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RESUMO

O pimentao (Capsicum annuum L.) ¢ a terceira hortalica mais produzida no Brasil, no
entanto os problemas fitossanitarios ainda sdo um entrave na produtividade. A incidéncia
de doengas em frutos de pimentao reduz o periodo de vida util e ocasiona grandes perdas na
producdo e na fase pds-colheita. O uso de componentes antimicrobianos, bem como os
revestimentos em alimentos, apresenta-se como necessidade em substitui¢do aos fungicidas
atualmente empregados, podendo auxiliar na conservacdo das caracteristicas fisico-
quimicas e no controle de doengas em frutos. Este estudo objetivou avaliar os efeitos in
vitro ¢ in vivo de extratos etandlicos da propolis marrom e verde em diferentes
concentragdes ¢ de preparados homeopaticos em altas dilui¢cdes sobre Colletotrichum sp.
Para avaliar os efeitos antimicrobianos in vitro realizaram-se ensaios de inibi¢do de
germinagdo e crescimento micelial do Colletotrichum sp. Ambos atributos foram
completamente inibidos pelo extrato etanolico de propolis verde na maior concentragdo (5,0
mg/ml), ap6s 20 horas de contato. O extrato de propolis marrom, utilizado nas
concentragdes 2,5 ¢ 5,0 mg/ml, reduziu em de 50% a germinagdo de conidios e inibiu
totalmente o crescimento micelial. Os preparados homeopaticos de propolis marrom (MI)
promoveram reducdo da germinagdo em 42,6% e 51,75%. Nos testes in vivo, os extratos de
propolis e preparados homeopaticos foram aplicados como revestimento comestivel por
imersao e os atributos avaliados foram: incidéncia da doenga ¢ caracteristicas fisico-
quimicas (perda de massa, solidos soluveis totais (SST), acidez total titulavel (AT), pH e
acido ascorbico). Nao foi verificado efeito dos extratos de propolis e preparados
homeopaticos na severidade de antracnose nos frutos. Por outro lado, a combinagdo desses
produtos com gelatina a 10% reduziu a incidéncia da podridao em 50%. Frutos revestidos
com propolis e gelatina apresentaram menor perda de massa (2,26%), maior retencdo de
acidez titulavel (0,116 g 100g'1) e menor valor de pH (4,35). Dessa forma, o revestimento a
base de propolis marrom (5,0 mg/ml) combinado com gelatina a 10% ¢ o tratamento mais
eficaz na manuten¢do da qualidade de pimentdes durante o armazenamento em temperatura
ambiente.

Palavras-chave: controle alternativo, preparados homeopaticos, pos-colheita, gelatina,

qualidade, propolis.



ABSTRACT

Pepper (Capsicum annuum L.) is the third most produced vegetable in Brazil, however
phytosanitary problems are still an obstacle to productivity. The incidence of diseases in
pepper fruits reduces the shelf life and causes great losses in production and in the post-
harvest phase. The use of antimicrobial components, as well as coatings in food, is a
necessity to replace the fungicides currently used, which can help to preserve the
physicochemical characteristics and control diseases in fruits. This study aimed to evaluate
the in vitro and in vivo effects of ethanolic extracts of brown and green propolis at different
concentrations and homeopathic preparations at high dilutions on Colletotrichum sp. To
evaluate the in vitro antimicrobial effects, germination and mycelial growth inhibition tests
were performed. Both attributes were completely inhibited by the ethanolic extract of green
propolis at the highest concentration (5.0 mg/ml), after 20 hours of contact. The brown
propolis extract, used at concentrations 2.5 and 5.0 mg/ml, reduced conidia germination by
50% and completely inhibited mycelial growth. Homeopathic brown propolis (MI)
preparations reduced germination by 42.6% and 51.75%. In the in vivo tests, propolis
extracts and homeopathic preparations were applied as edible coating by immersion and the
attributes evaluated were: disease incidence and physicochemical characteristics (mass loss,
total soluble solids (TSS), total titratable acidity (TA).), pH and ascorbic acid). There was
no effect of propolis extracts and homeopathic preparations on the severity of anthracnose
in fruits. On the other hand, the combination of these products with 10% gelatin reduced
the incidence of rot by 50%. Fruits coated with propolis and gelatin showed lower weight
loss (2.26%), higher retention of titratable acidity (0.116 g 100g-1) and lower pH value
(4.35). Thus, the brown propolis-based coating (5.0 mg/ml) combined with 10% gelatin is
the most effective treatment in maintaining the quality of peppers during storage at room
temperature.

Keywords: alternative control, homeopathy, post-harvest, gelatin, quality, propolis
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1. INTRODUCAO

O pimentdo (Capsicum annuum L.) ¢ uma olericola pertencente a familia Solanaceae.
Possui grande importancia econdmica, com produ¢do mundial de aproximadamente 32
milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2017). Encontra-se entre as dez principais hortalicas
com impacto social e econdmico no Brasil, sendo a terceira mais cultivada, com producao
anual de aproximadamente 250 mil toneladas de frutos. E uma hortalica largamente
explorada pelos pequenos ¢ médios produtores devido ao seu curto ciclo de produgdo

(FRIZZONE et al., 2001; HENZ et al., 2007; LOPES et al., 2018).

Os frutos de pimentdo sdo imaturos e pereciveis, possuem um alto teor de umidade e
metabolismo ativo. As perdas poés-colheita desta hortalica ocorrem em funcdo da
senescéncia, dessecacdo, disturbios fisioldgicos, lesdes mecanicas e deterioracdo
microbiana (EDUSEI et al., 2012). Para atrasar o processo de deterioracdo ¢ crucial que o
nivel de respiracdo se mantenha baixo para evitar que as reservas energéticas do fruto sejam
utilizadas para captar oxigénio e liberar gas carbonico e calor. Além disso, a transpiracdo e
a perda de dgua também devem ser minimizadas, pois geram murchamento e enrugamento
dos frutos (CHITARRA; CHITARRA, 2005; LANA, 2017; LUENGO et al., 2007;
SIRGRIST,1983).

A deterioragdo microbiana reduz drasticamente a qualidade das hortalicas sendo
responsavel pelas grandes perdas na producao. Dentre as doencas fungicas que acometem a
cultura do pimentao durante a fase pos-colheita, a antracnose pode ocasionar perdas de até
100% da produgao dos frutos (REIS et al., 2009). Causada pelo fungo Colletotrichum sp., a
antracnose ¢ a doenga mais comum no Brasil, com ocorréncia em diversos paises, limitando
a vida util dos frutos tanto durante o armazenamento, quanto durante o transporte e a
comercializacdo. Ainda ndo hé cultivares comerciais de Capsicum resistentes a este
patogeno, porém, algumas pesquisas ja identificaram algumas fontes de resisténcia em
cultivares da espécie Capsicum baccatum L identificada por Mahasuk et al., 2009 e Silva et

al., 2014.

Os problemas fitossanitarios que ocorrem no periodo poés-colheita sdo controlados,

principalmente, através do uso de agrotdxicos agricolas, em especial através da imersao em
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caldas (HADDEN; BLACK, 1989). Tém-se discutido cada vez mais os problemas causados
pelo uso de agrotoxicos na produgdo, seja nos efeitos ao meio ambiente ou a contaminagao
dos alimentos por substancias maléficas a saude. Nesse sentido, e através de pressdes por
parte dos consumidores, tém-se crescentemente buscado alternativas a esses produtos,

sejam na fase de produ¢do ou no pos-colheita.

De acordo com Azevedo et al. (2006), o uso de fungicidas sintéticos tem se tornado
cada vez mais questionado devido aos riscos que provoca a saude humana ¢ ao meio
ambiente. O pimentdo encontra-se entre os lideres no ranking de alimentos com maior
residuo de agrotéxicos (LOPES et al., 2018). De acordo com os dados publicados pela
ANVISA no relatério do Programa de Analise de Residuos de Pesticidas em Alimentos
(PARA), 89% das amostras de pimentdo apresentaram irregularidades relacionadas a

ingredientes ativos ndo autorizados e/ou acima do limite permitido no Brasil.

O uso de agrotoxicos e seus residuos sdo aspectos considerados importantes para a
certificagdo da producdo, que passou a ser uma exigéncia dos principais mercados
importadores e consumidores mais atentos a alimentacio (HERMIDA, PELAEZ; DA
SILVA, 2015). Diante da busca pelo consumo de alimentos saudaveis, sem residuos
quimicos, surge a necessidade de novas praticas ndo convencionais (alternativas) para o
controle de fitopatdgenos na pos-colheita, com o minimo possivel de impactos ao meio

ambiente e que seja economicamente viavel.

Na perspectiva de reduzir as doengas de pos-colheita sem o uso de agrotoxicos,
algumas substincias naturais com propriedades antimicrobianas possuem potencial para
serem adotadas. Entre os produtos alternativos encontram-se extratos de plantas aromaticas
e medicinais, revestimentos com compostos antimicrobianos, quitosana, 0leos essenciais,
bem como os extratos de propolis e preparados homeopaticos. Esses produtos capazes de
exercer atividades antifingica e\ou fungistatica e antibacteriana vém se destacando por
apresentarem eficiéncia no controle de microrganismos e por serem pouco tdxicos ou
atoxicos (ALI, WEI e MUSTAFA, 2015; GAMA, 2015; MAQBOOL et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2017).

A propolis ¢ uma substancia resinosa produzida por abelhas africanizadas Apis

melifera L. a partir de exsudatos coletados em diferentes partes de plantas com a finalidade
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de impedir a entrada de 4gua e proliferacdo de microrganismos na colmeia, o que inclui
fungos e bactérias (SALAMANCA, 2017; BANKOVA, 2005; BANKOVA et al., 2014). E
um material composto por acidos fenolicos e flavonoides (50 a 60%), cera (30 a 40%),
Oleos essenciais (5 4 10%) e polen (5%) além de vitaminas e minerais, porem sua quimica
pode variar de acordo com a estagdo do ano e de sua origem botanica. Porém, a atividade
antimicrobiana da propolis ¢ atribuida principalmente aos flavondides e acidos fenolicos

(BURDOCK, 1998; SFORCIN et al., 2007; BANKOVA et al., 2010).

De acordo com TOSI et al. (2007) a propolis, por ser uma substancia de origem
natural, ¢ uma op¢ao de revestimento de produtos segura para o consumo humano e para o
meio ambiente, sendo uma técnica alternativa para a conservagdo pos-colheita de frutos e

hortaligas.

Os produtos oriundos da ciéncia e técnica homeopatica, denominados preparados
homeopaticos, manipulados segundo a Farmacopeia Homeopatica Brasileira, sdo férmulas
farmacéuticas aplicadas com o intuito de curar e/ou prevenir enfermidades

(FARMACOPEIA HOMEOPATICA BRASILEIRA, 2011).

Na agricultura orgénica, o uso da homeopatia ¢ entendido como uma prética
tecnologica destinada ao mercado inovador, principalmente em decorréncia da baixa
dependéncia por insumos externos, pelo aumento do valor agregado ao produto,
propiciando a conservacao dos recursos naturais € nao deixando residuos nos produtos e no

ambiente (CASALIL 2004).

Embora haja poucos estudos com foco nestes produtos, o uso de preparados
homeopaticos em altas diluigdes tem demonstrado alta eficdcia nos tratamentos
fitossanitarios em hortalicas, sem deixar residuos e sem causar efeitos negativos ao meio
ambiente (FERREIRA, 2011). Estes preparados também podem ser potenciais indutores de
mudancas fisioldgicas, notado na producdo de metabolitos secundarios que afetam a

conservagao pos-colheita (MODOLON et al., 2012).

Os usos de preparados homeopaticos e extratos de propolis na agricultura organica
sdo legalizados pela Instru¢cao Normativa n° 46, de 06 de outubro de 2011, do Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA). Em sistemas organicos, os preparados

homeopaticos e os extratos de propolis t€m sido indicados como uma pratica promissora no
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manejo de fitopatdgenos. Isso se da pelo fato de ambos serem oriundos de substancias
naturais que quando utilizados geram impactos ambientais minimos e, por ser uma

tecnologia de baixo custo, possuem grande abrangéncia social.

A utilizagdo de revestimentos tem sido considerada uma alternativa tecnoldgica para
prolongar a vida pods-colheita de frutos e hortalicas. Os revestimentos possuem a
capacidade de atuar na diminui¢do de fatores fisiologicos causadores da perda de qualidade
além, de atribuir uma aparéncia brilhante e atraente aos produtos (DIAB et al., 2001).
Porém, necessitam que sejam biodegradaveis tendo como base compostos naturais. Os
mesmos formam finas camadas semipermeaveis que proporcionam a inibi¢do ou reducao
da migracdo de lipidios, umidade, aromas. Além disso, os revestimentos comestiveis
também podem ser utilizados como veiculo de aditivos alimentares como, por exemplo,
antioxidantes, antimicrobianos e outros ingredientes funcionais que melhoram as

caracteristicas dos vegetais recobertos (CHIEN et al., 2007; FALGUERA et al., 2011).

