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RESUMO 

Identificação de microrganismos isolados da própolis verde, vermelha e verde da 

Caatinga e antagonismo das bactérias ao Colletotrichum falcatum 

 

No Brasil são classificados 13 tipos de própolis, sendo que as própolis verde e 

vermelha se destacam por sua importância socioeconômica e atividades biológicas. Para essas 

própolis, a fonte botânica relacionada são a Baccharis dracunculifolia e a Dalbergia 

ecastophyllum respectivamente. Recentemente foi descoberto um novo tipo de própolis, ainda 

não classificada, a própolis verde da Caatinga, onde a planta Mimosa tenuiflora é sua 

principal origem botânica. Ressalta-se que esses três tipos de própolis apresentam compostos 

bioativos com relatos na literatura de atividade antifúngica, e pouco se sabe sobre a influência 

de microrganismos associados à própolis sobre as atividades biológicas. Portanto, o objetivo 

deste trabalho foi isolar e identificar microrganismos associados à própolis verde, vermelha e 

verde da Caatinga e de suas respectivas resinas de origem e avaliar o potencial antagônico das 

bactérias isoladas frente ao fungo Colletotrichum falcatum, agente causal da podridão 

vermelha na cana-de-açúcar. Adicionalmente, foi selecionada uma bactéria para estudo do 

potencial antifúngico dos seus metabólitos secundários. Para isso, as própolis verde, vermelha 

e verde da Caatinga e as respectivas resinas foram coletadas e os microrganismos isolados 

utilizando de técnicas de diluição seriada e plaqueamento. Após purificação, a identificação 

dos microrganismos foi realizada através da extração, amplificação e sequenciamento do 

DNA. Em seguida, avaliou-se o potencial antagônico das bactérias frente ao C. falcatum e foi 

selecionada uma bactéria para estudo metabolômico. Ao todo, foram isoladas 150 bactérias e 

14 fungos. Os gêneros Enterobacter, Klebsiella e Pantoea estiveram presentes em todos os 

materiais amostrados e o gênero Penicilium presente nas amostras da própolis verde e verde 

da Caatinga. Quanto aos ensaios antagônicos, foi observado que 56 bactérias apresentaram 

potencial antagônico ao C. falcatum, com destaque para as espécies Pseudomonas aeruginosa 

(ISP2 R REM 7) que foi cultivada e foi possível anotar compostos relatados na literatura com 

atividade antifúngica, como rhamnolipídeo (Rha-Rha-C10-C10), 1-hidroxifenazina e o ácido 

fenazina-1-carboxílico. Dessa maneira, conclui-se que existem bactérias associadas à própolis 

verde, vermelha e verde da Caatinga que possuem o potencial inibitório ao C. falcatum.  

 

Palavras-chave: Baccharis dracunculifolia, Dalbergia ecastophyllum, Mimosa tenuiflora, 

Própolis brasileira, Antifúngica, Podridão vermelha 
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ABSTRACT 

 

Identification of microorganisms isolated from green, red and green propolis from the 

Caatinga and antagonism of bacteria to Colletotrichum falcatum 

 

In Brazil, 13 types of propolis are classified, with green and red propolis standing out 

for their socio-economic importance and biological activities. For these propolis, the related 

botanical sources are Baccharis dracunculifolia and Dalbergia ecastophyllum respectively. 

Recently, a new type of propolis was discovered, which has not yet been classified: green 

propolis from the Caatinga, where the plant Mimosa tenuiflora is its main botanical source. It 

should be noted that these three types of propolis have bioactive compounds with antifungal 

activity reported in the scientific literature, and little is known about the influence of 

microorganisms associated with propolis on biological activities. Therefore, the aim of this 

work was to isolate and identify microorganisms associated with green, red and green 

propolis from the Caatinga and their respective originating resins and to evaluate the 

antagonistic potential of the isolated bacteria against the fungus Colletotrichum falcatum, the 

causal agent of red rot in sugarcane. In addition, one bacterium was selected to study the 

antifungal potential of its secondary metabolites. For this purpose, green, red and green 

propolis from the Caatinga and the respective resins were collected and the microorganisms 

were isolated using serial dilution and plating techniques. After purification, the 

microorganisms were identified through DNA extraction, amplification and sequencing. We 

then evaluated the antagonistic potential of the bacteria against C. falcatum and selected one 

bacterium for metabolomic study. A total of 150 bacteria and 14 fungi were isolated. The 

genera Enterobacter, Klebsiella and Pantoea were present in all the materials sampled and the 

genus Penicilium was present in the green and Caatinga propolis samples. As for the 

antagonistic tests, we found that 56 bacteria showed antagonistic potential to C. falcatum. The 

species Pseudomonas aeruginosa (ISP2 R REM 7) promoted the highest antagonistic effect, 

and we noted compounds reported in the literature with antifungal activity, such as 

rhamnolipid (Rha-Rha-C10-C10), 1-hydroxyphenazine and phenazine-1-carboxylic acid. 

Therefore, we conclude that there are bacteria associated with green, red and green propolis 

from the Caatinga that have the potential to inhibit C. falcatum. 

 

Keywords: Baccharis dracunculifolia, Dalbergia ecastophyllum, Mimosa tenuiflora, 

Brazilian propolis, Antifungic, Red rot 
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1. INTRODUÇÃO 

O termo própolis deriva de duas palavras gregas, “pro” e “polis”, que significam 

“defesa” e “cidade” respectivamente, e está diretamente relacionado com uma de suas funções 

na colmeia, que é a de proteção, pois forma uma barreira protetora contra agentes ambientais 

e invasores externos (lagartos, insetos e ratos) (SIMONE-FINSTROM; SPIVAK 2010).  

No Brasil são classificados 13 (treze) tipos de própolis, sendo as mais estudadas e 

economicamente importantes, a própolis verde e a própolis vermelha. Atenção especial foi 

dada à essas própolis devido ao potencial de descoberta de novas moléculas bioativas e ao 

valor agregado ser relativamente alto no mercado em todo o mundo (ALENCAR et al., 2007; 

FIGUEIREDO-RINHEL et al., 2013; FREIRES; ALENCAR; ROSALEN 2016).  Um outro 

tipo de própolis recentemente descoberta no Brasil, é a própolis verde da Caatinga, trata-se de 

uma própolis quimicamente diferente das demais própolis brasileiras, mas que também tem 

chamado a atenção devido aos metabólitos secundários bioativos encontrados nesse tipo de 

própolis (FERREIRA et al., 2017). 

A própolis é um material resinoso que apresenta diversos compostos bioativos, 

conferindo várias atividades biológicas, como atividade anti-inflamatória, antioxidante, 

citotóxica a células tumorais, anti-viral, antiparasitária, antibiótica e antifúngica (ŽIŽIĆ et al., 

2013; BUENO-SILVA et al.,2017; PRZYBYŁEK; KARPIŃSKI 2019; YORSI et al., 2021). 

Até o momento, a maioria dos estudos relativos ao potencial biológico dos 

compostos presentes nas própolis, partem da premissa de que esses compostos bioativos são 

levados pela abelha e depositados diretamente na própolis baseado exclusivamente a partir da 

sua origem botânica. Nesse raciocínio, existe uma linha científica pouco abordada até o 

momento, sobre o papel dos microrganismos na produção dos metabólitos secundários e o 

ambiente em que estão inseridos. As abelhas, durante a coleta das resinas, pólen, entre outros 

produtos, provavelmente coletam microrganismos (fungos e bactérias) endofíticos que estão 

presentes nas plantas e levam até a colmeia para depositar na própolis (IÓCA et al., 2014). O 

cenário complexo de elaboração da própolis pela abelha, levando em consideração a presença 

de microrganismos que podem metabolizar e transformar compostos, como também produzir 

metabólitos secundários bioativos não foi considerado previamente com o objetivo de 

entender a produção dos compostos bioativos da própolis. 

Várias técnicas, reunindo conhecimentos em microbiologia, biologia molecular 

química e bioquímica, têm sido utilizadas para aprimorar o uso de microrganismos no 

isolamento de novos princípios ativos. Nos últimos anos a utilização de novos meios de 
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cultura e novas condições de cultura, permitiu o enriquecimento do repertório bacteriano 

através do isolamento de novas espécies bacterianas. Isto mostra que os meios de cultura 

continuam a ser uma ferramenta fundamental para os bacteriologistas para o isolamento de 

microrganismos. Na verdade, embora existam muitos meios de cultura enriquecidos, cada 

bactéria é única e tem requisitos específicos (BONNET et al., 2020). 

Em relação à produção de compostos bioativos, como os metabólitos secundários, os 

microrganismos são uma fonte de interesse para prospectar tais compostos, visto que são de 

fácil cultivo e produção quando comparado com as plantas (NARAYANAN; GLICK 2021). 

O  interesse  no  emprego  de  microrganismos, mais especificamente dos seus metabólitos 

bioativos, em práticas agrícolas aumentou significativamente nos últimos anos, onde estudos 

metabolômicos revelaram que os microrganismos podem atuar como reservatórios de novos 

metabólitos secundários bioativos, incluindo alcaloides, flavonoides, xantonas, terpenóides, 

compostos fenólicos e muitas outros subclasses. Desse modo, os microrganismos representam 

um recurso promissor de novos produtos naturais com atividades biológicas importantes, 

como atividades antimicrobianas e antifúngicas, por exemplo (GUPTA et al., 2020).  

Novas estratégias da pesquisa em produtos naturais microbianos, envolvendo a busca 

de substâncias em microrganismos pouco explorados e a utilização de ferramentas genômicas 

para o acesso a novos produtos naturais, podem acelerar o processo de descoberta de novos 

produtos bioativos (GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO 2010), extremamente importantes 

num cenário de rápido desenvolvimento de resistência por fungos aos tratamentos 

convencionais de controle na agricultura. As bactérias correspondem a um grupo de 

microrganismos de elevada diversidade metabólica, têm a capacidade de se adaptar a 

parâmetros extremos, como também à diversas condições ambientais, o que pode resultar em 

populações ecologicamente adaptadas residindo em habitats geográficos distintos. Nesse 

sentido, ambientes pouco estudados, como a própolis, ou extremos têm a capacidade potencial 

de ser uma fonte de novas fontes de produtos naturais bioativos (RIEDLINGER et al., 2004; 

ANDRIANASOLO et al, 2009; MCDOUGALD et al., 2011). 

Essa busca por compostos naturais bioativos com atividade antifúngica, pode 

contribuir com novas moléculas ativas para favorecer o controle de diversas doenças causadas 

por fungos, inclusive fungos fitopatogênicos. Esses produtos naturais podem ser utilizados no 

controle do Colletotrichum falcatum, por exemplo, agente causal da podridão vermelha na 

cultura da cana-de-açúcar. Esse é um patógeno causa diversos prejuízos para a cana, 

principalmente pela inversão da sacarose, e pode levar a perda de 50 a 70 % da sacarose em 
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colmos, e a situação fica ainda mais grave quando há o ataque simultâneo pela broca da cana 

(Diatrea saccharalis) (AMORIM et al., 2016). Outro fator que justifica a busca por 

alternativas ao controle químico contra esse patógeno, é que o C. falcatum facilmente torna-se 

tolerante à variedades resistentes, dificultando o manejo dessa doença em campo (HASSAN; 

AFGHAN; HAFEEZ 2010). 

Com base no exposto, o objetivo deste trabalho foi isolar e identificar microrganismos 

da própolis verde, vermelha e verde da Caatinga e de suas respectivas resinas botânicas de 

origem e avaliar o potencial das bactérias isoladas na inibição do crescimento do fungo 

Colletotrichum falcatum. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Própolis 

A própolis é uma mistura de substâncias resinosas constituída, principalmente, por 

ceras e resinas de várias fontes vegetais, como botões florais e exsudatos de várias partes da 

planta, entretanto sempre existe uma espécie botânica predominante associada a cada tipo de 

própolis. A própolis é utilizada por abelhas melíferas (Apis melífera L.) como estrutura de 

construção, reparação e proteção das colmeias em que vivem (CIFTCI-YILMAZ et al., 2017; 

DAMODARAN, 2021).  

Acredita-se que a utilização da própolis funcione também como uma maneira das 

colônias manter a homeostase do ambiente da colmeia, impedindo o fluxo de ar descontrolado 

para dentro do ninho, como também impermeabilizando as paredes contra umidade externa 

(SIMONE-FINSTROM: SPIVAK, 2011). Dessa maneira, essa substância resinosa torna-se 

uma ferramenta importante de proteção nas colmeias num contexto em que esses ambientes 

são ricos em nutrientes e por este motivo são hospedeiros de uma ampla variedade de fungos 

saprofíticos, além de também atuarem impedindo a entrada de parasitas no ninho (NIU; 

JHONSON; BERENBAUM, 2010).  

A própolis bruta geralmente é encontrada no estado sólido (15 °C a 30 °C) e 

maleável a partir dos 30 °C. Suas propriedades físicas, como cor, odor e faixa de fusão (60 °C 

a 70 °C) variam de um tipo para outro. Alguns solventes como éter, etanol, acetona, tolueno e 

tricloroetileno, permitem a dissolução de muitos dos seus constituintes (PEREIRA, et al., 

2015; SALGUEIRO; CASTRO, 2017). 

A composição química de cada tipo de própolis varia de acordo com a região 

geográfica onde está inserida a colmeia, época de coleta do material, como também da espécie 

vegetal que é utilizada como matéria prima para produzir cada tipo de própolis (PAVLOVIC 

et al., 2020; DAMODARAN, 2021). Essas diferenças resultam na diversidade da composição 

química e consequentemente observa-se um vasto potencial na atividade biológica, tais como 

anti-inflamatória (SFORCIN; BANKOVA, 2011;), antibacteriana, antifúngica, anticâncer, 

entre outros (ALENCAR et al., 2007; SILVEIRA et al., 2021). 

As própolis brasileiras são classificadas em 13 tipos (tipos 1 a 13) de acordo com sua 

origem botânica, localização, cor e época de coleta (ALENCAR et al., 2007; OLDONI et al., 

2015). Devido ao clima brasileiro, as abelhas coletam a resina que dá origem à própolis o ano 
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todo, e este é um país que se destaca por possuir diversos tipos de própolis com diferentes 

origens botânicas (PRZYBYŁEK; KARPIŃSKI, 2019).  

