada que as fragbes que
apresentaram a maior concentracdo de compostos como o acido cafeico, éster benzilico de
acido cafeico e quercetina apresentaram as maiores atividades antioxidantes em todos 0s
métodos analisados, resultados semelhantes podem ser observados no trabalho de
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(Siripatrawan; Vitchayakitti; Sanguandeekul, 2013) com extratos de propolis da em propolis
coletado na Tailéndia.

3.2 Efeito inibitorio em Xantomonas axonopodis pv. manihotis

Na avaliacdo do efeito in vitro de extratos de propolis apicola amaz6nica sobre o
crescimento de X. axonopodis pv. manihotis, a analise de variancia, aplicada sob 0s extratos
de diferentes origens, obtidos com trés diferentes solventes e em quatro concentracdes,
mostrou efeito significativo para o contraste entre o controle e os extratos de propolis (Tabela
2).

Tabela 2. Resumo da anélise de variancia do crescimento de Xantomonas axonopodis pv.
manihotis sob efeito de extratos de prépolis apicola de diferentes origens, obtidos com trés

solventes distintos, e em quatro concentragoes.

Fator de variacéo Graus de liberdade  Quadrados médios
Controle vs. extratos 1 72,80**
Origem 1 128,00**
Solvente 2 533,39**
Concentragéo 3 190,54**
Origem x solvente 2 93,17**
Origem x concentracéo 3 8,11"*
Solvente x concentragdo 6 54,15**
Origem x solvente x concentragdo 6 19,67 "*
Erro 50 9,23
Coeficiente de variagéo (%o) 18,04
Média 16,84

** *:significancia a 1, 5%; ™*: ndo-significancia.
Fonte: Autores, (2020).

Apenas o extrato etandlico a 80% da propolis apicola de Santa lzabel reduziu
significativamente o crescimento de X. axonopodis pv. manihotis, com inibi¢éo de 62,71% em

relacdo ao controle (Tabela 3).
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Tabela 3. Efeito de extratos de prépolis apicola de diferentes origens, obtidos com trés
solventes distintos, e em quatro concentracdes, sobre o crescimento de Xantomonas

axonopodis pv. manihotis (média *+ desvio padrao).

) Solvente
Origem -
Hexano Acetato de etila Etanol 80%
Santa lzabel 19,4244, 76bA™ 18,42+3,09hB" 8,08+3,00aB**
Curuca 17,92+7,35bA™ 21,58+4,06aA™ 14,42+4 A6CA™
Controle 21,67+5,13

Médias seguidas por letras distintas na linha (mindsculas) e na coluna (maiusculas) diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%. "*: ndo-significAncia. **, *: significancia a 1% (Teste F) para o contraste
entre controle e o respectivo extrato.

Fonte: Autores, (2020).

O efeito do extrato etandlico a 80% da prépolis apicola de Santa Izabel corrobora com
o resultado de Baldin et al. (2014), em que extratos etanodlicos de propolis obtidos de trés
regides do estado do Parana, demonstraram inibi¢des drésticas do crescimento de X.
axonopodis pv. phaseoli, patdgeno responsavel pelo crestamento bacteriano em feijdo. Bem
como, corrobora com os resultados obtidos para extratos etanolicos de prépolis apicola no
controle de bactérias patogénicas ao homem, tais como: Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Listeria monocytogenes, Helicobacter pylori, Shigella flexneri e Mycobacterium
tuberculosis (Muli & Maingi, 2007; Okinczyc et al., 2020; Souza et al., 2017).

O potencial antibacteriano do extrato de prdpolis ja foi verificado para outras bactérias
fitopatogénicas, tais como: Pseudomonas syringae pv. tomato, P. corrugata, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, Erwinia carotovora subsp. carotovora, X. campestris
pv. vesicatoria, X. translucens pv. undulosa, X. axonopodis pv. phaseoli e X. campestris pv.
campestris.

O efeito do extrato etandlico a 80% da propolis apicola de Santa lzabel pode ser
explicado por sua composi¢do a partir de diferentes compostos polares capazes de inibir o
crescimento da bactéria. A utilizacdo de solventes de diferentes polaridades influenciou
diretamente na composicao dos extratos a partir da afinidade sobre os compostos presentes na
prépolis. O hexano foi capaz de extrair os compostos apolares da matriz, o acetato de etila
extraiu 0s compostos de médias polaridade, e o etanol 80% extraiu 0s compostos polares.