Entre os diversos compostos naturais pesquisados para a producdo de revestimentos
comestiveis, a gelatina tem sido a mais promissora. A gelatina ¢ uma proteina de origem
animal, amplamente utilizada em produtos alimenticios e farmacéuticos podendo ser
encontrada em abundancia e a baixo custo no Brasil. Essa proteina tem sido vastamente
pesquisada para verificar a sua eficacia como veiculo na incorporacdo de compostos ativos
antimicrobianos, capazes de diminuir ou impedir o crescimento de patdgenos deteriorantes
na superficie de frutos e hortalicas (BODINI et al., 2013; CARVALHO, 1997; FERREIRA,
2012; FAKHOURI, 2009). Nessa perspectiva, torna-se pertinente o desenvolvimento de
estudos que avaliem o efeito dos extratos de propolis e de preparados homeopaticos bem
como o uso de compostos antimicrobianos em revestimentos comestiveis para o controle de

doengas na pos-colheita.
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2.  OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antifiungico e/ou fungistatico de revestimentos a base de propolis,
de preparados homeopaticos de propolis e gelatina no controle da antracnose

(Colletotrichum sp.) em frutos de pimentao (Capsicum annanum L) em fase pos-colheita.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o potencial antimicrobiano dos extratos etandlicos de propolis e preparados
homeopaticos sobre a germinacdo de conidios e crescimento micelial de
Colletotrichum sp.

e Avaliar o efeito dos revestimentos a base de propolis e de preparados homeopaticos
na severidade e incidéncia de antracnose em frutos de pimentdo e sobre as

caracteristicas fisico-quimicas dos frutos de pimentao;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 A CULTURA DO PIMENTAO

O pimentao (Capsicum annuum L.) ¢ uma planta perene, origindria da regido tropical
do continente americano, tendo como habitat natural uma vasta regido que se estende desde
o norte do Chile até o México. E uma olericola pertencente a familia Solanacea e ao género
Capsicum, encontra-se entre as dez hortalicas que possuem maior impacto econémico €

social no Brasil. (FRIZZONE et al., 2001; HENZ et al., 2007; LOPES et al., 2018).

O género Capsicum engloba cerca de 32 espécies conhecidas e comercializadas, cujo
principio ativo predominante € a capsaicina que ¢ uma substancia quimica hidrofobica
capaz de estimular os termos receptores das mucosas e da pele. O consumo in natura de
pimentao se da principalmente pela sua importancia nutritiva, o fruto ¢ uma 6tima fonte de
vitamina C, e minerais como: calcio, fosforo, ferro, vitaminas do complexo B e

carotenoides (BONTEMPO, 2007; REIFSCHINEIDER, 2000; FILGUEIRA, 2003).

Por ser uma cultura de ciclo de producdo curto, possui um retorno rapido dos
investimentos, o que a torna uma hortalica viavel aos pequenos e médios produtores, sendo
largamente explorada (FILGUEIRA, 2003; CAMPOS et al., 2008; LOPES et. al, 2018;).
Segundo a mais recente pesquisa realizada pela Organizacdo das Nagdes Unidas para a
Agricultura e a Alimentagdo (FAOSTAT, 2017) sua producdo mundial ¢ de
aproximadamente 32 milhdes de toneladas. No Brasil ¢ produzido anualmente
aproximadamente 250 mil toneladas do fruto. A cultura esta presente em todo o territorio
nacional, porém, entre as principais areas de cultivos estdo os estados de Sao Paulo, Santa
Catarina, Minas Gerais, Rio de Janeiro e os estados nordestinos (MAROUELLI; SILVA,
2012; LOPES et al., 2018).

O pimentdo ¢ uma cultura anual e os frutos possuem uma grande variedade de grupos
com diferentes caracteristicas fisicas como formato, tamanho, coloragdo, pungéncia e
aspectos quimicos e sensoriais. As suas denomina¢des mais comuns estdo relacionadas a
sua coloracdo verde, vermelho, amarelo, laranja, creme e roxo (DE CARVALHO et al,,

2006; SEBRAE, 2012; LOPES, 2018).

No geral, os frutos de pimentdo apresentam entre 10 e 20 cm de comprimento e entre

6 ¢ 12 cm de largura, com formato quadrado e triangular (DE CARVALHO et al., 2006).
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As plantas apresentam porte arbustivo, sendo apropriadas para produzir em média de 3 a 6
kg do fruto. A cultura apresenta hébito de crescimento indeterminado com bifurcacdo dos
ramos. O florescimento, a frutificagdo e a maturagao dos frutos ocorrem de forma precoce
em dias curtos, o que favorece a produtividade (CARVALHO et al., 2011; ARAUJO,
2007).

Segundo o Servigo Brasileiro de Apoio as Micro ¢ Pequenas Empresas (SEBRAE,
2012), os pimentdes sdo agrupados em quatro grupos. Os frutos de pimentdo do grupo
coOnico possuem formato conico com diferentes pesos e coloragdes e ¢ o mais consumido no
mercado brasileiro. Os pimentdes tipo blocky apresentam frutos com tamanhos e cores
exdticas para os mercados mais especificos, que buscam por produtos diferenciados. Os
grupos retangular e quadrado possuem coloracdo verde, vermelha e destaca-se no mercado
por possuir coloragdo amarela quando maduro. No entanto, no mercado brasileiro as
maiores buscas sdo por pimentdo do grupo conico popularmente conhecido como pimentao

verde e vermelho (SEBRAE, 2012; LOPES et al., 2018).

Virias espécies de pimentdes foram identificadas e classificadas entre domesticadas,
semi-domesticadas e silvestres (BOSLAND, 1993). Porém, apds o processo de
domesticacdo houve o estreitamento da diversidade genética, isso ocorreu em funcdo da
demanda do sistema de comercializacdo. Parsons et al., (2012) relatam que dentre as 32
espécies de Capsicum apenas C. annum, C. baccatum, C. chinense, C. futescens e C.
pubescens sao vastamente cultivadas. Como consequéncia desta exigéncia ha a perda da
rusticidade e da resisténcia genética deixando os cultivos de pimentdes mais vulneraveis ao

ataque de pragas e doengas.

Desta forma, ¢ crescente a demanda por outros grupos de pimentdes, como blocks
(tamanhos e tonalidades de cores exoéticas), principalmente nos mercados diferenciados. No
entanto, mesmo diante da grande variedade e da demanda comercial a produgdo do
pimentao ainda ¢ limitada, sobretudo no quesito referente ao controle de pragas e doencas

pré e pos-colheita.
3.2 DOENCAS DE POS-COLHEITA NA CULTURA DO PIMENTAO

As doengas pods-colheita sao um dos fatores que afetam a cultura do pimentdo.

Entende-se como doenga qualquer anormalidade causada por microrganismos, como



fungos, bactérias, nematoides e virus ou por fatores abidticos que atuam no tecido vegetal
na pré e pos-colheita, sendo capazes de alterar o seu metabolismo e intervir no desempenho

produtivo ou na qualidade dos produtos (LOPES; AVILA, 2003).

As perdas pos- colheita, de frutas e hortaligas, podem ser causadas pelo super
amadurecimento (na colheita), a perda de agua (murchamento), danos mecanicos, o0s
distarbios fisioldgicos pelo frio e deterioracdo microbiana. Porém, deterioragdo microbiana
destaca-se provocando reducdo da vida util e afetando a comercializacdo dos vegetais
(FOSCACHES et al., 2012; CHITARRA e CHITARRA, 2005). Os microrganismos sao
responsaveis pela reducdo da qualidade e da vida de prateleira dos produtos horticolas,
podendo causar defeitos ou doengas superficiais ou destruicdo dos tecidos, as quais sdo
danos fisicos que tornam o produto menos atrativo ou inadequado para a comercializagao in

natura dos frutos (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

O maior nimero das doengas de plantas ¢ causado pelos fungos. Estes sdo
microrganismos que quando associados as plantas, sementes ou aos insetos podem
sobreviver de uma estagao a outra (LOPES; AVILA, 2003). Desse modo, o crescimento
destes microrganismos causa efeitos danosos ao fruto, como a descoloragdo, produgdo de
odores desagradaveis e redu¢do da qualidade do produto. Mesmo os produtos ‘“duraveis”
podem reabsorver umidade da atmosfera e sofrer ataques de patdogenos. Nas regides
tropicais, as perdas por ataques flngico sdo comuns, pois 0 crescimento ¢ estimulado

principalmente sob alta temperatura e umidade relativa (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Virias sdo as doencas que acometem a cultura do pimentdo, ocasionadas por
diferentes agentes causais podendo ser fungos, bactérias e virus. As principais doengas de
poOs-colheita que afetam esta cultivar sdo a Podridao mole causada pela bactéria
Pectobaterium carotovorum, a Antracnose causada pelo fungo Colletotrichum sp., a
Podridao de rizopus causada por Rhizopus stolonifer e a Podridao de esclerotinia causada

pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (LOPES; AVILA, 2003).

Dentre as principais doencas flingicas, a antracnose ¢ uma das mais comuns do
pimentdo. A antracnose pode causar tombamento de mudas, necrose de caule e mancha
foliar, porém a sua severidade ¢ reconhecida pelas lesdes provocadas no fruto na fase pds-

colheita.
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3.3 ANTRACNOSE EM PIMENTAO

A antracnose ¢ uma das mais significativas e destrutivas doengas que acometem as
solandceas sendo causada por um complexo de espécies do género Colletotrichum
possuindo distribuicdo mundial (TOFOLI et al., 2015; REIS et., al 2009). Esta doenca
possui maior importancia nas regioes tropicais e subtropicais. No Brasil, encontra-se em
todas as regides produtoras estando presente desde o Rio Grande do Sul até o Nordeste

(SALGADO; TOKESHI, 1980).

Por ser uma doenga de ambito mundial e causada por um complexo de espécies,
atualmente tém sido relatadas novas espécies do fungo Colletotrichum que acometem o
género Capsicum spp. Por muitos anos no Brasil, somente a espécie C. gloeosporioides
(PENZ.). Penz.; Sacc foi atribuida como agente causal da antracnose a qual ocorria por
todo pais principalmente nos periodos chuvosos predominando sob clima quente e
condig¢des de alta umidade (WEIR et al., 2012; KUROZAWA PAVAN, 2005) porém, em
outros estudos elencaram a ocorréncia de novas espécies. C. acutatum, por exemplo, estaria
associado a antracnose em pimentdo, pimenta e jilo (TOZZE et al., 2006), enquanto C.
capsici foi detectado em amostras de sementes de pimentdo (SCHUURT et al., 2005) e
também em pimentas e pimentdes coletados no do Rio Grande do Sul (SILVA, et al,,

2007).

Na China, as espécies de Colletotrichum identificadas como os principais patogenos
causadores de antracnose no Capsicum annuum sido C. fioriniae, C. fructicola, C.
gloeosporioides, C. scovillei, C. truncatum e C. lindemuthianum (DIAO et al. 2017). Na
Tailandia as espécies de Colletotrichum gloeosporioides, C. acutatum e C. capsici foram
identificadas como agentes causadores da antracnose em frutos de Capsicum

(SUWANNARAT et al., 2017).

O Colletotrichum sp. ¢ um fungo da subdivisdo Deuteromycotina e possui conidios
unicelulares, hialinos e ovoides em acérvulos, sendo estas as caracteristicas cruciais para a
identificacdo do fungo. Quando cultivado em meio de cultura batata dextrose dgar (BDA),
apresenta uma coloracdo rosea devido ao desenvolvimento de uma massa de esporos. Este
fungo caracteriza-se pela formagdo de estrutura de frutificacdo com hifas agregadas e
formacao de acérvulos (HANLIN, 2001). Segundo Kurozawa; Pavan (2005), a fase perfeita

deste fungo ¢ Glomerella cingulata.
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De acordo com Uhm et al., (2003), este patdogeno possui uma grande gama de
hospedeiros de interesse econdmico, como tomate, batata, berinjela, jil6é e pepino, o que o
torna capaz de causar doenca em mais de 197 espécies vegetais na pré ou na pos-colheita.
Esse patogeno pode sobreviver em restos culturais, no proprio hospedeiro ou em outras

plantas hospedeiras proximas locais de plantio (AZEVEDO et al., 2006).

Esse fungo ¢ disseminado a longas distancias a partir de sementes infectadas e a curta
distancia através de respingos de dgua da chuva ou irrigagdo por aspersdo. A presenca de
respingos de dgua ¢ essencial para que os propagulos desse fungo sejam disseminados, pois
ha uma substancia mucilaginosa que envolve e aglutina os esporos (BLACK et al., 1991;

KUROZAWA; PAVAN, 2005;UHm et al., 2003).

A infeccdo € o processo que inicia com a deposi¢do de indculo na superficie do
hospedeiro e termina com o estabelecimento de relagdes parasitarias estaveis. Apods a
deposicdo, os conidios de Colletotrichum spp. emitem um tubo germinativo com a
formagdo de apressorio na sua extremidade. O apressorio adere a cuticula da planta e
facilita a penetragdo do fungo por meio de uma hifa de penetragdo formada a partir dele
(BAILEY et al., 1992; JEFFRIES et al., 1990; MENEZES; HANLIN, 1996). O patogeno
pode infectar os frutos no campo, mesmo na auséncia de ferimentos, e fica restrito a
camada epidérmica na forma quiescente até a maturacdao fisiolégica do pimentdo. Isso
ocorre, pois os frutos imaturos nao dispdem de nutrientes para a nutricao do patdégeno o que

impede o desenvolvimento da doenga.

A manifestagdo da doenga ocorre na fase de maturacao dos frutos. Nesta fase, os
nutrientes requeridos pelo patogeno estdo disponiveis e os carboidratos insoluveis sao
transformados em agucares soluveis (ADIKARAM; BLACK et al., 1983). Outros fatores
que corroboram com a transicdo da fase quiescente para agressiva sdo: mudancas
fisiologicas dos frutos (como a velocidade de amadurecimento e senescéncia), manuseio

incorreto e condi¢des ambientais (PANDEY; ARORA; DUBEY, 1997).