Entre os tipos de própolis encontradas no Brasil, pode-se citar a própolis verde, cuja 

resina de origem vem de brotos jovens não expandidos de Baccharis dracunculifolia 

(TEIXEIRA et al., 2005), a própolis vermelha, onde a árvore Dalbergia ecastophyllum (L) 

Taub atua como fonte da resina para esta própolis (DAUGSCH et al., 2008) e um novo tipo 

de própolis foi descoberta nos últimos anos (e portanto não classificada dentre os 13 tipos), a 

própolis verde da Caatinga, onde a Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir configura como a 

principal fonte de resinas para essa própolis (FERREIRA et al., 2017; SON et al., 2022). 

Existem muitos trabalhos que tratam das propriedades biológicas in vitro e in vivo da 

própolis (MACHADO et al., 2016; YUAN, et al., 2020; CONTE et al., 2021). Esta ampla 

gama de bioatividade e a descoberta contínua de novos compostos, tornam a própolis um 

potencial candidato à descoberta de fármacos que podem ser úteis em diversos cenários 

clínicos (SILVA-CARVALHO et al., 2015).  

Percebe-se também que poucos são os trabalhos que estudam os microrganismos 

presentes na própolis, havendo trabalhos de metagenômica (SAELAO et al., 2020) e outros no 

âmbito do isolamento e cultivo de microrganismos da própolis da Itália (CASALONE et al., 

2020); e fungos da própolis da Bahia (FERREIRA et al., 2021) e de Porto Rico (SALLEMI et 

al., 2022). 

Até o momento, a maioria dos estudos relativos ao potencial biológico dos 

compostos presentes nas própolis partem da premissa de que esses compostos bioativos são 

levados pela abelha, e formaram a própolis exclusivamente a partir da sua origem botânica. 

Nesse raciocínio, existe uma linha científica pouco abordada até o momento, sobre o papel 

dos microrganismos na produção dos metabólitos secundários e no ambiente em que estão 

inseridos (IÓCA et al., 2014). 

Muitos fatores contribuem para a alta diversidade na composição e estrutura do 

microbioma da colmeia, como a disponibilidade de alimentos durante a estação de 

forrageamento das abelhas, vegetação, tratamentos fitossanitários em culturas agrícolas 

próximas às colmeias, como também a localização geográfica que a colmeia está instalada 

(LIU et al., 2020a; MUÑOZ-COLMERENO et al., 2020; NOWAK et al., 2021).  

Nesse sentido, no melhor do nosso conhecimento, não há trabalhos de isolamento e 

identificação de microrganismos, por técnicas dependentes de cultivo e nem estudos 

utilizando métodos independentes de cultivo para as própolis verde, vermelha e a verde da 
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Caatinga. Por isso, com este trabalho, visou-se isolar e identificar os microrganismos 

presentes nestes três tipos de própolis, como também a partir de suas resinas de origem. 

 

2.1.1. Própolis verde 

A resina que dá origem a própolis verde é proveniente, principalmente, de brotos 

jovens não expandidos de Baccharis dracunculifolia DC (alecrim-do-campo). Essa espécie 

botânica é distribuída na América do Sul: Argentina, Bolívia, Paraguai, Peru, Uruguai e Brasil 

(Sul, Sudeste e Centro-Oeste). Está presente em diversos tipos de vegetação, ocorrendo tanto 

nos campos do planalto quanto nas restingas costeiras, e a sua origem fitogeográfica são a 

Mata Atlântica, o Cerrado e o Pampa (HEIDEN, 2022; MINTEGUIAGA et al., 2021).  

Estudos indicam que são as substâncias voláteis presentes nos brotos que atraem as 

abelhas para a coleta de resina. Esse tipo de própolis é encontrado, principalmente, na região 

sudeste brasileira, nos estados de Minas Gerais, São Paulo e Rio de Janeiro (ALENCAR et 

al., 2005; TEIXEIRA et al., 2005). 

Compostos frequentemente encontrados na própolis verde são os mono e 

sesquiterpenos, responsáveis por seu característico odor resinoso e contribuindo para a 

atividade antimicrobiana, como o farnesol (1) (Figura 1) que demonstrou afetar o acúmulo e o 

conteúdo de polissacarídeos de Streptococcus mutans (HAYACIBARA et al., 2003). Essa 

própolis é tradicionalmente usada para tratar processos inflamatórios e distúrbios hepáticos e 

estomacais (ZHANG et al., 2017).  

Análises fitoquímicas de partes aéreas e subterrâneas de B. dracunculifolia indicaram 

a presença de óleos, ácidos fenólicos: artepillin C (2) e p-cumárico (3), flavonóides: 

naringenina (4) e acacetina(5) (Figura 1), diterpenos, triterpenos e glicosídeos. Esses 

compostos isolados de extratos da planta e também encontrados na própolis verde garantem 

propriedades anti-ulcerogênico, antioxidante, atividade antimicrobiana, como também 

aplicações para o tratamento de pacientes oncológicos, ou que possuem diabetes, hipertensão 

e também são utilizadas na redução de células inflamadas (ZHANG et al., 2017; GAZIM et 

al., 2022; MINTEGUIAGA et al., 2022; OKAMURA et al., 2022).  

O composto químico encontrado em maior concentração na própolis verde é o ácido 

3,5-diprenil-4-hidroxicinâmico (artepellin C). Essa substância apresenta atividade 

antitumoral, antibacteriana, antiviral e também, mesmo aplicado em baixas concentrações, 

apresenta atividade analgésica e anti-inflamatória (PAULINO et al., 2008; SZLISZKA et al., 

2013; TORETI et al., 2013). 
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Figura 1. Compostos químicos encontrados na própolis verde. 

 

Em consequência da atividade antimicrobiana, a própolis verde é capaz de inibir o 

crescimento de fungos e bactérias (BASTOS et al., 2008; PAZIN et al., 2019). Estudos têm 

mostrado que compostos fitoquímicos como os encontrados na própolis verde podem interagir 

e modificar a estrutura das biomembranas das células-alvo, levando as proteínas de membrana 

a perderem suas funções e refletindo um grande repertório de efeitos biológicos (REMPE et 

al. 2017). E devido a esses motivos, a própolis verde vem sendo cada vez mais utilizada na 

medicina e na indústria farmacêutica (MARUYAMA et al., 2009).  

 

2.1.2. Própolis vermelha 

A própolis vermelha, encontrada no nordeste brasileiro provém da resina de 

Dalbergia ecastophyllum (L) Taub, popularmente conhecida como rabo de bugio, espécie 

encontrada principalmente nos estados da Bahia, Pernambuco, Alagoas e Sergipe e a sua 

ocorrência é quase sempre associada a manguezais e áreas de restinga, reunindo um 

emaranhado de raízes, ramos e caules que auxiliam na fixação da areia (DAUGSCH et al., 

2007; MATA et al., 2014). Foi possível identificar que esta planta é a que fornece a resina que 



21 
 

dá origem à própolis vermelha através da comparação química de compostos presentes na 

resina e na própolis (DAUGSCH et al., 2007; JAIN et al., 2014). 

Como exemplo dos compostos químicos na própolis vermelha, pode-se citar as 

chalconas, isoflavonas e pterocarpanos (BANKOVA et al., 2019). No entanto, sua 

composição está fortemente influenciada pela localização e as condições meteorológicas da 

época da coleta da própolis (BUENO-SILVA et al., 2017; BANKOVA et al., 2019). 

Entre os compostos químicos em comum na própolis vermelha e na planta D. 

ecastophyllum, pode-se citar os flavonoides: isoliquiritigenina (6), liquiritigenina (7), 

naringenina (8) e os isoflavonoides: formononetina (9) e mucronulatol (10) (Figura2) 

(DAUGSCH et al., 2007; PICCINELLI et al., 2011). 

 

Figura 2. Compostos químicos encontrados na própolis vermelha 
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Devido à sua composição química complexa e distinta das demais própolis 

brasileiras, a própolis vermelha apresenta diversas propriedades biológicas, destacando-se sua 

atividade antibacteriana, antifúngica, antioxidante, anti-inflamatória e anticancerígena. Por 

este motivo, a própolis vermelha é promissora no desenvolvimento de pesquisas em saúde, 

agregando benefícios clínicos e comerciais (PONTES et al., 2018; SANTOS et al., 2019). 

 

2.1.3. Própolis verde da Caatinga 

Para a produção de própolis verde da Caatinga, as abelhas coletam material resinoso 

de plantas da espécie Mimosa tenuiflora (Jurema-Preta) (FERREIRA et al., 2017; SON et al., 

2022). A semelhança dos perfis químicos (através de análises cromatográficas) da própolis e 

dos ápices vegetais demonstram fortes evidências indicando que a jurema-preta é uma das 

principais fontes de resina da própolis verde do Nordeste (FERREIRA et al., 2017).  

Popularmente conhecida como “Jurema-Preta”, M. tenuiflora pertence à família 

Fabaceae e ocorre nos domínios fitogeográficos da Caatinga e Cerrado. A M. tenuiflora é 

caracterizada pela presença de espinhos nos galhos e a floração ocorre durante a estação 

chuvosa do ano, geralmente, três a cinco meses no ano (de janeiro a maio) (SANTISTEBAN 

et al., 2019; WALTER et al., 2020). 

Uma peculiaridade do perfil químico das amostras analisadas da própolis verde da 

Caatinga é o teor relativamente alto de chalconas. Tais metabólitos são precursores 

biossintéticos de outras classes de flavonoides e devido a isso, essa própolis tem perspectivas 

promissoras no mercado apícola (FERREIRA et al., 2017). 

Mendonça et al. (2021) identificaram pela primeira vez os compostos mais 

abundantes presentes na própolis verde da Caatinga, como os sesquiterpenos:  β-cariofileno 

(11), 7-epi-α-selineno (12) e δ-cadineno (13) (Figura 3).  
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Figura 3.  Compostos químicos encontrados na própolis verde da Caatinga. 

 

Para este tipo de própolis, escassos são os estudos relativos à sua atividade biológica. 

Mas, mediante análises cromatográficas de análise, salienta-se que a composição química da 

própolis verde da Caatinga é diferente dos demais tipos de própolis encontradas no Brasil 

(FERREIRA et al., 2017). 

Apesar dos diversos estudos referentes às composições químicas e atividades 

biológicas das própolis pouco se conhece sobre a microbiota associada própolis e suas 

funções, ou seja, se os microrganismos teriam algum papel nestas atividades ou se seriam 

exclusivas dos compostos de plantas. 

 

2.2. Metabólitos secundários bioativos produzidos por bactérias 

Os metabólitos secundários são moléculas orgânicas bem diversificadas 

estruturalmente de baixo peso molecular (menores de 2.000 Da) que desempenham diversas 

funções nos organismos produtores, como auxiliar na competição por espaço, luz e nutrientes, 

atração, estimulação, agentes de transporte de metais, agentes de comunicação entre 

microrganismos, plantas, nematóides e insetos, como também defesa contra predadores, 

através da produção de antibióticos e antifúngicos (DEEPIKA; MURALI; 

SATYAMOORTHY 2016; MEIJ et al., 2017; SAMUELS; MATTOSO; MOREIRA, 2013). 

Qualquer que seja o papel biológico dos metabólitos secundários na natureza, eles 

são importantes para os organismos que as sintetizam, uma vez que uma quantidade 

significativa de recursos celulares, incluindo moléculas de construção do metabolismo 

primário e energia na forma de ATP e NADPH são necessários para sua biossíntese. 

Aparentemente, as vias biossintéticas dos metabólitos secundários evoluíram ao longo de 

milhões de anos para gerar estruturas químicas que interagem com alvos biológicos 

específicos, seja no próprio organismo produtor ou naqueles presentes no ambiente 
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circundante. Consequentemente, pode-se presumir que a maioria, senão todos, os metabólitos 

secundários têm atividades biológicas, embora talvez ainda não se tenham ensaios para 

detectá-los (SEKUROVA; SCHNEIDER; ZOTCHEV  et al, 2019). 

Os microrganismos representam uma importante e diversa fonte de produtos naturais 

farmacologicamente ativos para tratar diversas doenças, infecções e até mesmo câncer. 

Salienta-se que mais de 50 % de todos os medicamentos farmacêuticos utilizados atualmente 

no mercado são diretamente derivados ou inspirados em produtos naturais (NEWMAN; 

CRAGG, 2016).  

Avanços recentes em técnicas de engenharia metabólica desvendaram novos métodos 

para superar as limitações associadas com síntese em larga escala de metabólitos importantes 

e tornam os microrganismos consideráveis produtores de vários agentes químicos valiosos. A 

obtenção de moléculas bioativas a partir de microrganismos abre uma nova área de pesquisa 

para o uso desses metabólitos como uma fonte alternativa viável e não controversa de 

fitoquímicos importantes. Dessa maneira, estará atendendo uma crescente necessidade da 

indústria, seja ela voltada para a saúde humana, animal ou agrícola, que é desenvolver, 

sintetizar ou descobrir novas moléculas bioativas potentes que sejam seguras e eficazes contra 

fungos e bactérias multirresistentes (DEEPIKA; MURALI; SATYAMOORTHY 2016; 

WANG et al., 2016). 

As bactérias são, talvez, os produtores microbianos mais prolíficos de produtos 

naturais bioativos. As novas estratégias para explorar a diversidade microbiana, incluindo o 

cultivo in situ, a mineração do genoma e do metagenoma, auxiliam na investigação do seu 

potencial químico e contribuem para expandir a compreensão de como os microrganismos 

interagem entre si e com outros organismos presentes em determinado nicho ecológico. Tudo 

isso associado com novos métodos e ferramentas para avaliar o potencial biossintético das 

bactérias facilita a descoberta de novas moléculas bioativas (STRACHAN ; DAVIES, 2016; 

METELEV et al., 2017). 

O extenso estudo do perfil metabólico de bactérias revelou produtos naturais 

estruturalmente únicos (GONTANGET al., 2010). A descoberta dessas novas moléculas é 

favorecida quando se explora microrganismos de ambientes anteriormente pouco explorados, 

inóspitos ou com propriedades antimicrobianas (como a própolis). Explorar esses ambientes é 

de extrema importância, visto que há relatos de que o ambiente tem um impacto importante na 

capacidade de uma mesma espécie bacteriana de biossintetizar ou não metabólitos 
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secundários bioativos (ZIEMERTET al., 2014; SEKUROVA; SCHNEIDER; ZOTCHEV, 

2019). 