O conceito de polaridade esta relacionado com a ligacdo entre os atomos de uma

molécula. Uma molécula polar é formada por atomos com diferenca na eletronegatividade,
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quanto maior a diferenca na eletronegatividade entre os &tomos, mais polares serdo as
ligacBes (Murphy et al., 2005). A eletronegatividade é a capacidade que um atomo tem de
atrair os elétrons que ele esta compartilhando em uma ligagdo, 0 a4tomo com maior
eletronegatividade possui carga parcial negativa e 0 &tomo menos eletronegativo possui carga
parcial positiva, formando um momento de dipolo. Um composto com momento de dipolo é
polar, e um composto sem momento de dipolo é apolar.

A presenca do flavonoide kaempferol, detectado apenas na amostra da propolis apicola
de Santa lzabel, pode ter sido determinante pela atividade demonstrada pelo extrato etandlico
a 80%. Huang et al. (2015) indicaram que o kaempferol mostrou efeitos no controle in vitro
de S. aureus, apresentando um excelente potencial bactericida, e que seus compostos e
derivados poderiam ser usados no desenvolvimento de novos inibidores bioticos de bactérias.
Esta teoria foi comprovada posteriormente por Lin et al. (2020) em seu estudo em que foram
testados compostos derivados e semissintéticos do kaempferol também em S. aureus. Com
relacdo ao efeito bactericida do é&cido gélico, Li et al. (2019) demonstraram efeito
antibacteriano de um derivado de acido galico-quitosana contra Escherichia coli e S. aureus.

Na anélise entre os efeitos do solvente e as concentrac@es utilizadas, foi verificada a
dependéncia entre as duas variaveis (Tabela 2). As curvas de UFC x concentracdo foram
ajustadas para cada solvente utilizado (Figura 1), em que é possivel perceber que a reducdo do
crescimento bacteriano foi varidvel com o aumento da concentracdo para todos os extratos.
Para os extratos hexanicos (Figura 1a), inicialmente, houve uma diminuicdo da atividade até a
concentracdo de 0,2%, e sem seguida, um aumento até 0,4%, Enquanto que para 0s extratos
acetato de etila (Figura 1b) e etandlicos a 80% (Figura 1c), houve um aumento da atividade
até a concentracao de 0,3%, seguida de uma diminuicdo até 0,4%. Vale destacar que todos 0s
extratos demonstraram efeito sobre a bactéria, como é demonstrado pelas curvas, porém a
atividade significativa foi verificada somente para o extrato etandlico a 80% da prépolis

apicola de Santa lzabel (Tabela 3).
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Figura 1. Efeito de extratos de prdpolis apicola de diferentes origens, obtidos com trés

solventes distintos em fungdo da concentragdo do extrato sobre o crescimento de Xantomonas

axonopodis pv. manihotis. (a) Extrato hexanico; (b) Extrato acetato de etila; (c) Extrato

etanodlico a 80%.
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Fonte: Autores, (2020).

Baldin et al. (2014) em seu estudo sobre a atividade antibacteriana do extrato etan6lico

da propolis sobre X. axonopodis pv. phaseoli, verificou efeito linear com maior atividade

conforme aumento da concentracdo, diferentemente do que foi demonstrado no presente

trabalho, em que o extrato etandlico a 80% da prépolis apicola de Santa Izabel demonstrou

efeito variavel com maior atividade até a concentracdo de 0,3%.
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O efeito inibitorio do extrato da propolis em diferentes concentragcBes também foi
verificado por Bianchini e Bedendo (1998), em que as bactérias fitopatogénicas
Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter michiganensis subsp.  micheganensis e X.

axonopodis pv. phaseoli foram completamente inibidas pelo extrato na concentracdo de 10%.

4. Consideragdes Finais

O extrato etandlico a 80% da prépolis de Santa lzabel reduziu o crescimento de
Xantomonas axonopodis pv. manihotis, com o aumento do efeito inibitdrio diretamente
proporcional até a concentragdo de 0,3%. Os compostos polares extraidos com o etanol 80%
da propolis apicola de Santa Izabel, como o flavonoide kaempferol identificado somente nesta
amostra, podem ser o0s responsaveis pela atividade observada, configurando o extrato como

uma alternativa no controle da bactéria.
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