A colonizacdo ocorre de forma intercelular e intracelular, através da interacdo entre a
hifa de infecgdo e a epiderme do hospedeiro levando ao desenvolvimento de lesdes
(BAILEY et al., 1992). A incidéncia da antracnose ¢ favorecida com o aumento da umidade

e em periodos chuvosos com temperaturas entre 20°C e 25°C. Além disso, um manejo de
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irrigagdo inadequada também pode contribuir no desenvolvimento do Colletotrichum spp.

(CERKAUSKAS, 2004; LOPES; AVILA, 2003;).

Este patdgeno pode afetar todos os 6rgdos aéreos da planta causando pequenas lesdes
necroéticas circulares e alongadas nas folhas e nos ramos. Nos frutos ¢ responsavel por
causar lesdes necroticas deprimidas e em condi¢des favoraveis, ao centro destas, ¢ possivel
notar a presenca de uma massa mucilaginosa résea contendo os conidios (KUROZAWA;

PAVAN, 2005; BLACK et al., 1991).

Ciclode vida Colletfotrichum spp.

Fase biotrofica

S
.

. Fasenecrotrofica

Formacio de
acérvulo

l J (com massa de
conidios)

Figura 1. Ciclo da doenca causada por Colletotrichum spp. Adaptado de Agrios (2005)

Medidas de controle tém sido adotadas a fim de impedir que a doenca se estabeleca
ou que reduza seu impacto no produto comercial (LOPES; AVILA, 2003). O uso de
cultivares resistentes, o manejo cultural, e o uso de agrotoxicos sdo exemplos de medidas
utilizadas no manejo integrado de doengas na cultura do pimentdo. Com relagdao a pos-
colheita, o0 método mais tradicional de controle das doengas ¢ o quimico, pela imersao dos

frutos em caldas fungicidas (HADDEN; BLACK, 1989).
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3.4 CONTROLE FITOSSANITARIO EM POS-COLHEITA

As perdas causadas por microorganismos se da, principalmente pela mudanga dos
fatores fisiologicos, manuseamento incorreto ou condi¢cdes ambientais adversas que
contribuem para o declinio dos mecanismos de resisténcia dos frutos a patdogenos
(CHITARRA e CHITARRA, 2005). A incidéncia de patogenos fingicos nesta fase ¢
responsavel por 80 a 90% do total dos danos (JARVIS, 1994).

Dentre as praticas de controle fitossanitario apds a colheita encontram-se: tratamento
quimico, tratamento térmico, radiagdo ultravioleta-C (UV-C), uso de produtos
antimicrobianos e revestimentos comestiveis (BENATO, 1999; SASAKI, 2018;
SCHIRRAET AL., 2000). No entanto, a principal estratégia no controle de doengas em
frutos de pimentao ¢ baseada na aplicagdo de grandes quantidades de agrotdxicos a base de

de clorotalonil, mancozeb, azoxistrobina e cobre (AZEVEDO, et al., 2006).

O uso de fungicidas tem sido um problema, visto que ao longo do tempo a sua
eficiéncia ¢ perdida em razdo da sele¢do de isolados resistentes, como por exemplo, a
resisténcia de espécies de Colletotrichum a alguns principios ativos ja tem sido relatada em
hortalicas. Além disso, esses agrotoxicos sdo potencialmente prejudiciais ao ser humano e
ao meio ambiente, tornando seu uso progressivamente limitado ou proibido (DE
CAPDEVILLE et al., 2002; WILSON et al., 1991; TANAKA et al., 1997; HADDAD et al.,
2003).

Segundo pesquisas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (ANVISA), no
Brasil, o pimentdo estd entre os lideres no ranking de alimentos com maior percentual de
uso de agrotoxicos. Em pesquisa realizada pela ANVISA (2016) foram analisadas 243
amostras de pimentado, destas 214 amostras apresentaram agrotoxicos nao autorizados para

uso na cultura de pimentao.

Como uma alternativa ao uso de defensivos quimicos, a busca por substancias
naturais que apresentem potencial antimicrobiano, ou seja, capazes de ativar mecanismos

de defesa e criar uma protegdo contra os agentes patogénicos tem sido crescente.
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3.5 A PROPOLIS

A propolis € uma substancia resinosa produzida por abelhas africanizadas Apis
melifera L. a partir de exsudatos coletados em diferentes partes de plantas com a finalidade
de impedir a entrada de 4gua e proliferagdo de microrganismos na colmeia, o que inclui
fungos e bactérias. Esse componente natural ¢ reconhecido mundialmente e encontra-se
registrado no sistema Chemical Abstracts Service (CAS) 9009-62-5, como produto apicola
resinoso, com caracteristicas quimicas e fisicas varidveis de acordo com a vegetacdo que as

abelhas visitam (BANKOVA, 2005; BANKOVA et al., 2014).

Segundo Marcucci (1996), essa substancia possui caracteristica lipofilica, que em
baixas temperaturas se torna endurecida e fragil, porém, é macia e pegajosa quando
submetida a temperaturas elevadas. E um material composto por acidos fendlicos e
flavonoides (50 4 60%), cera (30 & 40%), d6leos essenciais (5 & 10%) e pdlen (5%) além de
vitaminas € minerais, porém sua quimica bem como a colora¢ao pode variar de acordo com
o clima , a estacdo do ano e de sua origem botanica (MARCUCCI, 1996; TOSI et al., 2007;
BURDOCK, 1998; CIRASINO et al., 1987; MONTI et al., 1983;).

De acordo com Chang et al. (2008), a propolis verde brasileira € origindria da regiao
do cerrado brasileiro, onde a principal planta forrageada pelas abelhas Apis melifera para a
coleta de resina € a Baccharis dracunculifolia. Essa espécie de planta ¢ responsavel pela
coloragdo verde e a ocorréncia de componentes no extrato etandlico derivados do 4cido
cindmico, avonoides, 4acidos benzodicos e benzoatos, compostos aromdticos nao
hidroxilados, acidos alifaticos e ésteres. J& a propolis marrom possui origem boténica da
Clusiarosea (Copey) e os constituintes quimicos de maior destaque presente nesta propolis

sdo os compostos benzofenonas poli-isopreniladas (HERRERA, 2016).

O histérico de uso de propolis existe ha pelo menos 300 anos a.C. e isso se deu
devido a eficiéncia das suas propriedades bioldgicas principalmente no ambito medicinal
(BURDOCK, 2018). Reconhecida mundialmente, a propolis tem uso regulamentado como
produto medicinal para consumo humano ou aditivo em produtos cosméticos e alimentos

(SALAMANCA, 2017).

Atualmente esta substincia vem sendo utilizada como tratamento alternativo na

agricultura para o controle de fitopatdgenos bem como conservante natural de frutas em
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pos-colheita e alimentos congelados (FARRE; FRASQUET; SANCHEZ, 2004; TOSI et al.,
2007).

A propolis ¢ uma substancia natural reconhecida como GRAS (Generally Recognized
As Safe) com propriedades antimicrobianas bem como, antifingica, antiviral, antioxidante
e anti-inflamatoria, sendo popularmente e cientificamente reconhecido devido a essas

propriedades biologicas (SFORCIN 2016; KUMAZAWA et al., 2004).

A sua atividade antimicrobiana e antifungica atribui-se principalmente aos
flavonoides, compostos capazes de causar danos estruturais e funcionais aos
microrganismos atuando principalmente na modificagdo da parede celular e da membrana
(FARRE; FRASQUET; SANCHEZ, 2004; UZEL et al., 2005; DA SILVA et al., 2006;
PARK; ALENCAR e AGUIAR, 2002).

A prépolis exerce potencial antimicrobiano sobre diversas espécies, dentre elas os
fungos filamentosos. Quanto as espécies fungicas que demonstraram sensibilidade a
propolis, podem ser mencionadas: Colletotrichum gloeosporioides, Botryodiplodia
theobromae, Penicillium italicum, Penicillium digitatum e Penicillium expansum (YANG

etal., 2011; SANCHEZ et al., 2015).

Na pos-colheita dos frutos, a propolis tem sido utilizada como cobertura comestivel
para a conservacao e aumento do periodo de vida-util de frutas e hortalicas. ALI et al.
(2014) observaram que a propolis verde a 5% inibiu totalmente o crescimento micelial e a
germinacao de esporos de Colletotrichum capsici. Ja em frutos de pimentdo, a combinagado
de propolis e revestimento basico de argila, ambos a 5%, com 0,1% de 6leo de canela
incorporado, de acordo com a escala de notas utilizada, promoveram uma menor incidéncia
e menor indice de severidade da doenca apds 33 dias de armazenamento. Além disso, as
mudangas fisico-quimicas (perda de peso, firmeza, cor da casca e concentragdo de so6lidos
soluveis) foram retardadas em comparacdo aos demais tratamentos, sendo um biofungicida
eficaz para o controle da antracnose pos-colheita e a manutencdo da qualidade dos

pimentoes.

ZAHID et al. (2013) também obtiveram resultados satisfatorios nas caracteristicas
fisico-quimicas de frutos de pitaia (Hylocereus spp.) tratados com diferentes concentragdes

do extrato etanolico de propolis. Os frutos tratados com extrato etanolico de propolis a
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0,50% apresentaram menores perda de massa e maior firmeza, fatores que indicam retardo
no amadurecimento e consequentemente indica eficacia no prolongamento da vida util de

armazenamento dos frutos.

DAIUTO et al. (2012) avaliaram a aplicagdo de extrato etandlico de propolis e cera
vegetal na qualidade pos-colheita de abacates ‘Hass’ mantidos sob refrigera¢do por 15 dias.
Neste estudo foi possivel observar que os frutos tratados com extrato alcodlico de propolis
2% e cera apresentaram menores valores de perda de massa, pico respiratorio tardio e

menor perda de firmeza em relacao aos frutos controle.



29

3.6 USO DE PREPARADOS HOMEOPATICOS

A homeopatia foi criada pelo médico alemao Christian Friedrich Samuel Hahnemann
em 1796. E uma ciéncia que surgiu por meio de observagdes cuidadosas diante dos efeitos
das drogas no organismo humano (CARNEIRO et al., 2011). Conforme aponta Casali et al,
(2002), pode-se definir homeopatia como a “ciéncia das preparacdes nao moleculares
(visdo quimica), das dilui¢des infinitesimais (visdo fisica) e das solugdes altamente diluidas
e dinamizadas (visdo biofisica), sendo considerada area de conhecimento das ciéncias da

informacao (visao biocibernética)”.

Os produtos oriundos da ciéncia homeopatica, denominados preparados
homeopaticos, segundo a Farmacopeia Homeopatica Brasileira, sdo formulas farmacéuticas
aplicadas com o intuito de curar e/ou prevenir enfermidades. Esses produtos sdo obtidos
pela técnica de dinamizacao utilizada para uso interno ou externo, os quais sao preparados a
partir de substancias vegetais, minerais ou animais, industriais e laboratoriais adquirindo
efeito medicamentoso, através da diluicdo seguidas de sucussdes (agitacdo) método pelo
qual se denomina a dinamizagdo (ANVISA, 2001; CARNEIRO et al., 2011). Entretanto,
pode-se usar os mesmo produtos para agricultura, que no formato popular sdo denominados

de preparacdes homeopaticas.

A diluigdo ¢ a redu¢do da concentragdo do insumo ativo pela adigdo de insumo inerte
adequado. O insumo inerte ¢ a substancia utilizada como veiculo na preparagdo dos
preparados homeopaticos. Esta tltima substancia ¢ desprovida de propriedades
farmacoldgicas ou terapéuticas. Segundo Bonato (2014), potencializagdo corresponde a
quantidade de vezes em que o preparado homeopatico foi diluido com sucussdo e
representada por letras e nimeros. Desta forma, a dinamizagao € o resultado final da pratica
de diluigdo e sucussdao que consiste no movimento vigoroso € ritmado do insumo ativo

diluido em insumo inerte adequado.

A eficacia e a explicacdo da agdo das substincias dinamizadas e ultradiluidas causam
discussdo no meio cientifico gerando criticas e duvidas, uma vez que, estas contrariam o
modelo farmacologico bioquimico de dose-dependente devido a sua concentragao inferior

ao numero de Avogadro (auséncia de moléculas da substidncia usada na preparagdo
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homeopatica). No entanto, ha estudos que constatam que os preparados homeopaticos com
concentragdes inferiores ao numero de Avogadro possuem ainda efeito bioldgico,
amplamente comprovado pela literatura cientifica (CHIKRAMANE et al., 2010;
CHIKRAMANE et al., 2012; FERREIRA, 2011).

A ciéncia homeopatica pode ser aplicada em todos os seres vivos sendo capaz de
atuar na formagdo construtiva e defensiva dos sistemas de vitalidade dos vegetais
estimulando os seus processos de defesa fazendo com que resistam a doencas e pragas,
reagindo com os seus proprios meios contra virus, fungos, bactérias e outros tipos de

agentes (CUPERTINO, 2005).

As doencgas ou perturbagdes fisioldgicas ndo sdo consideradas apenas resultantes da
acao de agentes fitopatologicos e de fatores abiodticos, mas também uma consequéncia da
perda da homeostasia do organismo. Os vegetais podem ter a sua energia vital perturbada
através de agentes fisicos (calor, vibracdes, radiagdes etc.), quimicos (agrotoxicos, efeitos
colaterais, adubacdo quimica) e biologicos (contdgio por fungos, bactérias, nematoides,
parasitas e virus), que sdo capazes de desencadear processos que se manifestam como

doengas, baixa produtividade e até a extin¢ao de espécies (ARENALES, 1998).