Uma abordagem utilizada para estudar metabólitos de baixo peso molecular e as vias  

metabólicas, é a metabolômica (WU et al., 2015; TURI et al., 2018). Essa abordagem vem 

sendo conduzida em diversos ambientes, como em universidades, hospitais universitários, 

grandes organizações públicas de pesquisa e em laboratórios de grandes empresas 

multinacionais para descobrir biomarcadores, medicamentos. É uma ferramenta utilizada na 

nutrigenômica, na metabolômica e para estudar a interação dos organismos com o meio 

ambiente, na área de ecologia e ecofisiologia. Além disso, as tecnologias de metabolômicas 

podem ser utilizadas para a descoberta e identificação de marcadores de plantas doentes e 

estressadas, bem como para acompanhar modificações genéticas e elucidar efeitos biológicos 

(CRIGHTON et al., 2016; HU; XU 2014; MATTOLI; GIANNI; BURICO, 2023). 

A metabolômica microbiana concentra-se na análise de metabólitos primários 

intracelulares ou extracelulares, moléculas sinalizadoras, hormônios e metabólitos 

secundários, além de contribuir para avanços na descoberta de vias metabólicas únicas, como 

também no entendimento do comportamento dos microrganismos no ambiente. O progresso 

na metabolômica microbiana encontra desafios principalmente devido à elevada 

complexidade e diversidade de metabólitos microbianos, que geralmente são difíceis de 

identificar. Contudo, com o rápido desenvolvimento de novas técnicas analíticas, a 

metabolômica microbiana tem atraído cada vez mais atenção porque não apenas elucida a 

rede de várias vias metabólicas, mas também expõe a mecanismos subjacentes às interações 

entre microrganismos e hospedeiros (XU et al., 2014; YE et al., 2022). 

Alguns fatores contribuem para a urgência em se obter novas moléculas bioativas, 

entre esses fatores podemos citar o aumento da população, a dificuldade em acessar alimentos 

de qualidade por muitos e o surgimento de novos patógenos multirresistentes aos tratamentos 

químicos que são os desafios enfrentados pelo mundo em desenvolvimento, e por essas 

razões, há uma demanda cada vez maior por novas moléculas eficazes e mais seguras para 

combater doenças em humanos, em animais e vegetais (PATIL; PATIL; MAHESHWARI 

2016).  

A utilização de metabólitos bioativos produzidos por bactérias contribui para uma 

agricultura mais sustentável, visto que podem diminuir a utilização de defensivos químicos e 

permitir a sanidade da lavoura, garantindo assim a sua produtividade. A utilização desses 

metabólitos na cultura da cana-de-açúcar pode contribuir para controlar o agente causal da 

podridão vermelha, o fungo Colletotrichum falcatum, visto que esse é um patógeno que 
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desenvolve rápida resistência frente a princípios ativos químicos utilizado para controlá-lo, 

como também desenvolve estratégias evolutivas para infectar variedades que foram 

desenvolvidas para serem resistentes a esse patógeno. E essas são algumas das principais 

razões  que contribuem para a necessidade de se utilizar vias alternativas para garantir a 

sanidade das culturas (DORNELES et al., 2018). 

 

2.3. Colletotrichum falcatum e a cultura da cana-de-açúcar 

A cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.) pertence à família Poaceae é uma das 

mais importantes culturas do setor agroindustrial e trata-se de uma cultura amplamente 

cultivada em regiões tropicais e subtropicais do mundo. Essa cultura é utilizada para produção 

de açúcar, açúcar mascavo, melaço, bioetanol, ração para gado e xaropes (PATEL et al., 

2018). 

No Brasil, a cultura da cana-de-açúcar no ano de 2022, ultrapassou a marca de 724 

milhões de toneladas, com uma área colhida de aproximadamente 9 milhões de hectares 

(IBGE, 2022). No estado de São Paulo, estado com maior produção de cana-de-açúcar no 

país, a quantidade produzida ultrapassou a marca de 420 milhões de toneladas com uma área 

plantada superior a 5 milhões de hectares produzida, segundo o último censo do Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), liberado em 2022. Ainda segundo o IBGE 

(2022) na cidade de Piracicaba, interior de São Paulo, a quantidade produzida foi de 3,12 

milhões de toneladas, com uma área colhida de 48 mil hectares no referido ano. Assim, nota-

se a importância socioeconômica dessa cultura para o país, estado de São Paulo e a região 

Piracicabana. 

Em condições de campo, a cana-de-açúcar é suscetível a muitas doenças bacterianas, 

virais e fúngicas, mas entre elas as infecções fúngicas são as mais críticas, pois podem afetar 

todas as partes da planta, esse é o caso do fungo Colletotrichum falcatum, agente causal do 

complexo da doença da podridão vermelha (PATEL et al., 2018). 

Os inóculos desse fungo sobrevivem no solo e são disseminados pela irrigação, água 

da chuva e pela broca da raiz da cana-de-açúcar, causando infecções primárias e secundárias. 

A doença é inicialmente transmitida pelo solo, a propagação subsequente é devida aos danos 

causados no caule por práticas culturais inadequadas e principalmente pela broca que faz 

galerias no caule da cana-de-açúcar, como também ocorre a transmissão deste patógeno por 

outros vetores (HASSAN; AFGAN; HAFEEZ 2010).  
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O patógeno pode atacar qualquer parte da cana-de-açúcar, como o colmo, folha, 

brotos ou raiz. O C. falcatum completa seu ciclo de vida na folha da cana-de-açúcar e 

geralmente o dano à folha não representa um sério ameaça à cana ou causa muitos danos à 

planta. A fase mais prejudicial da podridão vermelha ocorre quando o patógeno ataca o colmo 

(DUTTAMAJUMDAR, 2008). 

As plantas apresentam sintomas característicos de descoloração, ressecamento e 

manchas avermelhadas nas folhas, expandindo-se em direção às nervuras das folhas. No 

colmo observa-se podridão interna avermelhada, intercalada com manchas brancas, o que 

provoca perda de qualidade e quantidade de biomassa (COSTA et al., 2021). Além disso, a 

inversão da sacarose pode ocorrer em colmos infectados pelo fungo, reduzindo a quantidade 

total de açúcar recuperável da planta, como também a redução da concentração e pureza da 

sacarose e açúcares redutores (PRIHASTUTI et al., 2010; THANGAMANIL et al., 2013; 

SHARMA et al., 2015). 

Várias práticas de manejo devem ser amplamente praticadas para o controle dessa 

doença, como o desenvolvimento de variedades resistentes ao patógeno, material propagativo 

livre do patógeno e a utilização de princípios ativos com atividade fungicida (KUMAR; RAJ, 

2002; HASSAN; AFGAN; HAFEEZ 2010). Contudo, o fungo C. falcatum é de rápida 

evolução, se reproduz muito rápido, o que contribui para a formação de novas cepas 

virulentas, dessa maneira, as variedades recém liberadas resistentes a esse patógeno, muitas 

vezes, tornam-se suscetíveis ao ataque do fungo, complicando o desenvolvimento de 

cultivares resistentes à podridão vermelha que permaneçam no mercado por alguns anos 

(HASSAN; AFGAN; HAFEEZ 2010; AMORIM et al., 2016). Outro fator que dificulta o 

tratamento químico deste fitopatógeno com fungicidas são fatores relacionados à própria 

cana-de-açúcar, pois devido à natureza impermeável das cascas e os nós fibrosos, não 

permitem absorção suficiente dos fungicidas, diminuindo então a sua eficiência 

(AGNIHOTRI, 1990). 

Um outro desafio a ser enfrentado é de que os fungicidas não são ecológicos, podem 

se acumular no solo, corpos d’água e tecidos vegetais e se utilizados de maneira indevida, 

podem acarretar efeito deletério ao homem, ambiente, afetar espécies da fauna e flora, além 

de aumentar a possibilidade do surgimento de patógenos resistentes aos princípios ativos 

(SANTOS et al., 2014; SILVA et al., 2020; HURTADO; ROMERO; LÓPEZ, 2021; BHATI; 

SHOUCHE 2019), criando problemas para toda a cadeia produtiva da cana-de-açúcar. 

Por esses motivos, há investimento massivo na tentativa de diminuir o impacto social 

e ambiental causados pelos fungicidas atualmente disponíveis, e pesquisadores têm procurado 
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por compostos naturais bioativos que agem de maneira diferente de antifúngicos comumente 

conhecidos e que não apresentam os mesmos efeitos nocivos ao ambiente e ao homem, 

tornando, assim, uma alternativa para o controle biológico de fitopatógenos na agricultura e 

contribuem para aumentar a produtividade das culturas de interesse agrícola (PAZIN et al., 

2018; MILANI; OLIVEIRA; MORALES 2020). 
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3. HIPÓTESE 

Existem fungos e bactérias associados à própolis verde, vermelha e a verde da 

Caatinga e as bactérias isoladas desses materiais possuem potencial antagonista a fungo 

fitopatogênico.  
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4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

 O objetivo deste estudo foi isolar, caracterizar o morfotipo (quanto a coloração das 

células bacterianas) e identificar os microrganismos associados à própolis verde, vermelha e 

verde da Caatinga e de suas respectivas resinas de origem botânica. Adicionalmente, avaliar 

as bactérias isoladas quanto ao seu potencial antagônico ao fungo Colletotrichum falcatum 

(agente causal da mancha vermelha na cana-de-açúcar) e estudar os possíveis metabólitos 

bioativos com atividade antifúngica. 

 

4.2 Objetivos específicos 

1. Coletar própolis verde, vermelha e verde da Caatinga e suas respectivas 

resinas botânicas de origem; 

2. Isolar fungos e bactérias desses materiais biológicos; 

3. Caracterizar o morfotipo desses microrganismos quanto a cor das células 

bacterianas, do micélio aéreo (se fungos), cor que os microrganismos 

apresentavam no verso da placa e produção de pigmento solúvel; 

4. Identificar os microrganismos por técnicas moleculares com amplificação da 

região 16S para bactérias e ITS para fungos; 

5. Avaliar o potencial antagônico das bactérias ao fungo fitopatogênico 

Colletotrichum falcatum; 

6. Selecionar um isolado promissor e avaliar seu perfil químico quanto à 

produção de metabólitos bioativos. 

 



32 
 

 
 

  



33 
 

5. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Coleta da própolis verde 

Amostras da própolis verde e da espécie botânica Baccharis dracunculifolia DC 

foram coletadas na cidade de Guaranésia, distrito Santa Cruz da Prata, Minas Gerais (S 

21°20’61,67’’; W 46°75’51,66’’), no apiário Taquaruçu, no dia 27 de outubro de 2022. A 

coleta aconteceu em três colmeias, e de cada colmeia (Figura 4A) foi retirado um coletor 

conhecido por sarrafo com a própolis.  

Para o estudo dos microrganismos associados à própolis por técnicas dependente de 

cultivo, de cada coletor/sarrafo foram geradas três réplicas. Cada réplica tinha três gramas e 

foram imediatamente acondicionadas em tubo falcon estéril com 27 mL da solução salina 

Phosphate – Buffered – Saline (PBS) (8 g L-1 NaCl, 0,2 g L-1 KCl, 1,44 g L-1 Na2HPO4, 0,24 g 

L-1 KH2PO4, pH 7,4).  

Em paralelo, foram coletados brotos não expandidos de três indivíduos de B. 

dracunculifolia) alecrim-do-campo (Figura 4C) nas proximidades do apiário, com o auxílio de 

um bisturi estéril, que foram armazenados em tubos eppendorf. No caso dos brotos, a 

quantidade de solução PBS adicionada foi até cobrir o broto. 

 

Figura 4. Material coletado para isolamento dos microrganismos da própolis verde. A) Colmeia onde foi 

retirado o sarrafo (coletor) com a própolis verde; B) Sarrafo com a própolis verde; C) Em destaque brotos de 

alecrim-do-campo usados para remoção de resinas e produção de própolis pelas abelhas. 

  

5.2 Coleta da própolis vermelha 

A própolis vermelha e sua espécie botânica relacionada D. ecastaphyllum foram 

coletadas na cidade de Marechal Deodoro, Alagoas, em um apiário fornecedor de própolis 

bruta com indicação geográfica localizado a cerca de 500 metros do mangue (S 9° 73’09,66’’; 
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W 35° 88’58,33’’), em 11 de janeiro de 2023. Sarrafos contendo própolis foram coletados de 

sete colmeias do mesmo apiário (Figura 5) e transportados brevemente para o laboratório do 

Prof. Dr. Ticiano Gomes do Nascimento, do Instituto de Ciências Farmacêuticas da UFAL. 

Neste laboratório de apoio ocorreu o processamento inicial, em ambiente estéril,  onde foram 

geradas sete réplicas, uma de cada colmeia. Cada réplica foi representada por três gramas de 

própolis em 27 ml de solução PBS. 

No mangue, pedaços de tronco de D. ecastaphyllum com feridas exsudando a resina 

vermelha usada pelas abelhas para produzir a própolis, também foram coletados com um 

bisturi estéril e acondicionadas em tubos falcon contendo a solução PBS e levados ao 

laboratório.  

 

Figura 5. Material coletado para isolamento dos microrganismos da própolis vermelha. A) Colmeia onde foi 

retirado o sarrafo (coletor) com a própolis vermelha; B) Sarrafo com a própolis vermelha; C) Ferida no tronco de 

D. ecastaphyllum para exsudação da resina. 

 

5.3 Coleta da própolis verde da Caatinga 

A terceira coleta foi a da própolis verde da Caatinga e os brotos não expandidos da 

sua espécie botânica relacionada Mimosa tenuiflora (Jurema Preta) (Figura 6), a qual ocorreu 

na cidade de Remanso, Bahia (S 9° 57’11,74’’, W 2° 11’69,42’’), em 14 de janeiro de 2023. 

