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Aplicacao de extratos de propolis
para conservacao pos-colheita de morangos

Nos ultimos anos, o estudo de
compostos naturais bioativos
para utilizacdo em conservacao
pos-colheita de frutas tem des-
pertado um grande interesse na
comunidade cientifica. O moran-
go é um fruto altamente pere-
civel, delicado, e apresenta um
curto periodo de conservacao.
Neste contexto, este estudo teve
como objetivo avaliar o efeito da
aplicacéo de extratos de propo-
lis na qualidade e na conserva-
cao pos-colheita do morango.
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As doencas de pds-colheita reduzem drastica-
mente a qualidade dos frutos, o que causa um
aumento de custos e a reducdo das mais-va-
lias na cadeia de producio, armazenamento
e distribuicio. Tradicionalmente, o controlo
dos problemas microbioldgicos e fisiologicos
dos frutos durante o periodo de p6s-colheita é
realizado através da aplicacio de fungicidas,
refrigeracio e utilizacdo de atmosferas con-
troladas. No entanto, a crescente restricao ao
uso de fungicidas sintéticos, devido aos riscos
que representam para a saide e para o am-
biente, assim como a crescente preocupacio
dos consumidores em relacio a seguranga dos
alimentos que consomem, tem estimulado o
estudo de métodos alternativos aos quimicos
para o controlo de doencas de pds-colheita e
para a conservacao da qualidade nutricional
e organolética dos produtos hortofruticolas.
Neste ambito, tém-se estudado diversas estra-
tégias, tais como a utilizacao de agentes an-
tagonistas, a aplicagdo de tratamentos fisicos,
tratamentos térmicos, ultrassons, sais organi-
cos ou inorganicos e utilizacio de substancias
naturais com propriedades antimicrobianas.

Entre os produtos naturais que tém vindo a ser
estudados encontram-se extratos de plantas
aromaéticas e medicinais, quitosano, dleos es-
senciais, podendo, igualmente, destacar-se a
utilizacdo de extratos de propolis. O propolis é

uma substincia resinosa produzida pelas abe-
lhas Apis mellifera a partir de diferentes exsu-
datos de plantas, como secrecdes de arvores,
folhas e flores, misturados com as enzimas da
sua saliva. Esta resina é utilizada pelas abe-
lhas para protecdo da colmeia contra a proli-
feracdo de microrganismos, incluindo fungos
e bactérias (Bankova et al., 2014). O propolis é
popularmente e cientificamente reconhecido
devido as suas propriedades bioldgicas, que
incluem acdo antibacteriana, antifingica, an-
tiviral, antioxidante, anti-inflamatodria, entre
outras (Kumazawa et al., 2004; Sforcin, 2016).
O propolis apresenta um amplo espectro de
atividade antimicrobiana, que inclui ativida-
de contra diversas espécies de bactérias, leve-
duras e fungos filamentosos, incluindo fun-
gos fitopatogénicos, como o Colletotrichum
gloeosporioides, Botryodiplodia theobromae,
Penicillium italicum, Penicillium digitatum e
Penicillium expansum (Meneses et al., 2009;
Yang et al, 2010, Sanchez et al.,, 2016). A com-
posicao do proépolis é variavel, dependendo da
flora da regido onde é produzido. Da mesma
forma, as propriedades bioldgicas do propo-
lis, em particular a sua atividade antifingica,
também podem variar com a origem do mes-
mo, uma vez que estdo diretamente relaciona-
das com os compostos bioativos presentes na
sua composi¢ao.
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Entre os pequenos frutos, os morangos
(Fragaria x ananassa Duch.) diferenciam-se
por serem os mais atraentes e com maior pro-
cura nos mercados internacionais. Em Portu-
gal, 0 morango destaca-se por ser o pequeno
fruto mais cultivado e comercializado, sendo
altamente apreciado, ndo s6 pelo seu sabor
e aroma, mas também pela sua riqueza nu-
tricional, baixo teor de lipidos (0,5%), baixas
calorias (aproximadamente 35kcal/100g) e
preco bastante acessivel (Sousa et al, 2014).
Estes frutos s3o também uma excelente fonte
de vitamina C e muito ricos em compostos fe-
nolicos, incluindo flavonoides e acidos fendli-
cos. No entanto, um dos principais problemas
associados a producao e comercializacdo de
morango € o facto de ser um fruto altamen-
te perecivel e com um periodo de conserva-
¢ao pos-colheita muito reduzido. O morango
é um fruto nao climatérico e, devido as suas
condicdes fisioldgicas, tem uma elevada ten-
déncia a perda de humidade. A sua epiderme
turgida e a elevada taxa de respiragcdo tor-
nam este fruto suscetivel a danos mecanicos
e a invasdo de microrganismos patogénicos,
especialmente fungos, tais como o Botrytis
cinerea, responsavel pela podridao cinzenta,
o Colletotrichum spp., que provoca a antrac-
nose e o Rhyzopus stolonifer, que origina a
podridao aquosa.
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Figural- Rede com prépolis (esquerda) e aspeto do prépolis apds extracéo da rede (direita)