Em 2004, a Homeopatia foi certificada pela UNESCO e a Fundagiao Banco do Brasil
como tecnologia social efetiva que possui uma referéncia cientifico-metodologica com
grande potencial de resolucdo dos problemas fitossanitarios nos sistemas produtivos. Isto
devido ao uso de substincias em altas dilui¢des e de baixo custo, além de possibilitar

inclusdo social de agricultores descapitalizados no processo produtivo (MODOLON, 2010).

Além de ser uma tecnologia social, a homeopatia também foi reconhecida pela
Instru¢do Normativa 46/2011, que trata da Producdo Agricola Organica, que denomina a
homeopatia como uma pratica permitida para o tratamento de plantas e animais
(ARENALES, 1998; ANDRADE; CASALI 2011). Na agricultura organica, o uso da
homeopatia ¢ entendido como uma pratica tecnoldgica destinada ao mercado inovador,
principalmente em decorréncia da baixa dependéncia por insumos externos, pelo aumento
do valor agregado ao produto, propiciando a conservacao dos recursos naturais € nao

deixando residuos nos produtos e no ambiente (CASALI, 2004).



A utilizacdo de preparados em altas diluigdes, em pesquisas para o controle de
patégenos € crescente e tem apresentado resultados plausiveis in vitro bem como, em

ensaios com vegetais (BETTI et al. 2009; WYSS et al. 2010 ).

Ao avaliar o uso da Calcarea carbonica nas dinamizacgdes 6, 12, 24CH no tratamento
pos-colheita de frutos de tomateiro (Solanum lycopersicum L.), Modolon et al. (2010)
observaram que o preparado homeopatico ndo interferiu na acidez titulavel, teor de sélidos
soluveis, firmeza e perda de massa fresca dos frutos. No entanto, a C. carbonica na
dinamizac¢ao 24CH retardou o amadurecimento dos frutos. Nesse sentido, esta dinamizacao

indicou a capacidade de aumento no tempo de prateleira dos tomates.

Também em plantas de tomate, Toledo et al. (2009) verificaram o efeito dos
preparados homeopaticos Sulphur, Ferrum sulphuricum 12CH, 30CH e 60CH e propolis
nas dinamizagdes 6CH, 12CH, 30CH e 60CH no controle de pinta preta, todos os

tratamentos foram capazes de reduzir a severidade da doenga.

Embora haja poucos estudos com foco nestes produtos, o uso de preparados
homeopaticos em altas diluigdes tem demonstrado alta eficdcia nos tratamentos
fitossanitarios em hortalicas, sem deixar residuos e sem causar efeitos negativos a0 meio
ambiente. Estes remédios também podem ser potenciais indutores de mudangas
fisiologicas, notado na producdo de metabolitos secundarios que afetam a conservagdo pos-
colheita (MODOLON et al., 2012). Nesse sentido, podem desencadear mecanismos de
defesa nas plantas, tornando-as mais resistentes ao ataque de microrganismos

fitopatogénicos.

3.7 USO DE REVESTIMENTO COMESTIVEL E ANTIMICROBIANO

A utilizacdo de revestimentos comestiveis ou peliculas biodegradaveis sobre a
superficie de frutos € uma técnica alternativa utilizada desde o século XIII pelos chineses
para conservar frutos citricos. A partir de 1930 os compostos naturais como: ceras de
abelhas, parafina e carnatba, fécula de mandioca e os 6leos mineral e vegetal comecaram a

ser utilizados como coberturas para conservagao de frutos (VILLADIEGO et al.,2005).

Esta tecnologia ¢ eficaz para o armazenamento de frutas e hortalicas a temperatura
ambiente uma vez que esses sao capazes de inibir as trocas gasosas, controlar a taxa de

respiragdo, diminuir a perda de nutrientes, reduzir a evaporagdo da agua e impedir o
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crescimento de microrganismos que causam podriddes sendo uma técnica eficaz na
manutencdo da maciez, aparéncia e dureza das frutas bem como na melhoria do brilho da
superficie das frutas, aumentando assim o valor comercial das frutas (XU, S. et al., 2003;

DE OLIVEIRA; NUNES, 2011).

De acordo com Bodini et al. (2013), esses revestimentos podem ser utilizados de
suporte para veicular ingredientes ativos antimicrobianos (propolis, 6leos essenciais e entre
outros). O uso de revestimentos vinculados a compostos ativos ¢ uma técnica

potencialmente vidvel que vem sendo utilizada por alguns pesquisadores

(ALBOOFETILEH et al., 2014; RAMOS-GARCIA et al., 2010; TORLAK; SERT, 2013).

De acordo com Cuq et al. (1995), revestimentos podem ser a base de fontes de
materiais bioldgicos, como proteinas (gelatina, caseina, gliten de trigo, zeina),
polissacarideos (amido e seus derivados, pectina, celulose e seus derivados, alginato e
carragena) e lipideos (monoglicerideos acetilados, acido estearico, ceras e ésteres de acido

graxo), os quais podem ser utilizados isoladamente ou combinados.

Dentre os materiais mais pesquisados para a producdo de revestimentos encontra-se a
gelatina. A gelatina ¢ uma proteina de origem animal, apresenta boas caracteristicas para a
formagdo de revestimentos flexiveis, por ser um hidrocoloide. Os revestimentos elaborados
a partir de proteinas apresentam boas propriedades Opticas e sensoriais ndo apresentando
odor, sabor e sendo visivelmente transparente, devido a isto, a gelatina apresenta-se como
uma interessante alternativa para a producdo de revestimentos comestiveis para aplicagdes
em alimentos (FERREIRA, 2012; GUERRERO et al., 2013; FAKHOURI, 2009). De
acordo Cuq et al. (1995) os revestimentos a base de proteina passam por processo de

gelificacdo através do aquecimento das macromoléculas obtendo-se a formagao de gel.

Os revestimentos sdo aplicados diretamente na superficie dos frutos, formando uma
camada fina do material aplicado e de modo que o produto final est4 pronto para o consumo
(BALDWIN; HAGENMAIER, 2011). O método de aplicagio dos revestimentos
comestiveis €: imersdo, aspersao e aplicagdo com pincéis. Dentre essas a mais utilizada ¢ a
imersdo, que consiste no ato de mergulhar os frutos, previamente higienizados, em um
tanque contendo o material de revestimento, at¢é o umedecimento total dos frutos (DE

ASSIS et al., 2008; KROCHTA et al., 1997). A incorporagdo de ingredientes ativos nas



coberturas comestiveis pode solucionar problemas relacionados as doengas pds-colheita ao
passo que pode auxiliar também, na manuten¢do dos atributos de qualidade e seguranga

desejaveis em vegetais in natura (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011).
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4. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram desenvolvidos no Laboratdério de Fitopatologia da Universidade

Federal de Santa Catarina (UFSC), no Centro de Ciéncias Agrarias.

4.1 EXTRATO ETANOLICO DE PROPOLIS

As fontes de propolis utilizadas foram oriundas de regides do sul do pais: prépolis
marrom de Ibaiti/ PR (MI) e propolis verde de Calmon/ SC (VC) ambas produzidas pelas

abelhas meliferas africanizadas (Apis melifera).

O extrato etanodlico foi preparado a partir da maceragdo de propolis bruta em etanol
70%, na propor¢ao de 1 g de propolis para 4 mL de etanol 70% e mantidos em cdmara
escura por 24h, sem agitagdo. Posteriormente, o material foi filtrado com filtro de ceramica
revestido primeiramente com gaze e posteriormente com papel filtro, obtendo-se os extratos
etanolicos. Os extratos foram armazenados em refrigerador a temperatura de 4°C
(ORDONEZ et al., 2011). A quantificagdo de matéria seca foi determinada a partir da
diferenca de massa de tubos eppendorf contendo 1 mL de cada extrato, pesados vazios e

apos a evaporagao do solvente em estufa a 60°C por 48 h.

4.2 OBTENCAO DOS PREPARADOS HOMEOPATICOS EM ALTAS DILUICOES

Os preparados homeopdticos utilizados no estudo foram Capsicum annuum e
Propolis ambos nas dinamizagdes 12 e 30CH. A escolha destes foi realizada através de
analogias com base na matéria médica descritas no livro Acologia (Casali et al. 2009),

particularidades do vegetal estudado e resultados obtidos em trabalhos cientificos.

Todos os preparados homeopaticos utilizados neste estudo foram confeccionados
seguindo a metodologia descrita na Farmacopeia Homeopatica Brasileira. Os preparados
homeopaticos de propolis foram confeccionados a partir do extrato etandlico bruto de
propolis marrom e verde e o Capsicum annuum (Caps.) a partir da matriz (dinamizagdes
basicas) existente no Laboratério de Homeopatia da Universidade Federal do Reconcavo da
Bahia. A matriz do propagado homeopatico disponivel no Laboratorio de homeopatia da
UFRB foi adquirida em farmacia idonea na cidade de Cruz das Almas- Bahia. Adotou-se
abreviacdo de Caps (Allen, 1995), para designar o preparado homeopatico Capsicum

annuum acima citado.
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As dinamizagdes utilizadas foram feitas conforme previsto na Farmacopeia
Homeopatica Brasileira (2011) a partir do Método Hahnemanniano, na propor¢ao 1:100, ou
seja, dinamizagdes em escala centesimal, representado pela sigla CH. Nesta etapa, foram
utilizados recipientes com capacidade de 30 mL, onde foram adicionadas 99 partes do
insumo inerte (alcool 70%) e uma parte do preparado na dinamizagao anterior sucussionada
100 vezes em dinamizador brago mecanico (Modelo Denise 50-Autic), obtendo-se a

dinamizacao CH 1. E assim sucessivamente até obter as dinamizacdes desejadas.

4.3 PREPARO DO REVESTIMENTO

A cobertura foi preparada com gelatina comercial (Mondeléz International, Inc.-
NASDAQ: MDLZ) Tipo A. Adicionaram-se 30g de gelatina em 300 ml de agua destilada e,
apd6s homogeneizacdo, a solugdo permaneceu em repouso por uma hora para hidratacao.
Posteriormente, ela foi solubilizada sob agitacdo constante a 85°C por 10 minutos

utilizando-se um banho termostatico (FAKHOURI; GROSSO, 2003).

Apos este periodo, as solucdes foram deixadas sob a bancada do laboratorio até que a
temperatura da cobertura se igualasse a temperatura de =25 °C. Ao atingir a temperatura
desejada, os compostos antimicrobianos (o extrato de préopolis ou os preparados

homeopaticos) foram individualmente adicionados e homogeneizados.

4.4 OBTENCAO DOS FRUTOS DE PIMENTAO

Os frutos de pimentdo da cultivar CASCA DURA IKEDA foram adquiridos no
municipio de Imbuia -SC, localizado a uma latitude 27°29'34" sul e a uma longitude
49°2526" oeste. Os pimentdes foram cultivados em sistema organico de produgdo com
colheitas manuais realizadas no estddio de maturacdo verde (estadio 1) em que os frutos
estavam fisiologicamente desenvolvidos. Apos a colheita, os pimentdes foram
transportados para o Laboratorio de Fitopatologia, localizado no Centro de Ciéncias
Agrérias (CCA), onde foram selecionados, padronizados e higienizado por 2 minutos em
alcool 70%, posteriormente em solucdo de hipoclorito de sodio a 0,5 % (v/v), lavados com
agua corrente, € secos a temperatura ambiente. Posteriormente, os pimentdes

aleatoriamente foram divididos em grupos de acordo com os tratamentos.
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4.5 ISOLAMENTO DO PATOGENO E OBTENCAO DE INOCULO

O isolamento indireto do patogeno foi feito utilizando os frutos de pimentdo que
apresentavam sintomas de antracnose. Estes foram devidamente higienizados e colocados
sob papel para retirada do excesso de agua. Apos a secagem foram entdo retirados
fragmentos da area de transi¢ao da lesdo e em seguida transferidos para placas de Petri
contendo meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA). Posteriormente, as placas de Petri
foram incubadas em camaras de crescimento a 25°C por 10 dias. Apos as colonias terem
desenvolvido fragmento de micélio, foram feitas culturas monosporicas em placas de Petri

contendo meio BDA e incubadas em camaras de crescimento a 25°C.

Colénias puras de Colletotrichum sp. foram obtidas, utilizando-se o meio Agar-
Aveia, com incubagdo a 25 °C, sob fotoperiodo de 12 horas para melhor esporulagdo. A
seguir, foram adicionados 2,0 mL de agua destilada e esterilizada sobre as colonias que
foram levemente raspadas, com o auxilio de uma alga de platina. A suspensao de conidios
obtida foi filtrada em gaze e com auxilio da camara de Neubauer, esta foi ajustada para

1x10° conidios/mL.

4.6 ENSAIOS ANTIFUNGICOS IN VITRO

4.6.1 Avaliacio do potencial antifungico na germinac¢io de conidios de Colletotrichum

sp.
No primeiro ensaio, os preparados homeopaticos foram testados nas dinamizagdes, 12

e 30CH para determinar qual destas seria mais efetiva na inibi¢do da germinacdo de
conidios. Em laminas escavadas, 20 pL dos preparados homeopaticos de propolis marrom,
de propolis verde e de Caps foram adicionados separadamente e em seguida 20 puL da
suspensdo de conidios a 1x10° conidios/mL. Posteriormente, as 1aminas foram colocadas no
interior de placas de Petri e incubadas durante 20 horas a 25 °C, sob luz fluorescente com

fotoperiodo de 12 horas.