Foram visitados dois apiários localizados a cerca de 100 metros um do outro. Nas 

proximidades das colmeias, não há aplicação de defensivos agrícolas para controle de pragas 

e doenças em culturas agrícolas e por isso, essa própolis é considerada orgânica. Como as 

colmeias não continham sarrafos ou coletores formados, a própolis foi retirada das tampas das 

colmeias por raspagem. Foram obtidas própolis de três colmeias do primeiro apiário e duas 

colmeias do segundo apiário. 

 

 

A B C 
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Figura 6. Brotos jovens que contém a resina que dá origem à própolis verde da Caatinga. 

 

Para os procedimentos de preparo e armazenamento das amostras, foi empregado os 

mesmos parâmetros para as outras própolis. E salienta-se que todas as amostras foram 

colocadas em caixas de isopor contendo bolsas de gelo e transportadas até os laboratórios da 

ESALQ/USP. 

 

5.4 Isolamento dos microrganismos 

No laboratório de microbiologia e produtos naturais na ESALQ|USP as amostras de 

própolis e de suas respectivas resinas de origem foram homogeneizadas, e retiradas uma 

alíquota de 1 mL de cada uma das réplicas biológicas, transferidas para um tubo falcon, 

homogeneizadas (para formar uma amostra composta) e realizada a diluição seriada, até 10-6 

para bactérias e 10-4 para fungos. Para a etapa de plaqueamento, alíquotas de 0,1 mL foram 

plaqueadas (placa de Petri 90 x 15 mm) em triplicata e cultivadas com diferentes meios de 

cultura para o crescimento e isolamento dos microrganismos.  

Para crescimento de fungos, foram utilizados os meios Batata-Dextrose-Ágar (BDA) 

e meio Mártin (MA); para crescimento das bactérias, foi utilizado os meios de cultura Ágar 

Nutriente (AN), Ágar Triptona de Soja (TSA); Agar Extrato Glicose Triptona (TGE); Ágar e 

sais minerais com baixo teor de nutrientes (LNMS), Sais minerais, amido e ágar caseína 

(MSSC) e International Project Streptomyces 2 (ISP2). As descrições detalhadas dos meios 

utilizados encontram-se no anexo 1. Como antibiótico, utilizou-se tetraciclina (10 µg mL-1) no 

meio BDA, e estreptomicina no meio Mártin segundo a recomendação de preparo do meio. 
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Como antifúngico, a nistatina (1µl mL-1) foi utilizada nos meios AN, TSA e TGE. Para os 

meios LNMS, MSSC e ISP2, foi utilizado a tetraciclina e nistatina nas concentrações 

supracitadas. Própolis adicional foi coletada para produção de meio de cultura com própolis, 

onde foi utilizada na concentração de 5 % e meio com glicerol (CCA), sem adição de 

antibióticos ou antifúngicos. Esses dois últimos meios foram desenvolvidos para isolamento 

de fungos e bactérias visando proporcionar condições nutricionais semelhantes às do seu 

ambiente. 

As placas foram incubadas a 28 °C e inspecionadas diariamente e conforme os 

microrganismos foram ficando visíveis foram sendo transferidos para novas placas até a 

purificação total dos isolados. Após purificação foram codificados e novamente transferidos 

para novas placas com meio de cultura de TSA para bactérias, meio BDA para fungos e meio 

ISP2 para actinobactérias. 

Em seguida foi realizada a caracterização do morfotipo desses microrganismos, 

avaliando a cor das colônias bacterianas, do micélio aéreo (se fungo), reverso (cor que o 

isolado produz no fundo da placa), se houve ou não a produção de pigmento solúvel. Para a 

determinação das cores foi utilizado o código RAL (2015). Quanto à coloração de Gram para 

as bactérias, foi utilizado o protocolo proposto por Gram (1884) e as células bacterianas foram 

analisadas em microscópio eletrônico LEICA ICC50 W com câmara acoplada. Nesse mesmo 

aparelho foi verificado as estruturas fúngicas coradas com azul de lactofenol.  

Quando se obteve as culturas puras dos microrganismos, as bactérias foram 

criopreservadas (com 20% de glicerol) e os fungos foram preservadas pelo método de 

Castellani (CASTELLANI 1939) e então receberam códigos alfanuméricos, identificando de 

qual meio de cultura cada microrganismo foi isolado e de qual tipo de própolis ou respectiva 

origem botânica, como por exemplo a bactéria AN P REM 1, onde o AN representa o meio no 

qual a bactéria foi isolada, neste caso o meio ágar nutriente, o P refere-se que o 

microrganismo foi isolado da própolis, o REM faz referência à cidade que o microrganismo 

foi isolado, neste exemplo refere-se à Remanso e o número representa o número do isolado. 

 

  



37 
 

5.5 Identificação dos isolados 

5.5.1 Extração de DNA e PCR das bactérias 

Para a identificação das bactérias, esses microrganismos foram cultivados em meio 

sólido TSA por 24 horas, após esse período foi realizada uma suspensão dessas bactérias 

direto da placa de Petri com solução salina (NaCl 0,85%) e 1 mL dessa suspensão foi 

transferida para um eppendorf estéril para dar início à extração.  

Para tal procedimento, foi utilizado o kit de extração InstaGeneTM Matrix e seguido 

os seguintes passos: a) O eppendorf com a suspensão salina foi centrifugado a 12.000 rpm por 

três minutos para decantação das células bacterianas e o sobrenadante foi descartado; b) As 

células foram ressuspendidas em 1 mL de água Milli-Q e então centrifugadas a 12.000 rpm 

por três minutos e o sobrenadante foi descartado; c) foi adicionado ao pellet (células 

decantadas) 200 µL de InstaGeneTM , homogeneizado em vórtex por 10 segundos e incubado 

por 30 minutos a 56 °C; d) as amostras foram agitadas por 10 segundos em vórtex e então 

incubadas por 8 minutos a uma temperatura de 100 °C; e) e por último as amostras foram 

homogeneizadas em vórtex por 10 segundos e centrifugadas a 12.000 rpm por três minutos, e 

assim foi finalizada a extração. Para confirmar a qualidade e a integridade da extração de 

DNA, correu-se um gel de agarose 1 % corado com azul de bromofenol e Gel Red nas 

condições de 2 µl e 0,3 µl respectivamente por amostra em uma voltagem de 85 V por trinta 

minutos. Ao final da corrida o gel foi visualizado em luz UV e fotodocumentador (BioRad).  

Confirmada a extração de DNA, seguiu-se para a amplificação da região 16S V3/V4 

das bactérias utilizando os primers 341F 

(5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCA G-3’) 

e 785R (5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGCAGGACTAGHVGGGTATC 

TAATCC-3’) (KLINDWORTH et al., 2013). A reação de PCR foi realizada utilizando 22 µl 

de H2O DNA e RNA free, 20µl de PCR Bio 2x, 2 µl do primer 341F e 2 µl do primer 785R, 

dessa forma totalizando um volume final de 50 µl. O ciclo utilizado para a amplificação foi de 

95 °C por cinco minutos, seguidos de 30 ciclos de 94 ºC por 30 segundos, 51 ºC por 30 

segundos e 72 ºC por 30 segundos e para finalizar 72 ºC por 10 minutos. Para confirmar a 

qualidade da PCR, foi realizada mais uma corrida em gel de agarose a 1,5 % nas condições já 

mencionadas, seguidas de purificação realizando o procedimento operacional padrão do kit 

EasyPure® PCR Purification, quantificação em Nanodrop e depois as amostras foram 

enviadas para sequenciamento em empresa especializada. 
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5.5.2 Extração de DNA e PCR dos fungos 

Para a extração de DNA dos fungos, eles foram cultivados em meio BDA por 4 dias, 

após esse período, com o auxílio de um bisturi estéril, o micélio fúngico foi raspado e 

transferido para um eppendorf também estéril. Para a extração do DNA dos fungos foi 

utilizado o PowerSoil pro kit seguindo as recomendações do fabricante. Para a confirmação 

da extração do DNA, correu-se um gel de agarose a 1 % corado com azul de bromofenol e 

Gel Red nas condições de 2 µl e 0,3 µl respectivamente por amostra em uma voltagem de 85 

V por trinta minutos. Ao final da corrida o gel foi visualizado em luz UV e fotodocumentador 

(BioRad). 

Para a amplificação da região de interesse, foi utilizado a técnica de PCR (Reação em 

Cadeia da Polimerase) amplificando a região ITS (Internal Transcribed Spancer) utilizando 

os iniciadores ITS1F (CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) e ITS2R 

(GCTGCGTTCTTCATCG ATGC) (WHITE et al., 1990). A reação de PCR foi realizada 

utilizando 22 µl de H2O DNA e RNA free, 20µl de PCR Bio 2x, 2 µl do primer ITS1F e 2 µl 

do primer ITS2R, dessa forma totalizando um volume final de 50 µl. O ciclo utilizado para a 

amplificação foi de 94 °C por três minutos, seguidos de 35 ciclos de 94 ºC por 45 segundos, 

52 ºC por um minuto e 72 ºC por 90 segundos e para finalizar 72 ºC por 10 minutos 

(BOKULICH; MILLS 2013; HOGGARD et al., 2018). Para confirmar a qualidade da PCR, 

foi realizada mais uma corrida em gel de agarose a 1,5 % nas condições já mencionadas, 

seguidas de purificação realizando o procedimento operacional padrão do kit EasyPure® PCR 

Purification, quantificação em Nanodrop e depois as amostras foram enviadas para 

sequenciamento em empresa especializada. 

Em posse das sequências dos pares de base obtidas dos fungos e das bactérias, 

comparamos essas sequências com as que foram depositadas no banco de dados público 

GenBank do NCBI (National Center for Biotechnology Information), através da ferramenta 

BLAST (Basic Local Aligment Search Tool). 

 

5.6 Screening por ensaio antagônico 

Após a obtenção de culturas puras dos microrganismos isolados, foi realizado um 

screening através teste de cultivo antagônico in vitro das bactérias frente ao crescimento do 

Colletotrichum falcatum, um fungo de importância agrícola para o cultivo de cana-de-açúcar, 

e relevância para o Brasil e principalmente para o estado de São Paulo e a região de 
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Piracicaba-SP. Foi utilizado apenas as bactérias devido ao fato de serem prolíficas produtoras 

de metabólitos secundários e por serem a maioria predominante de microrganismos isolados 

neste trabalho. 

Para essa avaliação, o fungo C. falcatum foi cultivado em meio BDA por cinco dias a 

28 °C, em seguida, discos (7 mm de diâmetro) contendo os micélios do fungo foram 

inoculados no centro de uma placa de Petri (90 x 15 mm), também com BDA, por um período 

de 24 horas (quando o fungo já demonstrava crescimento).  

Após esse período, na mesma placa foram inoculadas duas bactérias em posição 

frontal ao fungo com um centímetro de distância da borda e cada estria com cerca de um 

centímetro (Figura 7) e mantidas em BOD a 28 ºC por cinco dias, período em que o controle 

(placas somente com o fungo) cresceu por toda a placa.  

 

 

Figura 7. Representação do ensaio antagônico das bactérias isoladas frente ao fungo Colletotrichum falcatum. 

 

Nos ensaios iniciais, foram utilizadas duas bactérias contra o fungo por placa. Após a 

seleção das bactérias com potencial de inibição de crescimento do fungo, foi utilizado uma 

bactéria contra o fungo por placa (cada bactéria representava um tratamento). 

Para calcular os percentuais de inibição do crescimento do fungo Colletotrichum 

falcatum foi utilizada a equação: ((DM – dm) / DM) x 100, onde DM = diâmetro médio das 

colônias do fitopatógeno das quatro réplicas do controle e dm = diâmetro médio das colônias 

do patógeno das quatro réplicas do ensaio de cultura dupla (WALUNJ; ABHANG; JOHN, 

2015). 

Esse ensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com 4 repetições 

e o tratamento controle. Salienta-se que o percentual de inibição foi calculado utilizando o 

software ImageJ e os resultados foram submetidos a análises de variância (ANOVA) a 5 % de 

significância e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância 

utilizando o software Speed Stat (CARVALHO et al., 2020). 

24 horas 
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5.7 Cultivo em meio líquido e extração dos metabólitos 

A seleção da bactéria para estudo químico foi realizada com base no desempenho 

desse microrganismo em inibir o fungo C. falcatum. 

Para a produção dos possíveis metabólitos secundários ativos, inicialmente a bactéria 

foi repicada em meio TSA e cultivada por três dias, posteriormente, 1 µL da bactéria foi 

inoculada em 100 mL do meio TSB por três dias a 28 ºC com agitação de 125 rpm. Em 

sequência, foi retirada uma alíquota de 3 ml e transferida para cada um dos três Erlenmeyers 

com meio TSB (para atingir um volume final de 300 mL cada Erlenmeyer) e cultivada por 7 

dias (à 28 °C e 125 rpm). 

Após esse período, a suspensão bacteriana foi centrifugada por 12 min a uma 

velocidade de 8000 rpm para a decantação das células. A etapa seguinte consistiu na partição 

líquido-líquido do sobrenadante com o solvente orgânico. Para a escolha do solvente, foi 

separada uma alíquota de dois mL da fração aquosa e transferida para um tubo e adicionado 

solventes orgânicos (na proporção 1:1) com diferentes graus de polaridade e imiscíveis com a 

água do meio metabólico, a saber, N-Butanol, diclorometano, clorofórmio e acetato de etila. 

A extração mais eficiente foi considerada aquela que melhor extraiu os metabólitos (extraiu o 

pigmento e não formou emulsão) no caso, o diclorometano.  

O sobrenadante do meio metabólico foi submetido à partição líquido-líquido com o 

solvente orgânico diclorometano na proporção (grau analítico, marca Êxodo Científica) 1:1 

por duas vezes. O extrato orgânico (diclorometano) foi concentrado em evaporador rotativo 

da marca IKA® RV 10 digital, que em seguida foi devidamente identificado, pesado em 

balança analítica e armazenado a 4 °C. Para as próximas etapas deste trabalho, foi utilizado o 

extrato orgânico, o extrato aquoso foi descartado por ser considerado um extrato que contém 

predominantemente resíduos de meios de cultivo. 