Valorizacao do prépolis

como agente antimicrobiano

Tendo presente o potencial antimicrobiano do
propolis e o facto de tratar-se de um produto
natural, no ambito do projeto PRODER “Pro-
Fruta: Valorizacdo do subproduto prépolis co-
mo agente natural para o controlo de doencas
em poés-colheita”, avaliou-se a potencialidade
do mesmo para ser utilizado como tratamento
pos-colheita de morangos. Esta utilizacdo po-
deria resultar altamente vantajosa, permitindo,
nao so reduzir a presenca de residuos de pesti-
cidas nos produtos alimentares, como também
diminuir os residuos destes compostos que sao
dispersos no ar, solo e dgua. Para além deste
ponto, a aplicacio de tratamentos com prdpolis
teria ainda a vantagem de poder permitir a pro-
ducio de fruta naturalmente enriquecida com
componentes antioxidantes, representando um
beneficio nutricional para os consumidores.
No inicio do estudo foram colhidas amostras
de propolis de diferentes regides de Portugal
(Figura 1. A partir destas amostras, foram
preparados extratos alcodlicos por extracio
mediante maceragdo com alcool etilico 70%.
Seguidamente, os extratos de propolis foram
caracterizados segundo o teor em compostos
fendlicos (método de Folin-Ciocalteu) e a ativi-
dade antioxidante (métodos de DPPH e FRAP).
Entre os diferentes extratos analisados, sele-
cionou-se para o estudo um que apresentou
atividade antioxidante significativa de acor-
do com o teste DPPH (18 024,5 +176,7 mg/L
equivalente de Trolox) e elevado poder antio-
xidante de reducdo férrica (264,9 + 4,1 mmol
equivalente de FeSO,/L de extrato, segundo
o método FRAP). O extrato apresentou tam-
bém um elevado teor de compostos fendli-
cos (17 248,1+219,3 mg equivalente de acido
galico/L), o que o identifica como um poten-
cial agente de biocontrolo, ja que numerosos
estudos cientificos associam a relevante ativi-
dade antimicrobiana dos extratos de origem
vegetal ao seu elevado teor de polifenois.

Atividade antifungica in vitro

dos extratos

Os fungos fitopatogénicos Botrytis cinerea e
Colletotrichum spp. destacam-se devido a sua
elevada incidéncia no periodo de pds-colheita
do morango. Estes fungos sio responsaveis
pela podriddo dos frutos e estdo diretamen-
te associados com o dano fisico dos mesmos.
Assim, com o objetivo de avaliar o efeito anti-
fngico dos extratos de propolis contra estes
agentes patogénicos, foram realizados testes
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in vitro de inibicdo, em placas de Petri com
meio PDA e diferentes concentracdes do ex-
trato. Os resultados obtidos mostraram que
todas as concentracdes de propolis estuda-
das inibiram o crescimento de B. cinerea e
Colletotrichum (Figura 2).

Nas concentracoes maximas testadas, o ex-
trato de prépolis inibiu cerca de 80% o cresci-
mento de ambos os fungos, ao final de 10 dias
de incubacio a 20 °C. Observou-se uma rela-
¢ao direta entre a concentracio do extrato de
propolis e a eficacia da inibi¢o, ou seja, quan-
to maior a concentracao do extrato, menor o
didmetro do micélio do fungo (Figura 3).

Atividade antifingica in vivo

dos extratos

Tendo em conta a elevada percentagem de
inibicao obtida nos testes in vitro, procedeu-
-se a avaliagdo da eficicia antifingica in vivo
do extrato de propolis. Para este estudo foi
utilizado o extrato alcodlico original (A), e
um extrato aquoso obtido por evaporacio de
(A) e dissolucdo em solugdo aquosa (B). Os
tratamentos com os extratos foram aplicados
imediatamente ap6s colheita, mediante pul-
verizacao, tendo os frutos sido posteriormen-
te mantidos durante 12 dias em cadmaras a2 °C
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Figura 2 - Percentagem de inibicéo do crescimento dos fungos Botrytis cinerea e Colletotrichum spp. na presenca de diferentes
concentracdes de extrato de propolis