No segundo ensaio, os preparados homeopaticos foram testados juntamente com os
extratos etandlicos de propolis seguindo o mesmo método descrito anteriormente. Os
extratos de propolis foram testados a 0,5; 1,0; 2,5 e 5,0 mg/ml com base na concentracao de

matéria seca/ml de cada extrato.

Em todos os ensaios foram realizadas 4 repeti¢des por tratamento, sendo cada

cavidade da lamina considerada uma repeti¢do. Utilizando microscopio Optico foram
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avaliados 100 esporos quanto a percentagem de germinagdo. Na avaliacdo considerou-se
germinados os esporos que apresentavam emissao de tubo germinativo, independentemente

do tamanho.

4.6.2 Avaliacdo do potencial de inibicio do crescimento micelial de
Colletotrichum sp.

Foi avaliado o efeito dos extratos etandlicos de propolis MI e VC nas concentragdes
0,5; 1,0; 2,5 e 5,0 mg/ml e dos preparados homeopaticos de propolis MI e VC na
dinamizacdo 12CH, as testemunhas foram compostas por BDA e alcool 70%. Os produtos
foram incorporados individualmente em meio de cultura BDA, o qual foi vertido em placas
de Petri. Apos a solidificagdo do meio de cultura, discos contendo micélio ativo de
Colletotrichum sp. (8§ mm de didmetro), retirados de colonias do fungo apds 20 dias de
incubagdo, foram colocados no centro das placas. Em seguida, as placas foram incubadas
em camara de crescimento a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12h de luz branca e 12h
de escuro. A avaliagdo do crescimento micelial foi feita pela medigcdo a cada 48h, tomando-

se o didmetro em milimetros das colonias, até o 12° dia ap0s a incubagao.

4.7 ENSAIOS POS-COLHEITA: CONTROLE DE ANTRACNOSE EM FRUTOS DE
PIMENTAO

Os ensaios preliminares foram realizados com o objetivo de se escolher um tipo e
uma concentracdo dos extratos de propolis € um dos preparados homeopaticos e suas
dinamizagdes, para entdo ser observado a sua influéncia frente a pressdo de indculo
utilizada no estudo de controle de severidade da doenca e caracteristicas fisico-quimicas

dos frutos de pimentao.

4.7.1 Uso dos extratos de propolis bruta e dos preparados homeopaticos e seu
potencial antifingico sobre Colletotrichum sp. em frutos de pimentao

Os frutos foram divididos em 6 lotes homogéneos. Em cada fruto foram realizados 4
ferimentos de 3 mm utilizando uma agulha padronizada. Posteriormente, estes foram
imersos em 300 ml dos produtos e secos a temperatura ambiente. Apos 6 horas, os frutos
foram inoculados com uma aliquota de 20 pL da suspensdo de 1x10° conidios/ml sobre
cada ferimento. Para o controle, frutos feridos foram imersos em &agua destilada e

inoculados 6 horas depois.
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Os tratamentos utilizados foram: 1 — Agua destilada; 2 — Extrato etandlico de propolis
MI 2,5 mg/ml; 3 — Extrato etandlico de prépolis VC 2,5 mg/ml; 4— Preparado homeopatico
de propolis MI 12CH; e 5 — Preparado homeopatico de Caps dinamizado a 12CH.

Avaliou-se a incidéncia da doenca ¢ o tamanho das lesdes através de medigoes
realizadas a cada 48 h, com auxilio de um paquimetro. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), onde a parcela experimental foi representada

por uma bandeja contendo quatro frutos, realizando-se quatro repeticdes por tratamento.

4.7.2 Uso de revestimentos comestiveis a base de compostos antimicrobianos

Os pimentdes foram divididos em lotes. Apos a divisdo, foram feitos 4 ferimentos de
aproximadamente 3mm/fruto e em seguida estes foram imersos em cada solucdo de
revestimento por cerca de 30 segundos e secos a temperatura ambiente. Apos 4 horas os
frutos foram inoculados com uma aliquota de 20uL da suspensdo contendo 1x10*

conidios/ml de Colletotrichum sp. sobre cada ferimento.

Para a avaliagdo do efeito dos revestimentos sobre a severidade da doenca dois
ensaios foram conduzidos. No primeiro ensaio os frutos foram imersos nos seguintes
produtos ou revestimentos: 1 — Agua destilada; 2 — revestimento contendo gelatina a 10%
(m/v) e extrato etandlico de propolis VC a 2,5 mg/ml; 3 — revestimento contendo gelatina a
10% (m/v) e extrato etandlico de propolis MI a 5,0 mg/ml. Ja no segundo ensaio, a imersao
dos frutos foi feita em: 1 — 4gua destilada; 2 — extrato etanolico de prépolis MI a 5,0 mg/ml;
3 — Preparado homeopatico de propolis MI 12CH; 4 — revestimento contendo Gelatina a
10% e extrato etanolico de propolis MI a 5,0 mg/ml; e 5 — revestimento contendo gelatina a

10% e Preparado homeopatico de propolis MI 12CH.

Avaliou-se a incidéncia da doencga e o tamanho das lesdes a partir do surgimento dos
primeiros sintomas, através de medi¢des realizadas a cada 48 h, com auxilio de um
paquimetro. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) e
cada tratamento foi composto por 4 repeticdes composta por 4 frutos cada, sendo a parcela
experimental montada com 16 frutos por tratamento. Os frutos foram armazenados a

temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas.
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4.8 AVALIACAO DE PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS FRUTOS

Nesta etapa do estudo foram selecionados os tratamentos que apresentaram um maior
potencial de controle da severidade da doenca para quantificar a sua interferéncia sobre as
propriedades fisico-quimicas dos frutos. A perda de massa, os teores de solidos soluveis
(SS) e acidez total titulavel (AT) bem como o teor de vitamina C dos frutos foram
analisados no dia zero (dia da montagem do experimento), no 3° ¢ no 6° dia de

armazenamento a temperatura ambiente.

O delineamento experimental adotado para esta etapa do experimento foi inteiramente
casualizado (DIC), com os frutos imersos em: 1- Agua destilada (sem inoculagdo); 2- Agua
destilada seguida de inoculagdo; 3- MI 5mg/ml +gelatina 10% (sem inoculacdo); 4- MI
Smg/ml +gelatina 10% seguida de inoculagdo; 5- MI 12CH + gelatina 10% (sem
inoculacdo); e 6- MI 12CH + gelatina 10% seguida de inoculacdo. A inoculagdo dos frutos
foi realizada com suspensdo contendo 1x10* conidios/ml aplicada a 6 horas apos a imersio

nos produtos.

Os periodos de coleta de amostras foram aos 3 e 6 apds a incubagdo dos frutos a
temperatura ambiente. A parcela experimental foi composta por 3 frutos e 3 repetigdes por

tratamento.

Para as analises destrutivas (s6lidos soluveis totais (SST), acidez total titulavel (AT) e
potencial hidrogenionico (pH), os frutos de pimentdes foram triturados com o auxilio de um

mixer doméstico.

Perda de massa (g): Os frutos de pimentdo destinados a avaliagcdo da perda de massa
foram identificados e pesados em balanga analitica de precisdo. Utilizou-se a média de trés
bandejas para cada tratamento com trés frutos. Os resultados foram expressos em

porcentagem, tomando-se a diferenca de peso inicial e final em cada intervalo de tempo.
A porcentagem de perda de massa foi calculada por meio da seguinte equacao:
% percentagem de perda de massa parcial acumulada = (MI-MF) / MI)*100
onde:

%PM = percentagem de perda de massa parcial acumulada

MI = Massa inicial da amostra em um periodo determinado em g
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MF = Massa final da amostra no periodo seguinte a Ml em g

Teor de sélidos soliveis (SS): O teor de solidos foi quantificado com auxilio de
refratometro analdgico, seguindo a metodologia adaptada de AOAC (2002). As amostras
foram obtidas através da homogeneizacao de trés frutos de cada repeticdo. As leituras
foram realizadas colocando-se uma gota do suco extraido a partir da compressao da polpa

homogeneizada no refratdmetro. Os resultados foram expressos em °Brix.

Acidez titulavel (AT): A quantificagdo foi realizada por titulagdo com solucao de
hidroxido de sédio (NaOH) 0,1N, utilizando a fenolftaleina como indicador, seguindo a
metodologia proposta pelo Instituto Adolpho Lutz — IAL (2004). As amostras foram
compostas por 1,0 g da polpa homogeneizada, completando-se o volume para 40 ml com
agua destilada e acrescentando-se 0,3ml de solucdo de fenolftaleina. Posteriormente estas
foram tituladas com a solugao de hidroxido de sédio até o aparecimento da coloragdo rosea
persistente. Os resultados foram expressos em percentual de 4cido malico em 100g de

amostra.

a) Calculo de acidez expresso em g de acido malico por 100g da amostra:

V *£*0,1 * Eqg * 100/m *1000
onde:

V = volume (mL) da solu¢ao de NaOH gasto na titulagao;

f = fator de corre¢ao da solug¢ao de NaOH;

0,1 = concentragao tedrica da solucao de NaOH;

Eqg = equivalente grama do acido predominante na amostra analisada

m = massa (g) ou volume (mL) da amostra utilizada na titulagao.

Potencial hidrogenionico (pH): Foi quantificado utilizando um pHmetro de
bancada, de acordo com a técnica realizada pela Association of Official Agricultural

Chemists - AOAC (2002).
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Vitamina C: O teor de vitamina C foi quantificado através do método de Tilmans
adaptado. Esse método baseia-se na redugdo do corante sal sédico de 2,6-diclorofenol

indofenol (DCFI) por uma solugdo acida de vitamina C.

Para a padronizacao 2,6-diclorofenol indofenol (DCFI) foram pipetados 10ml da
solugdo padrao de acido ascérbico em um béquer de vidro contendo 50 ml de acido oxalico
e posteriormente, realizou-se a titulagdo com DCFI até o aparecimento de coloracdo rosada,
persistente por 15 segundos. Apds a padronizacdo da solucdo Tillmans, pesou-se as
amostras de 5mg da polpa de pimentdo em béquer de vidro e adicionou-se 25ml de acido
oxalico. Posteriormente, as amostras foram tituladas com 2,6 diclorofenol agitando
constantemente até o aparecimento de coloracdo rosada, persistente por 15 segundos. O

volume de solucao de Tillmans gasto para rea¢do com a solucao foi anotado.
A quantidade de vitamina C nas amostras de pimentdo foi calculada por meio da

seguinte equagao:

mg de acido acido ascorbico/ 100g de amostra = ml de DCFI * f * 100/massa da
amostra
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5. ESTATISTICA

Cada ensaio foi conduzido duas vezes. Todas as andlises foram realizadas no software
Sisvar (2009), a andlise de variancia foi realizada por meio do teste F (5%). Quando
significativo, a compara¢do de médias para esses tratamentos foi realizada por meio do
teste de médias Tukey com nivel de significancia de 5%. O ajuste do modelo de regressao
foi realizado utilizando-se as repetigdoes das varidveis estudadas. Avaliou-se o ajuste dos
modelos linear, quadratico, exponencial, e polinomial. O modelo escolhido, utilizado para
plotar o gréfico, foi aquele com maior R?%, menor quadrado médio dos desvios e melhor

grafico de distribuicao de residuos.



6. RESULTADOS
6.1 ENSAIO ANTIFUNGICO IN VITRO

6.1.1 Efeito do extrato de propolis e preparados homeopaticos na germinacio
de conidios de Colletotrichum sp.

Observou-se que os preparados homeopaticos de propolis reduziram
significativamente (p<0,05) a germinagao dos conidios, quando comparados aos controles.
O preparado homeopatico de propolis marrom (MI) nas dinamizagdes 12CH e 30CH
promoveu inibicdo da germina¢do em torno de 46,6% e 49,5%, respectivamente. Enquanto
o preparado homeopatico Caps nas dinamizagdes 12CH e 30CH também apresentou efeito
antifingico, inibindo a germina¢do em média de 42,6 % e 51,75 % respectivamente

(Tabelal).

Tabela 1 - Efeito dos preparado homeopatico de propolis marrom (MI) e Capsicum
annuum (Caps) sobre a inibicdo da germinagdo (IG) de conidios (%) de
Colletotrichum sp. (1x10° conidios/ml) in vitro apds 20 horas de incubagdo

1° Ensaio 2° Ensaio 3° Ensaio
Tratamentos Médias
1G% 1G% 1G% (%)

Agua O0a Oa 0a 0

Alcool 70% 9,5a 16,5a 12,5a 12,83
MI 12CH 51,5b 42.5b 46,0b 46,6
MI 30CH 44,0 b 510b 53,5b 49,5
Caps 12CH 450D 42250 40,75b 42,6
Caps 30CH 53,25b 51,0b 51,0b 51,75
CV (%) 9,32 10,16 10,66 -

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Ao avaliar o efeito dos extratos de propolis marrom e verde nas concentragdes (0,5;

1,0; 2,5 e 5,0 mg/ml) e dos preparados homeopéticos de prépolis e Caps na dinamizagao
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12CH na germinacdo de conidios, observou-se que os extratos etanolicos de propolis e
preparados homeopaticos de propolis reduziram significativamente (p<0,05) a germinacdo

dos conidios, quando comparados aos controles.