 

5.8 Fracionamento 

O extrato orgânico diclorometânico foi submetido a um clean up. Para isso, foi 

utilizado uma coluna aberta do tipo Sepak com fase estacionária de sílica derivatizada com 

grupos octadecilsilino- C18, marca Discovery® DSC de 1 g, e como eluente iniciou-se em 10 

mL 100% água ultrapura Miliq e depois 10 mL  metanol 100 % grau P. A. A fração 

metanólica foi seca, pesada e armazenada a 4 ºC, enquanto que a fração aquosa foi descartada. 
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Em seguida, a fração metanólica foi re-solubilizada em metanol em quantidade 

mínima à qual foi adicionada Celite® para formar uma pasta homogênea. A etapa seguinte foi 

secar essa pasta (que estava em tubo de cintilação) em rotaevaporador e então submetido a 

uma cromatografia em coluna de extração em fase sólida SPE (Solid Phase Extraction) com 

fase estacionária C18 – Discovery® DSC–18 de 5 g. Foram coletadas as frações eluídas em 

modo gradiente da seguinte composição: 60 mL de água 100 %; água:metanol (75:25); 

água:metanol (50:50);  água:metanol (25:75) e 100% metanol. A água utilizada foi a ultrapura 

Milliq e os solventes orgânicos graus P.A. 

As frações foram secas, e após preparada uma alíquota na concentração de 1 mg ml-1 

para análise de espectrometria de massas de alta resolução (UPLC-MS/MS) e outra alíquota 

reservada para o bioensaio de incorporação no meio de cultivo. 

 

5.9 Ensaio biológico de incorporação em meio de cultivo 

A avaliação da atividade antifúngica das frações foi realizada com o teste de inibição 

do crescimento micelial proposto por Rios, Recio & Villar (1988) com algumas modificações. 

Este método baseia-se na dispersão homogênea da amostra em um meio de cultura para 

avaliação de crescimento de microrganismos na presença de compostos. 

Primeiro, as frações foram ressuspendida em solução de DMSO e água destilada 

esterilizada (1:9) e em seguida incorporadas ao meio BDA (quando a temperatura estava 

próxima ao ponto de solidificação do meio) na concentração final de 250 µg mL-1. Os 

controles positivos utilizados foram os fungicidas Fox® e Priori Xtra®, com os princípios 

ativos Proticonazol e Azoxistrobina, respectivamente, testados na mesma concentração das 

frações, e como controle negativo foi utilizada uma solução de DSMO a 10 %, além do 

controle somente com o fitopatógeno. Esse ensaio foi realizado em placas de 24 poços com 6 

mL de meio de cultivo em cada poço. Para condução do experimento, plugs de 2 mm de 

diâmetro contendo micélio do C. falcatum foram adicionados ao centro dos poços das placas e 

foram incubadas em BOD a 28 °C por um período em que os controle negativo crescesse por 

todo o poço, o que levou quatro dias. O crescimento radial do fungo nas placas foi mensurado 

a partir da borda do plug até a distância máxima atingida pela colônia no poço. A inibição do 

crescimento observada nos tratamentos, em relação no controle, foi calculada de acordo com 

Gamliel: Katan: Cohen (1989), segundo a equação: 

 

Porcentagem de Inibição de crescimento (PIC) = 100-[ (R2/r2) x 100] 
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Onde R e r representam respectivamente, os raios das colônias do fungo nos 

tratamentos e no controle. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente 

casualizado com três repetições e então realizado a análise de variância utilizando o software 

Speed Stat (CARVALHO et al., 2020). A porcentagem de inibição das frações foi avaliada 

utilizando o programa Image Processing and Analysis in Java (ImageJ). 

 

5.10  Cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à espectrometria de massas 

(UPLC – MS/MS) 

Análises por cromatografia líquida de ultra alta eficiência (UPLC) acoplada à 

espectrometria de massas de alta resolução em tandem (HRMS/MS) das três réplicas 

biológicas  geradas após o clean up e as frações obtidas  por  cromatografia em coluna C18 

foram realizadas em um equipamento Waters Acquity UPLC H-class equipado com uma 

coluna de fase reversa (Waters Acquity UPLC BEH C18, 2,1 x 100 mm, 1,7 µm) acoplado 

com um espectrômetro de massas de Quadrupolo-Tempo de Voo (Waters Xevo QToF) com 

interface de electrospray (ESI). Foi utilizado um gradiente linear de água:acetonitrila 

acidificados com 0,1% de ácido fórmico de 90:10 até  0:100 em 12 minutos, mantido em 

100% acetonitrila  por 2 minutos, voltando a 90:10 em 0,1 minutos para acondicionar a 

coluna por 0,9 min para a seguinte injeção, com uma vazão de 0,500 mL min-1. A coluna foi 

mantida a uma temperatura de 40 °C e as amostras mantidas a 15 °C. As amostras foram 

solubilizadas em MeOH grau MS e analisadas na concentração de 1 mg mL-1, e o volume de 

injeção foi de 10 µL. 

Os dados brutos de MS/MS foram adquiridos no modo DDA (Data Dependent 

Acquisition) selecionando os 5 íons mais intensos, com taxa de scan para MS/MS de 0,2 s-1, 

exclusão dinâmica de picos de 5 s ou 10 mDa, uma energia de colisão MS/MS com rampa 

LM CE de 10-30 eV e rampa HM СЕ 40-60 eV. Os espectros de massas foram adquiridos nos 

modos positivo e resolução na faixa de 100-2000 Da. A fonte de ionização ESI foi operada 

com uma voltagem do capilar de 1,2 kV, a voltagem do cone de 30 V, a temperatura da fonte 

de 100 °C, a temperatura de dessolvatação de 450 °C, e vazão do gás no cone e de 

dessolvatação de 50 L h-1 cada. Para calibração interna utilizou-se uma solução de leucina-

encefalina (Sigma-Aldrich) 200 pg mL-1, infundida pela sonda do lock-mass com vazão de 

10,0 µL min-1. 
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5.11 Análise de redes moleculares clássicas (Classical Molecular Networking) 

Como primeira etapa, foi realizada a conversão dos dados do formato '.raw' para o 

formato '.mzML' utilizando o software MSConvert (ProteoWizard) (CHAMBERS et al., 

2012), seguido da correção desses dados utilizando a sequência de passos proposto por 

Breaud et al. (2020). Essa etapa foi realizada pois o valor m/z do íon precursor não 

corresponde necessariamente ao íon dos espectros MS1 retidos para a fragmentação. 

A rede molecular foi criada usando o fluxo de trabalho para redes moleculares 

clássicas (Classical Molecular Networking) (ARON et al., 2020) da plataforma do GNPS 

(http://gnps.uesd.edu) (WANG et al., 2016). Os dados foram filtrados removendo todos os 

íons fragmento MS/MS dentro da faixa de +/-17 Da do íon precursor. Os espectros de MS/MS 

foram filtrados por janela escolhendo apenas os seis íons fragmento mais intensos na janela de 

+/- 50 Da em todo o espectro, e o algoritmo MS-Clustering foi selecionado para a criação dos 

espectros consenso ou nós. A tolerância da massa tanto dos íons precursores quanto dos íons 

fragmento, foi de 0,02 Da para ambos. Os espectros tanto do controle negativo do meio de 

cultivo quanto dos solventes, foram excluídos ativando a opção “filtrar os espectros do grupo 

G6 como brancos antes da rede molecular”. A rede foi criada, conectando os nodos que 

tivessem um valor de cosseno (cosine score) mínimo de 0,7 e no mínimo cinco íons 

fragmento compartilhados. Além disso, as arestas entre os dois nós foram mantidas na rede 

somente se cada um dos nós aparecesse nos respectivos dez nós mais semelhantes. 

Finalmente, o tamanho máximo de uma família molecular foi definido como 100 nós e as 

bordas de pontuação mais baixa foram removidas das famílias moleculares até que o tamanho 

da família molecular estivesse abaixo desse limite. O modo de pesquisa analógico foi usado 

pesquisando contra espectros MS/MS com uma diferença máxima de 100,0 no valor do íon 

precursor. Os espectros na rede foram então pesquisados contra as bibliotecas espectrais do 

GNPS. Os espectros da biblioteca foram filtrados da mesma maneira que os dados de entrada. 

Todas as correspondências mantidas entre os espectros de rede e espectros de biblioteca 

precisavam ter uma pontuação acima de 0,70 e pelo menos cinco picos correspondentes. A 

rede molecular foi visualizada usando o software Cytoscape 3.7.0. 

 

  

http://gnps.uesd.edu/
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1 Isolamento dos microrganismos 

Após a coleta das amostras foi realizada uma diluição seriada e o plaqueamento da 

solução contendo as própolis e de suas respectivas resinas botânicas, e com cerca de 24 horas 

de incubação, foi possível observar o crescimento de bactérias, e a partir de então começou o 

processo de isolamento que durou até não crescer nenhum microrganismo com mofotipo 

diferente daqueles que já foram isolados (o que levou cerca de duas semanas). Os Fungos 

começaram a aparecer uma semana após o plaqueamento, e isso se deve ao metabolismo 

desses microrganismos ser mais lento quando comparados com o das bactérias. 

Para a própolis verde e sua resina foram, ao total, foram isolados 65 microrganismos, 

43 da Própolis verde (um fungo e 42 bactérias) e 22 microrganismos (2 fungos e 20 bactérias) 

dos brotos jovens da planta B. dracunculifolia. A tabela 1 apresenta o número de isolados por 

meio de cultivo utilizado para sua obtenção.  

 

Tabela 1. Microrganismos isolados da Própolis verde e de B. dracunculifolia. 

Meio de Cultura Própolis Verde 
Broto de Baccharis 

dracunculifolia 

BDA 0 0 

MA 0 0 

MSSC 0 0 

LNMS 4 2 

ISP2 4 2 

AN 17 3 

TGE 4 4 

TSA 8 9 

Ágar-Água+própolis 2 2 

CCA 4 0 

TOTAL 43 22 

AN: Ágar nutriente; BDA: Batata, Dextrose Ágar; CCA: Glicerol, Peptona e sais; ISP2:  International 

Streptomyces Project 2; LNMS: Ágar, sais minerais com baixo teor de nutrientes; MA: Mártin: MSSC: Sais 

minerais, amido e ágar caseína; TGE: Ágar Extrato glicose Triptona; TSA: Ágar Triptona de soja;  

 

Observando os morfotipos de todos os isolados (Anexo B), fez-se notório algumas 

diferenças como cor e produção de pigmentos solúveis, onde as cores marrom e amarelo se 
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fizeram presentes, produção de cepas amarelas sem pigmento solúvel, além do isolamento de 

microrganismos com a coloração branca, bege e cinza e produção de pigmento solúvel nas 

cores amarelas, marrom e bege (Figura 8). Apenas um fungo foi isolado no meio água + ágar 

+ própolis, este expôs micélio cinza esverdeado. As actinobactérias isoladas apresentaram 

coloração amarela, e uma variação de branco, cinza e marrom (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Exemplos de alguns morfotipos de microrganismos isolados da própolis verde e resina de B. 

dracunculifolia. As bactérias estão cultivadas em meio TSA e os fungos em meio BDA ou meio com própolis. 

 

Quanto aos microrganismos isolados da resina de Baccharis dracunculifolia, foram 

isolados microrganismos na cor marrom claro, amarelo, branco e outros. E os dois fungos 

filamentosos isolados do broto, foram isolados do meio ISP2, um apresentando uma cor cinza 
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escuro e o outro os micélios são laranja claro  (Figura 8).  A coloração é influenciada por 

fatores como pH, temperatura e fonte de nutrientes (AMAL et al., 2011). 

A caracterização do morfotipo aliada à utilização de técnicas moleculares para 

identificação de microrganismos, são passos fundamentais na identificação de novos grupos 

de táxons, pois características como cor da cepa e produção de pigmento solúvel, podem 

auxiliar na identificação e se tornam um indicativo da diversidade microbiana presente neste 

material e indispensáveis para a seleção de estirpes com potencial biotecnológico (CHAGAS 

JÚNIOR, OLIVEIRA: OLIVEIRA, 2010; BRITO et al., 2015; NAVROSKI et al., 2015; 

ARAUJO: GAUTER, 2017; INÁCIO et al., 2020). 

Ao final do isolamento dos microrganismos da própolis vermelha, foram isolados 47 

microrganismos, distribuídos em 32 microrganismos da própolis e 15 da resina de origem 

(Tabela 2) e da própolis verde da Caatinga um total de 52, com 32 microrganismos isolados 

da própolis (sendo 14 fungos) e 20 da resina (Tabela 3) (Anexo B). 

 

Tabela 2. Microrganismos isolados da Própolis Vermelha e de D. ecastophyllum 

Meio de Cultura Própolis Vermelha Resina de D. ecastophyllum 

BDA 1 0 

MA 1 0 

MSSC 1 0 

LNMS 4 0 

ISP2 4 0 

AN 6 5 

TGE 8 6 

TSA 5 3 

Ágar-Água+própolis 0 0 

CCA 2 1 

TOTAL 32 15 

AN: Ágar nutriente; BDA: Batata, Dextrose Ágar; CCA: Glicerol, Peptona e sais; ISP2: International 

Streptomyces Project 2; LNMS: Ágar, sais minerais com baixo teor de nutrientes; MA: Mártin; MSSC: Sais 

minerais, amido e ágar caseína TGE: Ágar Extrato glicose Triptona; TSA: Ágar Triptona de soja; 
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Tabela 3. Microrganismos isolados da Própolis Verde da Caatinga e de M. tenuiflora 

Meio de Cultura Própolis Vermelha Broto de M. tenuiflora 

BDA 3 0 

MA 5 0 

MSSC 3 1 

LNMS 4 0 

ISP2 2 7 

AN 7 2 

TGE 1 4 

TSA 5 5 

Ágar-Água+própolis 0 0 

CCA 2 1 

TOTAL 32 20 

AN: Ágar nutriente; BDA: Batata, Dextrose Ágar; CCA: Glicerol, Peptona e sais; ISP2: International 

Streptomyces Project 2; LNMS: Ágar, sais minerais com baixo teor de nutrientes; MA: Martin; MSSC: Sais 

minerais, amido e ágar caseína TGE:  Ágar Extrato glicose Triptona; TSA: Ágar Triptona de soja. 
 

Diferentes morfotipos foram isolados das amostras da própolis vermelha (ANEXO 

C) e da verde da Caatinga (ANEXO D) como também nas resinas de origem. Foram 

observadas bactérias apresentando as cores: branca, amarelo, cinza, marrom, bege e rosa; e 

com fungos apresentado a cor preta, branca, preta e branca, marrom e cinza (Figura 9).  