Figura 3 - Aspeto do micélio apés 10 dias de incubacéo a 20 °C. Ensaio de inibicéo in vitro de Botrytis cinerea (esqiue;da) e

Colletotrichum spp. (direita) com diferentes concentracdes de extrato de propolis: 1) controlo; 2) 0,2 mg de extrato/mL; 3) 0,5 mg de

extrato/mL; 4) 1 mg de extrato/mL; 5) 2 mg de extrato/mL
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Controlo

Prépolis

Figura 4 - Aspeto externo do controlo e dos frutos tratados com o extrato de prépolis, apés 12 dias de conservacéo no frio

Figura 5 - Sinais de toxicidade observados nos frutos tratados com o extrato etandlico de prépolis

€ 90% HR. Durante o periodo de conservacio
foram avaliados diferentes parametros indi-
cadores de qualidade, assim como a incidén-
cia de podriddes.

Em geral, os frutos tratados com extratos de
propolis mantiveram a sua qualidade fisico-
-quimica durante um periodo de tempo mais
prolongado que o controlo (sem tratamento).
Nio foram observadas diferengas significa-
tivas na cor, teor de solidos soluveis totais
(°Brix) ou acidez total dos morangos tratados,
o que indica que o prdpolis ndo afeta negati-
vamente as caracteristicas dos frutos. No en-
tanto, verificou-se que os morangos tratados
com o0s extratos apresentaram uma menor
perda de humidade que o controlo. Observou-
-se uma diferenca de cerca de 22% entre os
frutos tratados com o extrato A e o controlo.
A incidéncia de podridoes, nomeadamen-
te a podriddo cinzenta causada por Botrytis

cinerea, foi também consideravelmente infe-
rior nos morangos tratados com propolis (Fi-
gura 4). Contudo, o tratamento com extrato
alcodlico mostrou um certo efeito de citoto-
xicidade, que se manifestou com o apareci-
mento de manchas escuras na epiderme dos
frutos (Figura 5), muito provavelmente devido
ao efeito do etanol nos tecidos do fruto. Es-
te efeito verificou-se também na polpa dos
frutos, que apresentou uma cor acastanhada
e textura mole (Figura 5). No entanto, os mo-
rangos tratados com extratos aquosos apre-
sentaram uma cor vermelha caracteristica e
textura firme.

Finalmente, determinou-se o teor de com-
postos fendlicos, bem como a atividade an-
tioxidante dos frutos (Tabela 1), no tempo o
(imediatamente apds a aplicacdo) e no fim do
armazenamento. Os morangos tratados com
extrato de préopolis apresentaram um teor em

TABELA 1 - TEOR EM COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS MORANGOS

NOS DIFERENTES TRATAMENTOS, IMEDIATAMENTE APOS A APLICAGAO DO EXTRATO (TO)
E NO FINAL DO PERIODO DE ARMAZENAMENTO (Tf)

Amostra Compostos fendlicos (ug EAG/g) Atividade antioxidante (ug EAA/g)
Controlo (TO) 21,655 + 0,021 149,020 = 0,078
Controlo (Tf) 22,399 * 0,069 141,565 = 6,744

Extrato de proépolis (Tf) 29,725 + 0,281 163,711 + 3,333

EAG: equivalentes de acido galico; EAA: equivalentes de acido ascérbico
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compostos fendlicos superior ao controlo no
tempo o e no final do periodo de armazena-
mento. Os frutos tratados com este extrato
também apresentaram uma atividade anti-
oxidante consideravelmente superior. Este
resultado sugere que a aplicacdo do extrato de
propolis possa contribuir beneficamente para
o teor de compostos antioxidantes nos frutos.

Concluséo

Os resultados preliminares demonstraram
que o extrato de propolis tem um elevado po-
tencial antifingico in vitro contra Botrytis
cinerea e Colletotrichum spp. Quando aplica-
do como tratamento p6s-colheita em moran-
gos, permitiu manter durante mais tempo a
qualidade dos frutos e diminuiu as perdas de
agua, e consequentemente a perda de peso e
turgéncia. A utilizacao do prépolis tem ainda
a vantagem de poder permitir a producio de
fruta valorizada com componentes antioxi-
dantes, acrescentando importantes beneficios
nutricionais para os consumidores, 20 mesmo
tempo que poderia ser uma forma de valori-
zar um produto apicola que é pouco valori-
zado pela maioria dos apicultores, podendo,
assim, contribuir para a dinamizacio deste
setor. ©
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