Os preparados homeopaticos na dinamizagdo 12 CH, reduziram em torno de 44% a
germinagdo dos conidios de Colletotrichum sp. O extrato de propolis marrom mostrou-se
mais efetivo, inibindo 59,5% dos conidios. Enquanto os preparados homeopaticos de
propolis verde e Caps apresentaram taxas de inibigao de 40,75% e 33,25% respectivamente

(Figura 2).

Preparados homeopaticos

40
30
20
10
0

gua MI 12CH VC12CH C annuum
12CH

Inibi¢do da germinagio Conidial(%5)

Tratamentos

Figura 2. Porcentagem de inibi¢do da germinagdo de Colletotrichum sp. por preparados
homeopaticos de propolis verde (VC) e marrom (MI) e de Capsicum annuum (Caps) na
dinamizacdo 12CH apo6s 20 horas de incubacdo. Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Observaram-se variagdes significativas no percentual de germinag¢do de esporos de
Colletotrichum sp. em fun¢do da fonte e concentragdo dos extratos de propolis. O extrato de
propolis verde promoveu taxas de inibicdo da germinacdo que vao de 36,25% a 100%. Esse
extrato, quando utilizado na concentracdo Smg/ml promoveu total inibicao da germinagao,
e na concentracao 2,5 mg/ml inibiu 86,25% da germinacao dos conidios. Mesmo quando

utilizado em concentragcdes menores (0,5 e 1,5 mg/ml), o extrato de propolis verde também

apresentou efeito antifungico, inibindo 36,25 % e 55,75 % respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Inibicdo de germinacio de conidios de Colletotrichum sp. (1x10° conidios/ml)
apo6s 20 horas de exposi¢do na presenca de extrato etanolico de propolis verde.

O extrato etandlico de propolis marrom foi menos efetivo na inibigdo da germinagdo
em relacdo a propolis verde, com taxas que variaram de 38,75 % a 52,25% de inibi¢ao na
germinacdo dos conidios. As maiores concentragdes (2,5 e Smg/ml) reduziram a
germinagdo de conidios em torno de 50%, enquanto as menores concentragdes (0,5 e 1,5

mg/ml) promoveram redugdo em torno de 40% (Figura 4).
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Figura 4. Inibigdo de germinagio de conidios de Colletotrichum sp. (1x10° conidios/ml)
apods 20 horas de exposi¢cdo em presenca ao extrato etandlico de propolis marrom.

6.1.2 Potencial de inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum sp.

O crescimento micelial de Colletotrichum sp. foi significativamente influenciado pela

concentragdo de propolis no meio de cultura. De maneira similar a inibicao da germinagao
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de conidios, um incremento na concentragdo dos extratos de propolis levou a uma redugao
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do indice de crescimento micelial. Sendo a propolis verde a fonte que apresentou maior

efeito, inibindo totalmente o crescimento micelial do Colletotrichum sp. na concentracao de

2,5 mg/ml (Figura 5).

Meédia de Crescimento micelial (mm)
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Figura 5. Crescimento micelial do fungo Colletotrichum sp. sob efeito de diferentes
concentragdes de extrato de propolis verde apds 12 dias de incubagao.

O extrato de propolis marrom proporcionou uma reducdo linear no crescimento

micelial de Colletotrichum sp., com inibigdo total do crescimento quando utilizado na dose

de 5 mg/ml (Figura 6).
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Figura 6. Crescimento micelial do fungo Colletotrichum sp., sob efeito de diferentes
concentracgdes de extrato de propolis marrom apods 12 dias de incubagao
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O efeito das concentragdes dos extratos de propolis marrom e verde sobre o

crescimento micelial de Colletotrichum esta ilustrado nas figuras 7 e 8, respectivamente.

Figura 7. Crescimento micelial de Colletotrichum sp. em diferentes concentragdes
(mg/ml) de extrato de propolis marrom em BDA

Figura 8. Crescimento micelial de Colletotrichum sp. em diferentes concentragdes
(mg/ml) de extrato de propolis verde em BDA

Os preparados homeopaticos também reduziram o crescimento micelial do patogeno,
diferindo significativamente das testemunhas (p<0,05). O maior indice de inibicdo foi
proporcionado pelo preparado de propolis marrom 12CH que reduziu o crescimento do
fungo em 42,25%. Os preparados homeopaticos de propolis verde 12CH e Caps nao
diferiram entre si, reduzindo em torno de 14,78% o crescimento do fungo em relagdo a

testemunha (Figura 9).
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Figura 9. Crescimento micelial de Colletotrichum sp. sob efeito de preparados
homeopaticos de propolis e Capsicum annuum na dinamizagdo 12CH apo6s 12 dias de

incubagdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

redugdo da taxa de crescimento do fungo Colletotrichum sp. também pode ser observada
através da avaliacdo visual nas placas contendo meio BDA + alcool e BDA+ preparados

homeopaticos propolis (Figura 10).

Figura 10. Coldnias de Colletotrichum sp. de acordo com o tratamento: Alcool (a),
propolis VC 12CH (b), Capsicum annuum 12 CH (c), propolis MI 12CH (d) apds 12
dias de incubacao.
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6.2 ENSAIOS POS-COLHEITA: CONTROLE DE ANTRACNOSE EM FRUTOS DE
PIMENTAO

6.2.1 Efeito dos extratos de propolis e dos preparados homeopaticos na antracnose do
pimentao

Os extratos de propolis, na concentracdo 2,5 mg/ml, bem como os preparados
homeopaticos de propolis e de Caps na dinamizagdo 12CH nao reduziram
significativamente o diametro das lesdes provocadas por Colletotrichum sp. nos frutos de

pimentao (Tabela 2).

Tabela 2. Didmetro das lesdes (mm) de Colletotrichum sp. (1x10° conidios/ml) em frutos
de pimentdo imersos em agua destilada, extratos de propolis marrom (MI) e verde (VC) a
2,5 mg/ml, ou preparados homeopaticos de propolis e Capsicum annuum (Caps)
dinamizados na 12CH. A imersao foi realizada 6 h antes da inoculacao dos frutos.

Diametro das lesoes (mm)

Tratamentos
2* Dia 4* Dia
Agua 3,16a 9,75 a
MI 2,5 mg/ml 4,62 a 10,44 a
VC 2,5 mg/ml 4,77 a 10,45 a
MI 12CH 5,58a 12,16a
VC 12CH 4,75 a 10,12 a
Caps 12CH 521 a 10,28 a

CV(%) 29,6 17,9

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

6.2.2 Efeito de revestimentos comestiveis a base de compostos antimicrobianos na
antracnose do pimentio

A aplicagdo de extratos de propolis marrom ou verde na concentragdo 5,0 mg/ml
incorporados em gelatina, reduziu significativamente a severidade da antracnose em frutos

de pimentdo, em relacdo as testemunhas (gelatina 10% e &4gua). Os frutos com
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revestimentos a base de propolis incorporados em gelatina apresentaram menores médias
de diametro de lesdes causadas por Colletotrichum sp., ndo diferindo significativamente
entre si (p<0,05), mas mantendo-se diferente estatisticamente da testemunha durante todas
as avaliagdes. Esses revestimentos promoveram reducao do didmetro médio de lesdo de
aproximadamente 66%, no quarto dia apds a inoculagdo. Os frutos imersos nos
revestimentos a base de gelatina e propolis apresentaram redu¢do da incidéncia da doenga

em torno de 50% em relagdo aos imersos em agua destilada (Tabela 3).

Tabela 3. Didmetro das lesdes (mm) de Colletotrichum sp. (1x10* conidios/ml) e
incidéncia da antracnose em frutos de pimentdo imersos em dagua destilada ou
revestimentos a bas de gelatina e extrato de propolis marrom (MI) ou verde (VC). A
imersao foi realizada 4 h antes da inoculacdo dos frutos.

Diametro das lesdes (mm)

Tratamentos __ : Incidéncia (%)
22 Dia 4? Dia
Agua destilada 5894 11,50 a 78,13%
b o

Gelatina 10% 2.32b 7.13 ab 42.19%
VC 5,0 mg/ml +

Gelatina 10% 0,39 ¢ 4.11b 34,38%
MI 5,0 mg/ml + 0

Gelatina 10% 049 ¢ 710 e

CV(%) 26,43 31,96 )

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Ao avaliar o efeito do extrato de propolis marrom (5,0 mg/ml) e seu preparado
homeopatico na 12CH, observou-se que ambos os revestimentos, quando incorporados em
gelatina a 10%, reduziram significativamente a severidade da antracnose em rela¢do a
testemunha (p>0,05). O revestimento contendo extrato etanodlico de propolis marrom e
gelatina 10% diminuiu em 57,16% o diametro de lesdes causadas por Colletotrichum sp.,
enquanto o revestimento com o preparado homeopatico reduziu em 82,86%, apresentando a
maior reducdo no didmetro de lesdes. Os extratos de propolis ndo incorporados em gelatina

(MI 5,0 mg/ml e o MI 12CH) nao mostraram efeito significativo (Tabela 4).
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Destaca-se ainda a reducdo da incidéncia da antracnose em torno de 21,87% e

57,16% nos frutos imersos nos revestimentos a base de gelatina + propolis bruta e gelatina

+ propolis dinamizada, respectivamente, em relacao aos imersos em agua destilada (Tabela

4).

Tabela 4. Diametro das lesdes (mm) de Colletotrichum sp. (1x10* conidios/ml) em
frutos de pimentao imersos em agua destilada, extratos de propolis ou revestimentos a base
de gelatina e propolis. A imersao foi realizada 4 h antes da inoculacdo dos frutos.

Diametro das lesdes (mm)

Tratamentos _ , Incidéncia (%)
22 Dia 4? Dia
Agua destilada 5,24 ab 12,49 2 82.81%
MI 3,0 mg/ml 6.07 a 9,78 ab 82.81%
MI12CH 6.15 10,86 a 79.69%
MI 5,0 mg/ml +
Gelatina 10% 2,02 ¢ 535b 56,25%
MI 12CH + Gelatina 1,06 ¢ 2,14 ¢ 21,87%
10%
CV(%) 43,25 26,04 i

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade
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6.3 ENSAIOS POS-COLHEITA: ANALISES FiSICO-QUIMICAS

6.3.1 Perda de massa

A perda de massa aumentou gradualmente em todos os tratamentos no decorrer do
periodo de armazenamento, sendo menos pronunciado nos frutos nao inoculados revestidos
com propolis e gelatina. Na Tabela 5, observam-se as médias percentuais de perda de massa
durante o periodo de armazenamento em temperatura ambiente.

No 6° dia de armazenamento, os revestimentos MI 5,0 mg/ml + Gelatina 10% e MI
12CH + Gelatina 10% promoveram redugdo de 55,94% e 34,3% na perda de massa em
relagdo ao controle ndo inoculado. Os frutos inoculados, a redu¢do foi de 43,8% e 25,8%,

respectivamente.

Tabela 5. Valores médios de perda de massa (%) de frutos de pimentdo revestidos com
pelicula a base de extrato de propolis marrom ou preparado homeopatico de prépolis
marrom ambos contendo gelatina a 10% durante o periodo de armazenamento.

Periodo de armazenamento (dias)

Tratamentos 0 3 6
Controle 0,00 a 3,71b 5,13b
Controle — inoculado 0,00 a 4,64 a 6,07 a
MI 5,0 mg/ml + Gelatina 10% 0,00 a 0,303d 2,26d
) o

MI 5,0 mg/ml + Gelatina 10% 0.00 a 258 ¢ 3.41 ¢
Inoculado

MI 12CH + Gelatina 10% 0,00 a 244 ¢ 3,37c

) o

MI 12CH + Gelatina 10% 0.00 a 3.55b 45b
Inoculado

CV (%) =9,99

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo este de Tukey a 5% de
probabilidade (p<0,05%).

6.3.1 Teor de sdlidos soluveis (SS)

Na tabela 6, apresentam-se os resultados da analise do teor de solidos soluveis (SS),
expressos em °Brix. Pode-se observar que os tratamentos ndo apresentaram diferengas

significativas entre si, nem quando comparados aos controles (p>0,05).
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Tabela 6. Valores médios de solidos soluveis (°Brix) de frutos de pimentao revestidos com
pelicula a base de extrato de propolis marrom ou preparado homeopatico de propolis
marrom ambos contendo gelatina a 10% durante o periodo de armazenamento.

Periodo de armazenamento (dias)

Tratamentos 0 3 6
Controle 3,10 a 327 a 3,30 a
Controle- inoculado 3,10 a 3,37a 3,37 a
MI 5,0 mg/ml + Gelatina 10% 3,10 a 3,23 a 3,20 a
. o/

MI 5,0 mg/ml + Gelatina 10% 3.10 2 3302 3204
Inoculado

MI 12CH + Gelatina 10% 3,10 a 323a 3,17 a

) o

MI 12CH + Gelatina 10% 3.10a 323 3.17a
Inoculado

CV (%) = 2,46

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo este de Tukey a 5% de
probabilidade (p<0,05%).

6.3.2 Acidez titulavel (AT)

Os valores de acidez total titulavel (AT) diferiram significativamente ao longo do
periodo de armazenamento. Na tabela 7, pode-se observar uma oscilacdo nos valores
médios ao longo dos periodos de avaliagdao. O teor de acidez titulavel variou entre 0,060 g
de 4cido malico 100 g' e 0,116 g de 4acido malico 100 g' durante os 6 dias de

armazenamento.