Os fungos filamentosos produzem uma gama de pigmentos que incluem diversas 

classes químicas, como carotenoides, melaninas, flavinas, fenazinas, quinonas e, mais 

especificamente, monascinas, violaceína ou índigo e podem ser utilizados como matéria prima 

com fonte de pigmentos e corantes naturais e dessa maneira substituir os sintéticos, visto que 

com a atual preferência dos consumidores por corantes naturais de qualidade alimentar está 

associada à imagem de saudável e de boa qualidade a busca por corantes naturais está cada 

vez maior (CARO et al., 2012; DUFOSSÉ et al., 2014). 

 

F
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Figura 9. Morfotipos de microrganismos isolados das própolis vermelha e verde da Caatinga, como também de 

suas resinas de origem no meio TSA e BDA. 

 

Entre as moléculas que apresentam cor produzidas pelas bactérias encontram-se os 

carotenoides, melaninas, flavinas, fenazinas, quinonas, bacterioclorofilas, monascinas, 

violaceína,  prodigiosina e o índigo (DUFOSSÉ, 2016).  

Muitos pigmentos têm importância industrial. O sucesso de qualquer produto 

pigmentar fabricado por fermentação depende da sua aceitabilidade no mercado, da aprovação 

regulamentar e da dimensão do investimento de capital necessário para a sua produção 

(VENIL; ZACARIA; AHAMAD, 2013). 

No campo dos corantes naturais, os pigmentos à base de bactérias estão atualmente 

sendo pesquisados como uma alternativa potencialmente viável aos pigmentos orgânicos 

devido aos múltiplos benefícios que proporcionam em termos de estabilidade de cor, 

acessibilidade e tecnologia de cultivo. Isso ocorre porque os pigmentos à base de bactérias 

oferecem aos corantes naturais uma opção mais ecológica e econômica (MUHAMMAD et al., 

2024). 
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A presença de microrganismos Gram positivos esteve apenas na própolis verde, com 

três isolados (ISP2 P GRN 2, ISP2 P GRN 3 e ISPE P GRN 4), as demais bactérias isoladas 

são Gram negativas, enquanto que para as outras própolis, todas as bactérias são Gram 

negativas. Sugerindo que a própolis é um ambiente mais propício a bactérias Gram negativas 

em comparação com as Gram-positivas. A coloração de Gram é um método importante e 

bastante utilizado na bacteriologia e sua finalidade é a classificação de microrganismos com 

base em suas características tintoriais, tamanho, forma e arranjo celular (FREITAS; PICOLI, 

2007).  

A partir desse isolamento, percebemos que há fungos e bactérias associados às 

própolis coletadas e às resinas de origem que apresentam diversos tipos de morfotipo, 

variando nas cores, produção de pigmento solúvel e à coloração de Gram a qual pertencem. 

 

6.2 Identificação dos microrganismos 

As sequências dos pares de base dos microrganismos isolados foram comparadas 

com as sequências depositadas no banco de dados GenBank, no “National Center for 

Biotechnology Information” (NCBI) utilizando a ferramenta “Basic Local Aligment Search 

Tool” (BLAST) para identificar os microrganismos. Alguns microrganismos não foram 

identificados, pois com a quantidade de pares de bases sequenciadas não foi suficiente para 

comparar com outras sequências no banco de dados. Para a própolis verde e a resina de 

Baccaris dracunculifolia 12 microrganismos não foram identificados; para a própolis 

vermelha, uma bactéria não foi identificada; para a própolis verde da Caatinga e sua resina de 

Mimosa tenuiflora, não foram identificados sete microrganismos. 

 

6.2.1 Identificação dos microrganismos da própolis verde e da resina de B. 

dracunculifolia 

Dos 65 microrganismos isolados da própolis verde e sua respectiva resina de origem, 

sendo 62 bactérias e três fungos, foram identificados 37 microrganismos da própolis e 16 da 

resina de Baccaris dracunculifolia, totalizando 53 microrganismos identificados. Desses, 48 

microrganismos foram identificados com porcentagem de similaridade superior a 99 %, os 

demais isolados tiveram o percentual de similaridade variando entre 96,37 e 98,5 % (Tabela 
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4). A tabela 4 está organizada com a primeira coluna identificando se o microrganismo foi 

isolado da própolis verde ou da resina de B. dracunculifolia, seguido de qual meio de cultura 

o microrganismo foi isolado, a terceira coluna indicando qual código cada isolado recebeu, a 

quarta coluna com a identificação de cada isolado e a quinta coluna, indica o percentual de 

identificação dos microrganismos. 

 

Tabela 4. Identificação dos microrganismos isolados da própolis verde e da sua fonte botânica, a resina de 

Baccharis dracunculifolia DC. (alecrim-do-campo) coletados em Guaranésia - MG. 

Material 

Isolado1 

Meio de 

Cultura2 
Isolado3 Identificação4 

% de 

identificação5 

Própolis verde AN 

AN P GRN 1 Klebsiella oxytoca 100 

AN P GRN 2 Enterobacter sp. 97 

AN P GRN 3 Enterobacter sp. 99,53 

AN P GRN 4 Klebsiella oxytoca 99,76 

AN P GRN 5 Enterobacter asburiae 98,20 

AN P GRN 6 Kosakonia cowanii 99,53 

AN P GRN 7 Enterobacter sp. 100 

AN P GRN 8 Enterobacter cloacae 99,07 

AN P GRN 9 Enterobacter hormaechei 99,30 

AN P GRN 10 Kosakonia cowanii 100 

AN P GRN 11 Kosakonia cowanii 99,53 

AN P GRN 12 Enterobacter sp. 99,53 

AN P GRN 13 Atlantibacter hermannii 99,30 

AN P GRN 14 Klebsiella oxytoca 99,76 

AN P GRN 15 Kosakonia cowanii 99,53 

  AN P GRN 16 Enterobacter sp. 100 

  AN P GRN 17 Enterobacter gallinarum 98,50 

Própolis verde CCA 

CCA P GRN 1 Enterobacter sp. 99,53 

CCA P GRN 2 Enterobacter sp. 99,53 

CCA P GRN 3 Enterobacter sp. 99,53 

  CCA P GRN 4 Enterobacter cloacae 99,53 

Própolis verde ISP2 

ISP2 P GRN 1 Enterobacter sp. 99,52 

ISP2 P GRN 2 Não identificado - 

ISP2 P GRN 3 Não identificado - 

ISP2 P GRN 4 Não identificado - 
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Própolis verde LNMS 

LNMS P GRN 1 Bacillus pumilus 100 

LNMS P GRN 2 Não identificado - 

LNMS P GRN 3 Não identificado - 

LNMS P GRN 4 Não identificado - 

Própolis verde 

Meio 

com 

própolis 

P GRN 1 Penicillium corylophilum. 99,00 

P GRN 2 Pantoea septica 99,02 

Própolis verde TGE 

TGE P GRN 1 Lactococcus lactis 99,76 

TGE P GRN 2 Enterobacter cloacae 99,07 

TGE P GRN 3 Kasokania sp 100 

TGE P GRN 4 Salmonella sp. 99,07 

Própolis verde TSA 

TSA P GRN 1 Enterococcus gallinarum 100 

TSA P GRN 2 Klebsiella oxytoca 100 

TSA P GRN 3 Klebsiella oxytoca 99,76 

TSA P GRN 4 Enterobacter cloacae 99,76 

TSA P GRN 5 Enterobacter sp. 99,77 

TSA P GRN 6 Enterobacter cloacae 98,12 

TSA P GRN 7 Pantoea agglomerans 100 

TSA P GRN 8 Klebsiella pneumoniae 99,76 

Resina B. 

dracunculifolia 
AN 

AN R GRN 1 Enterobacter cloacae 99,52 

AN R GRN 2 Klebsiella oxytoca 99,77 

AN R GRN 3 Atlantibacter hermannii 99,76 

Resina B. 

dracunculifolia 
ISP2 

ISP2 R GRN 1 Não identificado - 

ISP2 R GRN 2 Não identificado - 

Resina B. 

dracunculifolia 
LNMS 

LNMS R GRN 1 Pantoea agglomerans 96,37 

LNMS R GRN 2 Não identificado - 

Resina B. 

dracunculifolia 

Meio 

com 

própolis 

R GRN 1 Enterobacter cloacae 97 

R GRN 2 Enterobacter cloacae 99,76 

Resina B. 

dracunculifolia 
TGE 

TGE R GRN 1 Salmonella sp. 99,07 

TGE R GRN 2 Klebsiella oxytoca 99,53 

TGE R GRN 3 Enterobacter cloacae 99,77 

TGE R GRN 4 Enterobacter ludwigii 99,30 

Resina B. 

dracunculifolia 
TSA 

TSA R GRN 1 Kosakonia cowanii 99,53 

TSA R GRN 2 Klebsiella oxytoca 99,77 

TSA R GRN 3 Não identificado - 
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TSA R GRN 4 Enterobacter cloacae 99,54 

TSA R GRN 5 Enterobacter cloacae 99,76 

TSA R GRN 6 Acinetobacter radioresistens 99,29 

TSA R GRN 7 Enterococcus casseliflavus 99,53 

TSA R GRN 8 Não identificado - 

TSA R GRN 9 Não identificado - 

AN: Ágar nutriente; CCA: Glicerol, Peptona e sais; ISP2:  International Streptomyces Project 2; LNMS: Ágar, 

sais minerais com baixo teor de nutrientes; TGE:  Ágar Extrato glicose Triptona; TSA: Ágar Triptona de soja; P: 

Própolis; R: Resina; GRN: Guaranésia. 

1 material que o microrganismo foi isolado; 2 meio de cultura utilizado no isolamento; 3 código de cada 

microrganismo; 4 identificação do microrganismo; 5 percentual de identificação dos microrganismos comparados 

com o banco de dados utilizado. 

 

Foi identificado que entre os microrganismos isolados da própolis verde e sua resina 

há 17 espécies distribuídos em 11 gêneros (tabela 4). Entre esses microrganismos, há cinco 

espécies em comum entre a própolis verde e a resina de B. dracunculifolia, que são: 

Klebsiella oxytoca, Kasokania cowanii, Enterobacter cloacae, Atlantibacter hermanii, 

Pantoea agglomerans e bactérias identificadas como Salmonellas sp., totalizando 27 cepas em 

comum. Enquanto que Enterobacter asburiae, Enterobacter hormaechei, Enterobacter 

gallinarum, Pantoea septica, Lactococcus lactis, Bacillus pumillus, Klebsiela  pneumoniae e 

Penicillium corylophilum foram isoladas apenas da própolis verde. As espécies Enterobacter 

ludwigii, Acinetobacter radiresistens e Enterococcus casseliflavus foram identificadas apenas 

na resina. Assim, verificamos que há microrganismos em comum para a própolis verde e sua 

resina de origem, como também microrganismos específicos para cada material. No melhor 

do nosso conhecimento, não há outros trabalhos isolando e identificando microrganismos da 

própolis verde e nem da resina de B. dracunculifolia, e por isso a discussão será feita 

comparando com outras própolis no tópico 6.2.4. 

Ao analisar os microrganismos isolados da própolis verde e sua resina de origem 

(tabela 4), foi observado que no meio Agar Nutriente (AN) foram isoladas 7 espécies: 

Klebsiella oxytoca, Kasokania cowanii, Enterobacter sp., Enterobacter asburiae, 

Enterobacter cloacae, Enterobacter hormaecheii e Atlantibacter hermanii, sendo que as 

cepas Enterobacter asburiae, Enterobacter hormaecheii e Atlantibacter hermanii foram 

identificadas apenas nesse meio. As cepas Lactococcus lactis, Enterobacter ludwuigii e 

Salmonella sp. foram isoladas apenas no meio TGE, enquanto que Enterobacter gallinarum, 

Klebsiela pneumoniae, Acinetobacter radioresistens e Enterococcus casseliflavus foram 
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identificadas apenas no meio TSA. Enquanto que a bactéria Bacillus pumilus cresceu apenas 

no meio LNMS. Por outro lado, foi observado que os meios BDA, Mártin e MSSC não 

cresceu microrganismo. Assim, foi possível notar a importância de utilizar diferentes meios 

de cultura, que apresentam diferentes condições nutricionais e pH, para prospectar e isolar 

microrganismos. Devido às diversas exigências nutricionais que os microrganismos 

apresentam, têm sido usados variados meios de cultura que, geralmente, são ricos em 

nutrientes, possibilitando o crescimento de uma grande variedade de microrganismos 

(BONNET et al., 2019). 

O fungo Penicillium corylophilum, chama a atenção por ter sido o único isolado que 

cresceu no meio com própolis. Esse é um fungo que também pode ser isolado em outros 

ambientes, como associado a cereais (cevada, arroz em casca, trigo), farinha, nozes, frutas e 

bolos congelados, laticínios, frutas, água, suco de frutas, cosméticos (PITT; HOCKING 

2009), e agora neste trabalho foi identificado na própolis verde. Esse fungo é conhecido por 

produzir metabólitos secundários com ação antifúngica, antibiótica e por ser um fungo 

entomopatogênico, dessa maneira, pode contribuir para as propriedades antimicrobianas da 

própolis e repelir possíveis insetos parasitas (SILVA et al., 2004; COSTA; MORAES; 

OLIVEIRA, 1998; COSTA; MORAES; GALVÃO 2003). 