No terceiro dia, pode-se observar que os frutos inoculados apresentaram menor
acidez titulavel que os ndo inoculados independente do produto no qual foram imersos. Por
sua vez, no6* dia, frutos revestidos com MI 5,0 mg/ml + Gelatina 10%; MI ou com MI
12CH + Gelatina 10% (inoculados ou ndo) mostraram menor reducao na acidez titulavel
em relacdo aos controles. Dentre este se destaca o tratamento MI 5,0 mg/ml + Gelatina 10%
que apresentou o maior valor de acidez titulavel (0,116 g 100g™) diferindo

significativamente dos controles e dos outros tratamentos.

Tabela 7. Valores médios de acidez titulavel (g de acido mélico em 100 g™' da amostra) de
frutos de pimentdo revestidos com pelicula a base de extrato de propolis marrom ou



preparado homeopatico de propolis marrom ambos contendo gelatina a 10% durante o
periodo de armazenamento.
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Periodo de armazenamento (dias)

Tratamentos 0 3 6
Controle 0,160 a 0,110a 0,076 ¢
Controle- inoculado 0,160 a 0,082 b 0,060 b c
MI 5,0 mg/ml + Gelatina 10% 0,160 a 0,110 a 0,116 a
MI 5,0 mg/ml + Gelatina 10%- 0,160 a 0,066 b 0,079 ¢
Inoculado

MI 12CH + Gelatina 10% 0,160 a 0,104 a 0,086 b

MI 12CH + Gelatina 10%-

0,160 a 0,082 b 0,094 b
Inoculado

CV (%) =1,57

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo este de Tukey a 5% de
probabilidade (p<0,05%).

6.3.4 Potencial hidrogenionico (pH)

Na tabela 8 sdo apresentados os valores médios de pH dos frutos de pimentao. Na
avaliacdo do 3° dia, os tratamentos diferiram significativamente apenas do controle sem
inoculagdo, o qual apresentou valor de pH menor que os demais. Ja na avaliagdo do 6° dia,
o tratamento MI 5,0 mg/ml + Gelatina 10%, diferiu significativamente apenas quando

comparado com os tratamentos inoculados.

Tabela 8. Valores médios de pH de frutos de pimentdo revestidos com pelicula a base de
extrato de propolis marrom ou preparado homeopatico de propolis marrom ambos contendo
gelatina a 10% durante o periodo de armazenamento.

Periodo de armazenamento (dias)

Tratamentos 0 3 6

Controle 5,80 a 5,09b 4,80 abc

Controle- inoculado 5,80 a 5,81 a 5,09 ab

MI 5,0 mg/ml + Gelatina 10% 5,80 a 596 a 4,35¢

) o

MI 5,0 mg/ml + Gelatina 10% 5.80 a 6.05a 5.1 ab

Inoculado

MI 12CH + Gelatina 10% 5,80 a 5,85a 4,75 be
) o

MI 12CH + Gelatina 10% 5.80 a 623 a 5.47a

Inoculado

CV (%) =5,03

Meédias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo este de Tukey a 5% de
probabilidade (p<0,05%).



6.3.4 Vitamina C

Os teores de vitamina C dos frutos de pimentdo sdo apresentados na Tabela 9. Na
avaliagdo do 3° dia de armazenamento, os valores ndo apresentaram diferencas
significativas. No entanto, na avaliacao do 6° dia, frutos revestidos apresentaram valores de
vitamina C inferiores aos controles (inoculados e nao inoculados), sendo que o valor médio

dos tratamentos foi 28,2% inferior ao valor médio dos controles.

Tabela 9. Valores médios de vitamina C (mg) de frutos de pimentado revestidos com
pelicula a base extrato de propolis marrom ou preparado homeopatico de propolis marrom
ambos contendo gelatina a 10% durante o periodo de armazenamento.

Periodo de armazenamento (dias)

Tratamentos 0 3 6
Controle 0,35a 0,35a 0,53 a
Controle- inoculado 0,35a 0,35a 0,52 a
MI 5,0 mg/ml + Gelatina 10% 0,35a 0,35a 0,38 b
. o/

MI 5,0 mg/ml + Gelatina 10% 035a 035a 039 b
Inoculado

MI 12CH + Gelatina 10% 0,35 a 0,35a 0,35b

) o
MI 12CH + Gelatina 10% 035a 035a 039 b

Inoculado
CV (%) =12,34

Meédias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo este de Tukey a 5% de
probabilidade (p<0,05%).
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7. DISCUSSAO

O pimentdo ¢ uma das mais importantes hortalicas cultivadas no Brasil. A
antracnose ¢ uma das doencas mais importantes dessa hortali¢a, pois ocorre em todas as
regides produtoras ¢ altamente destrutiva podendo causar perdas de at¢ 100% na producao
de frutos (AZEVEDO et al., 2006; TOFOLI et al., 2015, REIS et., al 2009). A doenca ¢
causada por algumas espécies de Colletotrichum, destacando-se C. Capsici e C.
gloeosporioides, as quais sdo hemibiotroficas, possuem reproducio sexual e os conidios sdo
envolvidos por uma massa mucilaginosa solivel em 4dgua formada por proteinas e
polissacarideos que os protege da dessecagdo e aumenta a eficiéncia de penetracdo no

tecido hospedeiro (PERFECT et al., 1999).

O principal método de controle dessa doenca ¢ a aplicacdo de fungicidas sintéticos,
contudo diante dos efeitos nocivos que esses produtos podem ocasionar a saude humana e
ao meio ambiente ¢ de suma importancia o desenvolvimento de técnicas alternativas de
controle de doengas. Como produtos naturais para controle alternativo destacam-se o uso de
extratos de propolis devido a sua alta eficiéncia antimicrobiana e o uso de preparos

homeopaticos que sdo solugdes dinamizadas e em altas diluigdes.

O ciclo da relagdo patdgeno-hospedeiro ¢ constituido por etapas como
sobrevivéncia, disseminagao, infeccao, colonizagdo e reproducao. Tratando-se da infecgao,
a germinagdo ¢ uma das etapas cruciais para que a doencga seja iniciada (AMORIM, 1995).
Os resultados desse estudo indicam que os extratos de propolis bem como os preparados
homeopaticos utilizados possuem potencial para controle da antracnose, uma vez que
ambos apresentaram atividade inibitoria sobre Colletotrichum sp., atuando principalmente

na redu¢do da germinagao de conidios.

Neste estudo, os resultados oriundos dos experimentos com preparados
homeopaticos indicaram a auséncia de efeito do 4lcool na inibi¢do do crescimento micelial.
Além disso, eles também indicaram que houve memorizagdo das propriedades
antimicrobianas presentes nos extratos brutos, ap6s o processo de ultradiluicao e sucussao .
De acordo com Tiefenthaler (1996) a dinamizacdo (dilui¢do seguida de sucussdo) resulta

em uma acao informacional transferida para o veiculo da dilui¢dao. Desta forma, tem-se que
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a agua usada nos preparados homeopaticos memorizou informagdes especificas da

substancia original.

Teixeira (2006) afirma que na dinamiza¢do 30CH nido existem mais moléculas dos
compostos utilizados inicialmente, uma vez que apos a décima segunda diluicao (12CH), o
numero de Avogadro ¢ ultrapassado. Os elementos moleculares da matriz original sao
removidos, permanecendo na agua (veiculo) apenas a representacdo informacional da

substancia (GERBER, 1988).

Rodrigues (2013) recomenda que, nas pesquisas envolvendo preparados
homeopaticos, seja utilizado o maior nimero de dinamizagdes possivel, devido a
possibilidade de variagdao das respostas em fun¢do da dinamizagdo. Porém, de acordo com
os dados obtidos no presente estudo, as dinamizagdes utilizadas nao apresentaram variagoes

de respostas (Tabela 1).

Ao testar os preparados homeopaticos de prépolis marrom e verde e o Capsicum
annum ambos na dinamizagdo 12CH, observou-se que a propolis de fonte verde (VC)

apresentou maior efeito inibitorio na germinagao do fungo (Figura 2).

Embora muitos estudos avaliem o uso de preparados homeopaticos com potencial
antimicrobiano (GAMA et al.,2015; HANIF; DAWAR, 2016; MODOLON et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2017; RISSATO et al., 2018), ainda ndo existem trabalhos utilizando

extrato de propolis em altas dilui¢des na inibi¢ao de Colletotrichum spp.

Porém, hé estudos que apontam a eficacia dos preparados homeopaticos no controle
de fungos, como por exemplo, Gama et al. (2015), que ao testar preparados homeopaticos
Carbo vegetabilis , Ferrum metallicum , Natrum muriaticum , fésforo e enxofre em
diferentes dinamizacdes sobre o fungo Aspergillus niger, verificaram que todos os

tratamentos foram capazes de reduzir a porcentagem de germinacgao de conidios.

Oliveira et al. (2017), ao testar os preparados homeopaticos dos oleos essenciais de
Eucalyptus citriodora e Cymbopogon citratus nas dinamizagdes 6, 12, 30, 60, 100 e 200
CH na germinacao de conidios de Alternaria solani e Corynespora cassiicola observaram
que ambos os 6leos em todas as dinamizagdes reduziram a germinagdo dos patégenos. Os
autores afirmam que o “processo de homeopatiza¢dao” (p. 213) manteve as propriedades

antimicrobianas dos oleos testados, mesmo naquelas em que foi ultrapassado o nimero de
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avogrado. Além disso, assim como neste estudo, ndo foram observadas diferencas

significativas entre controle e o tratamento com alcool.

Os patogenos Alternaria sp. e Colletotrichum sp., de acordo com a classificagdo de
McNew em 1960, pertencem ao mesmo grupo de doencas (Grupo V). Comumente doengas
pertencentes a0 mesmo grupo apresentam caracteristicas semelhantes em relacdo ao ciclo
de relagdes patogeno-hospedeiro e consequentemente medidas de controle similares

poderao ser adotadas para elas (BEDENDO, 2011).

A propolis verde apresentou maior efeito inibitorio sobre a germinacgao de conidios.
Esse extrato quando utilizado na concentracao 5,0 mg/ml inibiu totalmente a germinagao de
conidios (Figura 3). No crescimento micelial observou-se relagdo dose dependente entre as
concentragdes usadas e o desenvolvimento do fungo, observando-se a diminui¢do do seu

desenvolvimento com o aumento das doses (Figura 5 ¢ 6).

Resultados similares aos encontrados nesse trabalho foram obtidos por Giovanelli
(2008) e Al et al. (2014) ao avaliar o efeito do extrato de propolis na inibicdo da
germinacao de Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum capsici. Giovanelli (2008)
ao testar o extrato etandlico de propolis na concentragdo 5 mg/ml relata que a propolis foi
capaz de inibir 98,95% da germinacao conidial do patogeno. Ali et al. (2014) ao testar o
potencial antifingico da propolis verde observou que a mesma na contragdo 5% (v/v) inibiu

totalmente a germinacao de esporos de Colletotrichum capsici.

Outros trabalhos também comprovam a eficiéncia do extrato de propolis na inibigao
de fungos, como Scheffer et al. (2015) que constataram que in vitro, o extrato etanolico de
propolis verde a partir da concentragdo de 0,5% inibiu totalmente a germinagdo de esporos
de Colletotrichum musae e gloeosporioides, responsaveis pela antracnose em banana e
abacate, respectivamente. Ali, Wei e Mustafa (2015) observaram resultados similares ao
deste estudo ao avaliar o efeito do extrato etandlico de propolis verde sob o crescimento

micelial de Colletotrichum capsici.

De acordo com Bankova (2005) e Silici e Kutluca (2005) a composi¢do quimica
encontrada na propolis varia em funcao dos fatores ambientais da regido em que as abelhas
realizaram a polinizacdo. Estes fatores influenciam na composi¢cdo quimica e coloragdo da

propolis (MARCUCCI, 1996; TOSI et al.,, 2007). De modo geral, a propolis possui
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substancias de estruturas quimicas distintas pertencentes as classes dos alcoois, aldeidos,
acidos alifaticos, ésteres alifaticos, aminoacidos, acidos aromaticos, ésteres aromaticos,
flavonoides, ésteres hidrocarboidratos, éter, acidos graxos, cetonas, terpenoides, esteroides

e acucares (MANARA et al., 1999).

A diferenca do potencial de inibigdo das fontes de propolis utilizadas nesse estudo
pode estar atrelada aos diferentes compostos presentes na espécie vegetal percursora. De
acordo com Daugsch (2007); Piccinelli et al. (2011) a espécie percursora bioldgica da
propolis verde, a Baccharis dracunculifolia, ¢ um tipo de planta comum no Brasil,
conhecida como alecrim do campo, rica em compostos com fenilpropandides prenilados,
triterpendides, acido benzoico e clorogénicos. Por sua vez, a propolis marrom € produzida a

partir da espécie Copaifera e contém principalmente flavonoéides e terpenos.

Os compostos majoritarios da propolis verde sdo fenilpropandides prenilados,
triterpendides, acido benzoico e clorogénicos enquanto os da propolis marrom brasileira sao

flavonoides e terpenos (DAUGSCH, 2007; PICCINELLI et al., 2011).

A atividade terapéutica da propolis atribui-se aos variados compostos fendlicos que se
encontram largamente distribuidos na vegetagao, dentre eles os fenolicos sdo considerados
os principais compostos, além de alguns acidos aromaticos e ésteres em sua composi¢cao

(SFORCIN, 2007; SFORCIN; BANKOVA, 2010).