Uma bactéria que destacamos é a identificada como Bacillus pumillus, espécie  

comumente encontrada associada a intestinos de insetos, como na filosfera de plantas, possui 

atividade relatada na literatura contra os insetos Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus, 

Anopheles stephensi, Amrasca biguttula e larvas de Ceratitis capitata (Wiedemann), como 

também com atividade fungicida, capaz de inibir o crescimento in vitro e in vivo dos fungos 

fitopatogênico Mycosphaerella fijiensis e Pseudocercospora fijiensis. O gênero Bacillus é 

conhecido por ter uma gama de espécies entomopatogênicas e são agentes naturais utilizados 

no controle biológico de pragas invertebradas e são a base de muitos inseticidas comerciais 

(MOLINA et al., 2010; SIVAKUMAR et al., 2016; CRUZ-MARTÍN et al., 2017; 

RAGUVARAN et al., 2022 CRUZ-MARTÍN et al., 2023) 

 

6.2.2 Identificação dos microrganismos da própolis vermelha e da resina de D. 

ecastophyllum 

Das 47 bactérias isoladas da própolis vermelha e sua resina de origem, foram 

identificadas 46 bactérias, e apenas uma bactéria não foi identificada. Apenas uma 
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identificação apresentou percentual de similaridade menor que 99 %, que foi o isolado AN R 

MAC 2 com 98,84 % de similaridade com a bactéria do gênero Enterobacter (tabela 5). A 

tabela 5 está organizada com a primeira coluna identificando se o microrganismo foi isolado 

da própolis vermelha ou da resina de D. ecastophyllum, seguido de qual meio de cultura o 

microrganismo foi isolado, a terceira coluna indicando qual código cada isolado recebeu, a 

quarta coluna com a identificação de cada isolado e a quinta coluna, indica o percentual de 

identificação dos microrganismos. 

 

Tabela 5. Identificação dos microrganismos isolados da própolis vermelha e da sua fonte botânica a resina de 

Dalbergia ecastophyllum (L.) (rabo-de-bugio) coletados em Marechal Deodoro – AL. 

Material 

Isolado1 

Meio de 

Cultura2 Isolado3 Identificação4 % de 

identificação5 

Própolis 

vermelha 
AN 

AN P MAC 1 Enterobacter asburiae 99,07 

AN P MAC 2 Enterobacter sp. 99,53 

AN P MAC 3 Enterobacter bugandensis 99,30 

AN P MAC 4 Pantoea cypripedii 99,07 

AN P MAC 5 Atlantibacter hermannii 99,53 

AN P MAC 6 Enterobacter asburiae 99,07 

Própolis 

vermelha 
BDA BDA P MAC 1 Luteibacter rhizovicinus 99,53 

Própolis 

vermelha 
CCA 

CCA P MAC 1 Enterobacter sp. 99,77 

CCA P MAC 2 Pantoea aglomerans 99,76 

Própolis 

vermelha 
ISP2 

ISP2 P MAC 1 Luteibacter rhizovicinus 99,54 

ISP2 P MAC 2 Brucella intermedia 99,25 

ISP2 P MAC 3 Pluralibacter gergoviae 99,53 

ISP2 P MAC 4 Brucella intermedia 99,25 

Própolis 

vermelha 
LNMS 

LNMS P MAC 1 Enterobacter sp. 99,07 

LNMS P MAC 2 Pantoea dispersa 99,53 

LNMS P MAC 3 Luteibacter rhizovicinus 99,30 

LNMS P MAC 4 Pantoea agglomerans 99,76 

Própolis 

vermelha 
MA 

MÁRTIN P 

MAC 1 
Pantoea agglomerans 99,76 

Própolis 

vermelha 
MSSC MSSC P MAC 1 Luteibacter rhizovicinus 99,53 

Própolis 

vermelha 
TGE 

TGE P MAC 1 Enterobacter asburiae 99,52 

TGE P MAC 2 Enterobacter asburiae 99,52 

TGE P MAC 3 Enterobacter asburiae 99,76 
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TGE P MAC 4 Pantoea dispersa 99,76 

TGE P MAC 5 Enterobacter hormaecheii 99,53 

TGE P MAC 6 Pantoea agglomerans 99,76 

TGE P MAC 7 Enterobacter sp. 99,53 

TGE P MAC 8 Enterobacter hormaechei 99,52 

Própolis 

vermelha 
TSA 

TSA P MAC 1 Enterobacter sp. 99,30 

TSA P MAC 2 Enterobacter sp. 96,57 

TSA P MAC 3 Enterobacter sp. 96,88 

TSA P MAC 4 Enterobacter sp. 96,57 

TSA P MAC 5 Não identificado - 

Resina D. 

ecastophyllum 
AN 

AN R MAC 1 Enterobacter sp. 99,53 

AN R MAC 2 Enterobacter sp. 98,84 

AN R MAC 3 Cronobacter dublinensis 99,30 

AN R MAC 4 Enterobacter bugandensis 99,53 

AN R MAC 5 Klebsiella aerogenes 99,54 

Resina D. 

ecastophyllum 
CCA CCA R MAC 1 Pseudocitrobacter faecalis 99,30 

Resina D. 

ecastophyllum 
TGE 

TGE R MAC 1 Pantoea dispersa 99,53 

TGE R MAC 2 Enterobacter sp. 99,76 

TGE R MAC 3 Enterobacter sp. 99,23 

TGE R MAC 4 Citrobacter braakii 99,07 

TGE R MAC 5 Enterobacter cloacae 99,07 

TGE R MAC 6 Citrobacter braakii 99,30 

Resina D. 

ecastophyllum 
TSA 

TSA R MAC 1 Enterobacter sp. 99,53 

TSA R MAC 2 Pantoea dispersa 99,52 

TSA R MAC 3 Enterobacter sp. 99,53 

AN: Ágar nutriente; BDA: Batata, Dextrose, Ágar; CCA: Glicerol, Peptona e sais; ISP2: International 

Streptomyces Project 2; LNMS: Ágar, sais minerais com baixo teor de nutrientes; MSSC: Sais minerais, amido e 

ágar caseína: TGE: Ágar Extrato glicose Triptona; TSA: Ágar Triptona de soja; P: Própolis; R: Resina; MAC: 

Marechal Deodoro. 
1 material que o microrganismo foi isolado; 2 meio de cultura utilizado no isolamento; 3 código de cada 

microrganismo; 4 identificação do microrganismo; 5 percentual de identificação dos microrganismos comparados 

com o banco de dados utilizado. 

 

Dos microrganismos isolados da própolis vermelha e também sua respectiva resina 

de origem, foram identificadas 16 espécies distribuídas em 10 gêneros (tabela 5), havendo 

duas espécies em comum na própolis e sua resina de origem, a Pantoea dispersa e 

Enterobacter bugandensis totalizando 6 cepas em comum, e algumas bactérias identificadas 



57 
 

apenas ao nível do gênero Enterobacter também foram encontradas em comum com a 

própolis vermelha e sua resina, totalizando 13 cepas. Enquanto que as espécies Enterobacter 

asburiae, Enterobacter hormaechei, Atlantibacter hermanii, Luteibacter rhizovicinus, 

Brucella intermedia, Pluralibacter gergoviae, Pantoea agglomerans e Pantoea cypripedii 

foram isoladas apenas na própolis e as espécies Cronobacter dublinensis, Klebsiela 

aerogenes, Pseudocitrobacter faecallis, Citrobacter braakii e Enterobacter cloacae foram 

isoladas apenas na resina de D. ecastophyllum. No melhor do nosso conhecimento, não há 

outros trabalhos isolando e identificando microrganismos da própolis vermelha, e por isso a 

discussão será feita comparando com outras própolis no tópico 6.2.4, nesse tópico 

abordaremos alguns microrganismos com atividade biológica relatada na literatura. 

Analisando os resultados da identificação dos microrganismos da própolis vermelha 

e a resina proveniente de Dalbergia ecastophyllum (L.), nos meios AN e TGE foram 

identificadas nove espécies em cada meio, havendo bactérias em comum identificadas como 

Enterobacter asburiae, como também algumas identificadas ao nível do gênero Enterobacter. 

No meio ISP2, foram identificadas duas bactérias que não cresceram em mais nenhuma 

condição, as bactérias Brucella intermedia e Pluralibacter gergoviae. E ainda o meio CCA, 

isolando microrganismos da resina, identificamos uma bactéria com a espécie 

Pseudocitrobacter faecalis. 

A escolha adequada do procedimento laboratorial para isolamento de 

microrganismos é um pré-requisito essencial, pois são diversos fatores que podem afetar os 

resultados de isolamento de microrganismos (ALBUQUERQUE; ITO; MIYJAI, 2000). É 

possível realizar o isolamento de microrganismos presentes em diferentes habitats simulando, 

no laboratório, as condições em que se desenvolvem naturalmente, como também oferecer e 

assegurar condições nutricionais através da utilização de diversos meios de cultura, como 

também às condições de temperatura e concentração de oxigênio em que esses 

microrganismos são mantidos. Para distinguir diferentes microrganismos presentes em 

populações complexas, devem ser empregados meios de cultura seletivos, ou adicionando um 

antibiótico ou antifúngico, para promoverem o crescimento de determinados microrganismos, 

em detrimento de outros (BONNET et al., 2020). 
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6.2.3 Identificação dos microrganismos da própolis verde da Caatinga e da resina 

de M. tenuiflora 

Do total de 52 microrganismos isolados da própolis, 39 foram bactérias e 13 fungos. 

não foi possível identificar 7 microrganismos (seis bactérias e um fungo). Aqui o percentual 

de similaridade foi o que apresentou maior variação, havendo apenas seis microrganismos 

identificados com percentual de similaridade acima de 99 %. Para os demais isolados, o 

percentual de similaridade variou entre 85,96 e 98,58 % (Tabela 6). A tabela 6 está 

organizada com a primeira coluna identificando se o microrganismo foi isolado da própolis 

verde da Caatinga ou da resina de M. tenuiflora, seguido de qual meio de cultura o 

microrganismo foi isolado, a terceira coluna indicando qual código cada isolado recebeu, a 

quarta coluna com a identificação de cada isolado e a quinta coluna, indica o percentual de 

identificação dos microrganismos. 

 

Tabela 6. Identificação dos microrganismos isolados da própolis verde da Caatinga e sua fonte botânica, a resina 

de Mimosa tenuiflora (jurema preta) coletados em Remanso - BA. 

Material 

Isolado1 

Meio de 

Cultura2 Isolado3 Identificação4 
% de 

identificação5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Própolis 

verde da 

Caatinga 

AN 

AN P REM 1 Enterobacter asburiae 92,11 

AN P REM 2 Klebsiela aerogenes 95,83 

AN P REM 3 Enterobacter mori 94,26 

AN P REM 4 Klebsiela sp. 96,97 

AN P REM 5 Klebsiella aerogenes 97,11 

AN P REM 6 Não identificado - 

AN P REM 7 Enterobacter asburiae 92,11 

Própolis 

verde da 

Caatinga 

BDA 

BDA P REM 1 Não identificado - 

BDA P REM 2 Penicillium griseofulvum 99,06 

BDA P REM 3 Aspergillus tamarii 98,47 

Própolis 

verde da 

Caatinga 

CCA 
CCA P REM 1 Enterobacter sp. 97,12 

CCA P REM 2 Pseudomonas putida 98,60 

Própolis 

verde da 

Caatinga 

ISP2 
ISP2 P REM 1 Enterobacter sp. 92,16 

ISP2 P REM 2 Não identificado - 

Própolis 

verde da 

Caatinga 

LNMS 

LNMS  P REM 1 Klebsiella pneumoniae 97,67 

LNMS P REM 2 Pseudomonas aeruginosa 99,76 

LNMS P REM 3 Aspergillus flavus 97,72 
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LNMS P REM 4 Fusarium solani 98,82 

Própolis 

verde da 

Caatinga 

MA 

MARTIN P REM 1 Penicillium citrinum 99,53 

MARTIN P REM 2 Aspergillus flavus 97,39 

MARTIN P REM 3 Aspergillus tamarii 97,00 

MARTIN P REM 4 Fusarium solani 98,85 

MARTIN P REM 5 Aspergillus oryzae 96,00 

Própolis 

verde da 

Caatinga 

MSSC 

MSSC P REM 1 Fusarium solani 98,00 

MSSC P REM 2 Paecilomyces maximus 98,15 

MSSC P REM 3 Aspergillus flavus 98,48 

Própolis 

verde da 

Caatinga 

TGE TGE P REM 1 Leclercia adecarboxylata 98,58 

Própolis 

verde da 

Caatinga 

TSA 

TSA P REM 1 Klebsiella sp. 96,08 

TSA P REM 2 Pseudocitrobacter faecalis 95,68 

TSA P REM 3 Klebsiella pneumoniae 94,03 

TSA P REM 4 Klebsiella aerogenes 97,91 

TSA P REM 5 Enterobacter sp. 98,81 

Resina M. 

tenuiflora 
AN 

AN R REM 1 Não identificado - 

AN R REM 2 Não identificado - 

Resina M. 

tenuiflora 
CCA CCA R REM 1 Enterobacter asburiae 97,66 

Resina M. 

tenuiflora 
ISP2 

ISP2 R REM 1 Klebsiella pneumoniae 97,91 

ISP2 R REM 2 Pseudomonas aeruginosa 100 

ISP2 R REM 3 Não identificado - 

ISP2 R REM 4 Pseudomonas aeruginosa 99,30 

ISP2 R REM 5 Enterobacter sp. 85,96 

ISP2 R REM 6 Pseudomonas aeruginosa 98,83 

ISP2 R REM 7 Pseudomonas aeruginosa 99,13 

Resina M. 

tenuiflora 
MSSC MSSC R REM 1 Pantoea dispersa 98,85 

Resina M. 

tenuiflora 
TGE 

TGE P REM 1 Leclercia adecarboxylata 98,58 

TGE R REM 2 Pantoea sp. 98,13 

TGE R REM 3 Não identificado - 

TGE R REM 4 Citrobacter sp. 96,98 
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Resina M. 

tenuiflora 
TSA 

TSA R REM 1 Klebsiela sp. 96,08 

TSA R REM 2 Enterobacter sp. 97,32 

TSA R REM 3 Citrobacter freundii 98,57 

TSA R REM 4 Enterobacter sp. 94,01 

TSA R REM 5 Klebsiella pneumoniae 88,84 

AN: Ágar nutriente; BDA: Batata Dextrose Ágar; CCA: Glicerol, Peptona e sais; ISP2: International 

Streptomyces Project 2; LNMS: Ágar, sais minerais com baixo teor de nutrientes; MSSC: Sais minerais, amido e 

ágar caseína; TGE: Ágar Extrato glicose Triptona; TSA: Ágar Triptona de soja; P: Própolis; R: Resina; REM: 

Remanso. 
1 material que o microrganismo foi isolado; 2 meio de cultura utilizado no isolamento; 3 código de cada 

microrganismo; 4 identificação do microrganismo; 5 percentual de identificação dos microrganismos comparados 

com o banco de dados utilizado 
 

Quanto à identificação dos microrganismos da própolis verde da Caatinga com a 

resina coletada da planta Mimosa tenuiflora foram identificadas 18 espécies distribuídas em 

11 gêneros (tabela 6), onde 3 espécies que repetem: Enterobacter asburiae, Klebsiella 

pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, totalizando 12 cepas, havendo também alguns 

microrganismos que foram identificados ao nível dos gêneros Klebsiella e Enterobacter e 

esses foram 10 microrganismos. Enquanto que as espécies Klebsillesa aerogenes, 

Enterobacter mori, Pseudomonas putida, Pseudocitrobacter faecalis, Leclersia 

adecarboxylata, Penicillium griseofulvum, Aspergillus tamarii, Aspergillus flavus, 

Aspergillus oryzae, Fusarium solani, Penicillium Citrinum e Paecilomyces maximus foram 

identificadas apenas na própolis verde da Caatinga. Como também as espécies Pantoea 

dispersa e Citrobacter freundii foram identificadas apenas na resina de M. tenuiflora. No 

melhor do nosso conhecimento, não há outros trabalhos isolando e identificando 

microrganismos da própolis verde da Caatinga, e por isso a discussão será feita comparando 

com outras própolis no tópico 6.2.4. 