Os flavonoides e éster fenetil do 4acido cafeico (CAPE) sdo compostos que possuem
potencial inibitério do crescimento e da divisdo celular, além disso, sdo responsaveis pelo
aumento da permeabilidade da membrana e interferem na mobilidade celular dos
microrganismos (SIMOES et al., 2008). Esses compostos fendlicos possivelmente estejam
expressos em maior quantidade na propolis de fonte verde e em menor quantidade na fonte

marrom testados neste estudo, uma vez que essas fontes sao oriundas de locais distintos.

O preparado homeopéatico de propolis de fonte marrom apresentou maior efeito
inibitorio no crescimento micelial do fungo (Figura 9), porém, ao testar os extratos ndo
diluidos, obtiveram-se resultados opostos, a fonte que apresentou maior potencial de
inibicao do crescimento foi a verde. Isso pode ter ocorrido, pois de acordo com Bonato et
al. (2014) o processo de dinamizacao do preparado homeopatico pode levar ao aumento do

poder de informac¢do da substancia original.



Os resultados deste trabalho corroboram os de Kumar ¢ Kumar, 1980; Khanna e
Chandra, 1976; Gama, 2015 e Oliveira et al. (2017) para a eficicia da agdo dos
homeopaticos no controle de doencas de plantas. Nestes estudos, os preparados
homeopaticos utilizados inibiram a germinacao dos conidios e o crescimento micelial dos
patégenos bem como a podriddo in vivo. Entretanto, estudos com homeopaticos ligados ao
controle de fitopatdgenos, ainda sdo escassos, o que dificulta a comparacdo de

determinados parametros avaliativos.

Nos testes in vivo, quando os frutos de pimentdo foram tratados com as substancias
com maior acdo antimicrobiana e posteriormente inoculados com o patégeno, observou-se
que os extratos de propolis, utilizado na concentragdo 2,5 mg/ml bem como os preparados
homeopaticos de propolis e de Capsicum annuum na dinamizagdo 12CH, ndo foram
eficazes no controle da antracnose nos frutos (Tabela 2). Esses resultados podem estar
atrelados a incapacidade dessas substancias em formar uma camada protetora sobre a
superficie dos frutos o que poderia vir a evitar a penetracdo do fungo. A baixa eficiéncia
dos extratos de propolis para controle da antracnose em pimentdes pode estar relacionada
também, a alta concentracdo de indculo de Colletotrichum sp. utilizada. Além disso,
possivelmente esses tratamentos ndo foram capazes de causar degeneragdo das hifas de

infecgdo o que possibilitou a penetragao no tecido hospedeiro.

Estes resultados corroboram os encontrados por Giovanelli (2008), que ao avaliar o
efeito do extrato de propolis sobre Colletotrichum gloeosporioides em abacateiro, observou
que in vivo a eficacia no controle da doenca ndo foi promissora, mesmo que nos testes in
vitro o extrato tenha sido eficaz. Mattiuz et al. (2015) também relataram que a aplicagdo de
um extrato etanolico comercial de propolis do Brasil (1,5% v/v) ndo foi eficaz na inibicao

do crescimento de Colletotrichum gloeosporioides em manga apos 14 dias de incubacao.

Resultados contrarios a estes foram observados por Ali, Wei e Mustafa (2015). Os
autores relatam que a aplicagdo do extrato etandlico de propolis chinesa como revestimento
comestivel em frutos de pimenta foi eficaz no controle da antracnose, causada por
Colletotrichum capsici. No entanto, os métodos de inoculacdo e armazenamento utilizados
pelos autores sdo diferentes dos realizados neste trabalho. No estudo em questdo, ndo foram
realizados ferimentos nos frutos antes da etapa de inoculacao do patégeno. Além disso, os

frutos foram armazenados a 13°C. Considerando que o desenvolvimento desse patdogeno €
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favorecido por temperaturas mais altas (20 a 25°C), as condi¢des de armazenamento podem
ser um dos fatores que explicam o controle da antracnose na pesquisa citada. Visto que a
temperatura ¢ um fator que interfere na germinagao de esporos, na infeccao, severidade e

no tamanho das lesdes (ROTEM; COHEN; BASHI, 1978).

A partir dos dados analisados anteriormente, uma nova hipotese foi elaborada
visando testa-la quanto ao controle da antracnose a partir de compostos a base de prépolis.
Considerou-se que os extratos de propolis e preparados homeopaticos ndo se fixaram por
completo na superficie dos pimentdes, o que pode ter facilitado a infec¢do do patdgeno.
Além disso, varios estudos tém combinado o uso de compostos antifungicos com filmes
comestiveis no pos-colheita. A partir disto, optou-se pela realizagao de novos testes in vivo
analisando-se a eficacia dos revestimentos comestiveis a base de extratos de prépolis ou

preparado homeopatico combinados com gelatina.

Os revestimentos a base de extratos de propolis, quando combinados com gelatina
10%, foram eficazes no controle da antracnose nos frutos de pimentdo (Tabela 3). A
gelatina proporcionou uma maior fixagdo da propolis na superficie dos frutos de pimentdo.
Além disso, pode ter permitido uma ativacdo controlada (com efeito prolongado) da
substancia, promovendo ndo s6 a inibigdo inicial do crescimento de patdogenos, mas

também uma atividade residual ao longo do tempo de armazenamento.

Resultados similares a estes foram observados por Magbool et al. (2010), que ao
avaliarem a goma arabica combinada com quitosana, concluiram que os componentes
atuaram de forma sinérgica na redugdo de lesdes causadas por Colletotrichum musaeem em
frutos de banana. O uso de revestimentos comestiveis ¢ uma das técnicas pos-colheita que
vem sendo desenvolvidas a fim de proteger frutas e hortalicas da degradacao fisica, quimica
ou bioldgica e, consequentemente, prolongar a vida util dos frutos, diminuindo as perdas

causadas ao longo do periodo de armazenamento.

Poverenov et al. (2014), ao utilizarem revestimento comestivel a base de gelatina e
quitosana em frutos de pimentdo, observaram que a combinacao desses componentes atuou
sinergicamente na reducao da deterioragdo microbiana € no prolongamento do periodo de
armazenamento refrigerado, bem como da vida de prateleira dos frutos. Os autores relatam
que os revestimentos somente a base de gelatina dificilmente inibiriam a deteriora¢do por

microrganismos, € que a gelatina ndo diminuiu a atividade antimicrobiana da quitosana.
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Nas andlises de qualidade e indices fisico-quimicos dos frutos de pimentao,
observou-se um aumento expressivo de perda de massa dos frutos tanto no controle como
nos tratamentos ao longo do tempo de armazenamento. Porém, nos revestidos a base de
propolis e gelatina, a perda de massa foi significativamente menor (Tabela 5). Esses
valores, quando comparados aos controles demonstram a ocorréncia de uma contengdo de

perda de massa.

A perda de massa dos frutos ocorre em fungdo da perda de dgua desses produtos ao
longo do armazenamento. Atrelado a isto, ha também a perda de qualidade dos frutos. De
acordo com Chitarra e Chitarra (1990), a perda de 4gua pode ser tolerada, porém, aquelas
de ordem de 3 a 6%, responsaveis pelo murchamente ou enrugamento devem ser evitadas.
Os resultados obtidos neste estudo sugerem que as coberturas comestiveis a base de
propolis e gelatina contribuem na reducdo da permeabilidade ao vapor d’agua, mantendo

assim, as caracteristicas de qualidade dos frutos por mais tempo.

Resultados obtidos por Oliveira (1996) foram similares aos encontrados neste
estudo, o autor afirma que o uso de pelicula a 5% retardou a perda de massa em frutos de
goiaba comparados com o controle. Ali et al. (2014) observaram que o revestimento a base
de propolis combinado com goma ardbico foram mais eficazes na redugdo da perda de
massa em frutos de pimentdo durante o periodo de armazenamento. Este estudo corrobora
estes resultados, pois indica que revestimentos comestiveis reduzem a perda de agua,

proporcionando um prolongamento da qualidade dos frutos.

A acidez titulavel (AT) e os soélidos solaveis (SS) podem ser usados como
indicadores de maturagdo. Os solidos soltuveis totais representam os compostos soluveis em
agua presentes nos frutos, como agucares, vitaminas, acidos, aminoacidos e algumas
pectinas. Os teores de solidos soliveis ndo foram afetados significativamente pelos
revestimentos ao longo do armazenamento (Tabela 6). No 6° dia de armazenamento, os
frutos dos controles (inoculados e sem inocular), mesmo ndo apresentando diferenca
significativa quando comparado com os demais tratamentos, apresentaram os maiores
valores médios de SS (3,37% e 3,30%). Isso sugere que houve uma maior velocidade de
maturacgdo, o que tende a acelerar a senescéncia e pode estar relacionado a maior perda de

massa (Tabela 5), que implica em acumulo de SS na polpa dos frutos de pimentao.



A acidez total titulavel (AT) diminuiu ao longo do armazenamento (Tabela 7).
Conforme os dados, os revestimentos a base de gelatina e propolis promoveram aumento na
AT. Os valores de acidez titulavel obtidos nesse estudo foram similares aos encontrados por
Rinaldi et al. (2008), que relatam ter encontrado uma varia¢ao entre 0,07 g ¢ 0,16 g de
acido malico 100 g™' durante os 12 dias de armazenamento. Os frutos revestidos por MI 5,0
mg/ml + Gelatina 10% apresentaram AT maior que os demais tratamentos e os controles.
Além disso, eles também apresentaram valores de pH inferiores aos demais tratamentos. O
acimulo de AT e o baixo valor de pH nos frutos revestidos com MI 5,0 mg/ml + Gelatina
10% podem indicar a reducdo do metabolismo, bem como a reducdo da atividade

enzimatica (CHITARRA; CHITARRA 2005).

No 6* dia de avaliagdo, os valores médios de pH diminuiram variando entre 4,35 e
6,23. O menor valor de pH foi obtido nos frutos revestidos com MI 5,0 mg/ml + gelatina a
10% (Tabela 8). Esses dados indicam que os revestimentos com propolis e gelatina
aplicados em pimentdes nao inoculados foram capazes de causar mudancas na atmosfera
interna da fruta o que retardou os processos metabdlicos associados a senescéncia. Esses
dados concordam com os obtidos por Hojo et al. (2006), os autores observaram menores pH

dos pimentdes revestidos com fécula de mandioca.

Os revestimentos comestiveis reduzem a taxa de respiracdo através das
modificacdes atmosféricas que causam, alterando as trocas gasosas, como a diminuicao da
concentracdo de oxigénio (O2) e aumento da concentragdo de carbono (CO2). Estas
alteracdes resultam na contencdo da intensidade de respiracdo e diminuicdo do
metabolismo, e consequentemente minimizam a velocidade de maturagdo. No processo de
maturacdo a concentragdo de oxigénio ¢ um importante elemento para a producdo de
etileno durante o processo de maturacao e a sua diminui¢ao no interior do fruto implica em
uma menor producdo de etileno (CHITARRA e CHITARRA,2005; WATADA e QI, 1999;
IRTWANGE,2006).

De acordo com Tadesse (2002) ao avaliarem o processo de amadurecimento dos
frutos de pimentdo relatam que estes possuem padrao respiratorio e de producao de etileno
intermediario entre climatérico e ndo climatérico. No entanto, o padrdo ndo-climatérico ¢
relatado pela maioria dos autores (AIZAT et al., 2013; AIZAT et al, 2014;
THANOPOULOS et al., 2013). De acordo com Lopes et al. (2015) o teor de acido
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ascorbico ¢ uma das caracteristicas fisico-quimicas que sofre influéncia do etileno, sendo
um indicativo de que esse hormdnio atua no processo de maturagdo dos frutos nao-

climatéricos.

O teor de acido ascorbico em vegetais pode sofrer muitas modificagdes em seus
teores na fase pos-colheita dos vegetais em decorréncia de armazenamento, elevadas
temperatura, baixa umidade e danos fisicos (LEE; KADER, 2000). No sexto dia de
avaliagdo, frutos revestidos apresentaram valores inferiores de vitamina C em relacdo ao
controle (Tabela 9), o que, de acordo com Junior et al. (2010), indica um retardo no
processo de maturagdo dos frutos, uma vez que frutos maduros tendem a ter maiores teores

de vitamina C.

Chitravathi et al. (2016) realizaram experimento com pimentdo, mas com
temperatura (8°C) e tempo de armazenamento diferente (48 dias) observaram uma reducao
nos teores de vitamina C. A divergéncia dos teores dessa vitamina nos estudos pode estar
atrelada a diferenga no tempo de armazenamento, das avaliagdes e na presenga ou auséncia
de refrigeracdo. Diferentemente do trabalho supracitado, neste estudo, os pimentdes foram
armazenados em temperatura ambiente, com duracdo de 6 dias de armazenamento e
intervalos de trés dias entre as avaliagdes. Este periodo reduzido foi adotado considerando o
tempo de amadurecimento e degradacdo dos frutos sem uso de refrigeragdo. De acordo com
Chitarra e Chitarra (2005) os teores de vitamina C podem ser alterados em fungdo do tipo

de armazenamento.
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8. CONCLUSOES

Tanto o uso de extrato de propolis quanto os de preparados homeopaticos de propolis
exibem atividade antimicrobiana sobre Colletotrichum sp. Os revestimentos a base de
extrato de propolis ou preparados homeopaticos s6 sdo eficientes no controle da antracnose
em frutos de pimentdo quando combinados com gelatina pela provavel formacdo de uma
camada de protecdo nos frutos, o que contribui para a conten¢do de perda de massa e para o

atraso na maturacao, potencializando a conservagao pos-colheita.
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