A identificação dos microrganismos da própolis verde da Caatinga e da sua resina de 

origem (tabela 5), demonstrou que no meio TSA foi identificado as bactérias 

Pseudocitrobacter faecalis e Citrobacter freundii, encontradas somente neste meio de cultura. 

No meio MSSC houve o crescimento do fungo Paecilomyces maximus e não encontramos 

mais essa espécie de fungo em nenhum outro meio de cultura e as espécies Aspergillus flavus 

e Fusarium solani, que também identificamos nos meios LNMS e no meio Martin. Nesse 

último meio, identificamos os isolados Penicilium citrinum, Aspergillus tamarii (também 

identificado no meio BDA) e Aspergillus oryzae e a espécie fúngica Penicillium griseofulvim 

cresceu apenas no meio BDA. 
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Bactérias identificadas como Pseudomonas aeruginosas já foram identificadas em 

diversos ambientes, trata-se de um importante patógeno oportunista que causa infecções 

adquiridas em hospitais, também é comumente encontrada em ambientes agrícolas. Podem ser 

encontradas em associação com as plantas, seja na rizosfera, filosfera ou como 

microrganismos endofíticos. Como exemplo de plantas que esses microrganismos estão 

associados, podemos citar: tomate, beringela, pepino e pimenta, e agora neste trabalho 

encontramos isolados associados à Mimosa tenuiflora. É importante salientar que estirpes 

associadas a plantas partilham características genéticas e metabólicas semelhantes com a de 

isolados clínicos (AMBREETHA et al., 2022). 

 

6.2.4 Comparação entre microrganismos isolados nos três tipos de própolis e suas 

respectivas resinas de origem.  

Ao total, foram identificadas 38 espécies bacterianas, distribuídas em 18 gêneros, 

onde foram atribuídos a dois filos: Proteobactéria (gêneros Pseudocitrobacter, Acinetobacter, 

Enterobacter, Klebsiella, Kasokania, Atlantibacter, Pseudomonas, Citrobacter, Cromobacter, 

Luteibacter, Brucella, Curtubacterium, Pluralibacter, Pantoea e Leclercia) e Firmicutes 

(gêneros Bacillus, Enterococcus e Lactococcus). Ao isolar e identificar microrganismos da 

própolis de dois locais em Porto Rico, Matos et al. (2023) também observaram que o filo 

Proteobactéria continha a maior quantidade de isolados, onde também encontraram bactérias 

dos filos Actinobactéria, Cianobactéria, Firmicutes, Bacteroidetes e Acidobactéria. Ao 

comparar os isolados das própolis analisadas neste trabalho e com as coletadas em Porto Rico, 

foi observado que os gêneros Enterobacter, Curtobacterium e Bacillus são em comum e ao 

comparar as espécies,  somente a espécie Enterobacter ludwigii esteve presente na própolis de 

Porto Rico, como também na própolis verde. Adicionalmente, salienta-se que neste trabalho 

da literatura não foi trabalhado com a resina correspondente à própolis. Outra espécie 

encontrada na própolis verde que já foi identificada com própolis de outro país, foi a espécie 

Pantoea agglomerans, também identificada na própolis da Itália, em um trabalho realizado 

por Casalone et al. (2020). 

Ngalimat et al. (2019) isolaram microrganismos da própolis na Malásia e 

encontraram bactérias distribuídas dos filos Firmicutes, Proteobactéria e Actinobactéria, 

resultado semelhante ao deste trabalho. No trabalho, Ngalimat et al., (2019) foi verificado o 

predomínio de bactérias do gênero Bacillus na própolis coletada por eles, enquanto que neste 

trabalho identificamos apenas a espécie Bacillus pumilus na própolis verde. Por outro lado, 
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houve outras espécies que são em comum entre a própolis coletada na Malásia com as deste 

trabalho, como as espécies Enterobacter asburiae (encontrada nas três própolis analisadas), 

Enterobacter cloacae (isolados encontrados na própolis verde e na própolis vermelha) e 

Pantoea dispersa (também identificada na própolis verde e na verde da Caatinga). Dessa 

forma, nota-se que há filos em comuns das bactérias encontradas na própolis verde, vermelha 

e verde da Caatinga e suas respectivas resinas de origem com outras própolis ao redor do 

mundo, como também algumas espécies bacterianas.  

Quanto os fungos, as espécies identificadas neste trabalho são do filo Ascomycota, 

semelhantemente encontrado por Sallemi et al. (2022), onde isolando fungos da própolis em 

diferentes regiões da Tunísia, encontrou que 97,5 % dos seus isolados pertencem ao filo 

Ascomycota e os outros 2,5 % pertencem ao filo Basidiomicota. Esses autores identificaram a 

nível de gênero os fungos, e ao comparar com os fungos isolados da própolis verde e da 

própolis verde da Caatinga, verificamos a semelhança com os gêneros Penicillium e entre a 

própolis verde da Caatinga os gêneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium.  

Ferreira et al. (2021) isolaram e identificaram fungos da própolis da Baía de Iguape 

(Bahia, Brasil) pertencentes aos filos Ascomycota e Basidiomicota. Quanto a comparação a 

nível de gênero, os gêneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium se repetem com os isolados 

identificados por Ferreira e colaboradores. Em relação a nível de espécie, ao comparar com as 

espécies identificadas nesse trabalho, o fungo identificado como Penicillium citrinum esteve 

presente na própolis verde da Caatinga na própolis de Baía de Iguape.  

Ao traçar o perfil das comunidades microbianas da própolis, mel, favos e das 

abelhas, Grubs et al. (2015) observaram microrganismos amplamente diversificados e 

metabolicamente ativos associados aos componentes da colmeia, e ainda notaram que a maior 

riqueza de microrganismos estava presente na própolis. 

Os gêneros Enterobacter, Klebsiella e Pantoea se apresentaram em todos os 

materiais coletados, enquanto que o gênero Penicillium foi isolado na própolis verde e verde 

da Caatinga, o gênero Atlantibacter foi identificado na própolis vermelha e na verde, 

enquanto que os gêneros Pseudocitrobacter e Citrobacter foram identificados na própolis 

verde da Caatinga e na própolis vermelha (figura 10). 
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Figura 10. Diagrama de veen com a identificação a nível de gênero dos microrganismos isolados da própolis 

verde, vermelha e verde da Caatinga (com suas respectivas resinas de origem). 

 

O gênero Enterobacter são representadas por bactérias Gram-negativas, que possuem 

flagelos, seu crescimento é anaeróbio facultativo, catalase positivo e oxidase negativo e estão 

associadas a uma variedade de nichos ecológicos, onde podem ser isoladas do solo, da água e 

também de plantas, pois algumas espécies podem ser consideradas endofíticas ou até mesmo 

fitopatogênicas, além de fazerem parte da microbiota intestinal animal e humana (MAGAJI et 

al. 2023, DAVIN-REGLI; LAVIGNE; PAGÈS 2019; SINGH et al., 2018). Ainda mais, 

algumas espécies apresentam importância biotecnológica, com aptidão agrícola, pois estão 

associadas a abordagens de bioprocessamento e engenharia metabólica, além de algumas 

cepas apresentarem o potencial em promover o crescimento vegetal a partir da produção de 

enzimas antioxidantes e antioxidantes não enzimáticos, como também aumentar a biomassa 

vegetal, e auxiliar a eficiência de absorção de nutrientes pelas plantas, além de apresentarem o 

potencial de atenuar o efeito de estresse oxidativo nas plantas na presença de metais pesados 

(ZHUANG et al., 2011; GUPTA et al., 2019; MAGAJI et al. 2023). Outro exemplo de 

atividade deste gênero é que a espécie Enterobacter cloacae pode produzir grandes 

quantidades de exopolissacarídeos com ação antitumoral, possuir atividade de regulação 
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imunológica, atividade antioxidante, anti-inflamatória e antidiabética (XU et al., 2009; JIN et 

al., 2010; JIN et al., 2012; ZHOU et al., 2014; ZHAO et al., 2015). 

Outro gênero presente em todas as própolis coletadas, são as bactérias do gênero 

Klebsiella.  Trata-se de um grupo de microrganismos que podem sobreviver em vários nichos 

ecológicos, tanto de vida livre quanto associados ao hospedeiro. Esses nichos incluem solo, 

água, uma variedade de espécies de plantas, insetos, pássaros, répteis e muitos mamíferos qual 

esta bactéria pode ser um organismo comensal ou um potencial patógeno (WYRES; HOLT, 

2018). A espécie Klebsiella pneumoniae é uma bactéria Gram-negativa, imóvel, encapsulado, 

fermentador de lactose, anaeróbio facultativo, bactéria em forma de bastonete (AL-RUBAYE; 

KADHIM; HAMEED, 2017). Esse grupo de bactéria pode produzir importantes metabólitos 

secundários com diversas atividades biológicas, como por exemplos compostos com 

atividades antioxidante, anti-inflamatória, antibiótica, antifúngica e atividade anticoagulante. 

Assim, percebe-se que com base na importância do emprego de compostos bioativos em 

farmácia para produzir medicamentos para o tratamento de muitas doenças, a purificação de 

compostos produzidos pela Klebsiella pneumonia podem ser úteis, porém atenção especial 

deve ser dada a essa espécie devido ao sua potencial patogenicidade ao ser humano (AL-

RUBAYE; KADHIM; HAMEED, 2017).  

O gênero Pantoea trata-se de um grupo de eucariotos biologicamente diverso e 

ecologicamente ativo amplamente distribuído em diversos habitats, são encontrados em 

ambientes aquáticos, terrestres e em associação com plantas, insetos, humanos e animais, com 

algumas espécies demonstrando aptidão para promoção de crescimento vegetal através da 

fixação biológica de nitrogênio, como também podem ser encontrados associados ao intestino 

de insetos com capacidade em decompor substâncias tóxicas ao hospedeiro (WALTERSON;  

STAVRINIDES, 2015). A espécie Pantoea agglomerans é conhecida como uma bactéria 

epífito que se desenvolve na superfície das plantas e como organismo endofítico que vive 

dentro as plantas, que ocorre abundantemente em produtos vegetais e animais, no corpo de 

artrópodes e outros animais, na água, no solo, na poeira e no ar, e também podem ser 

encontradas associadas à humanos (VÖLKSCH et al., 2009; QUECINE et al., 2015; 

WALTERSON;  STAVRINIDES 2015).  

Os gêneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium são amplamente difundidos em 

vários ambientes, incluindo solo, ar e vegetação, e agora na própolis. Indicando que a origem 

desses fungos também pode estar ligada a materiais vegetais e/ou compostos coletados 

durante a produção e armazenamento da própolis (SALLEMI et al., 2022).  
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Fungos do gênero Aspergillus e Penicillium possuem algumas espécies de 

importância econômica que apresentam metabólitos bioativos e enzimas que são de interesse 

da indústria biotecnológica (HOUBRAKEN et al., 2010), que exercem função biológica 

benéfica para a indústria farmacêutica e ambiental, todavia algumas espécies são patogênicas. 

Algumas espécies de Aspergillus têm potencial para a produção de aflatoxinas, causando 

preocupação aos produtores, processadores e comerciantes, devido às perdas econômicas nos 

produtos infestados (FERREIRA et al., 2021). 

Analisando a identificação das espécies dos materiais coletados, foi observado que 

há espécies em comum para os três tipos de própolis ou em comum com dois tipos (Figura 

11). Algumas das bactérias identificadas neste trabalho, foram relatados na literatura como 

presentes em outros componentes da colmeia, como pólen, mel, néctar e pão de abelha (grãos 

de pólen que as abelhas coletam e misturam com a secreção das glândulas salivares ou néctar 

antes de serem preservados e fermentados (DEGRANDI-HOFFMAN; ECKHOLM; HUANG 

2013)) ou em insetos. A exemplo dessa afirmação, têm-se a bactéria Pantoea agglomerans 

(presente na própolis verde e vermelha) encontrada em pólen; Enterobacter cloacae muito 

comum em conteúdo intestinal de larvas de insetos; Enterococcus casseliflavus encontrada em 

pão de abelha; Pantoea septica encontrada em detritos das colmeias. Bactérias do gênero 

Enterococcus também foram encontradas no pão de abelha. O gênero Pseudomonas, 

encontrada na própolis verde da Caatinga também pode ser encontrado no pão de abelha, 

pólen, no mel e no intestino das abelhas. Como também bactérias do gênero Bacillus, que são 

um dos componentes do microbioma central do intestino da abelha e também desempenha um 

papel importante na defesa e conservação do mel. Enquanto que bactérias do gênero 

Klebsiella (gênero presente nas três própolis coletadas) foram relatados também no mel e o 

mesmo acontece para o gênero Citrobacter (presente na própolis vermelha) (SNOWDON; 

CLIVER 1996; SINACORI et al., 2014; GRABOWSKI; KLEIN 2017; WEN et al., 2017; 

ANJUM et al., 2021; SCOARIS et al., 2021; LACONI et al., 2022; TSADILA; AMOROSO; 

MOSSIALOS 2023). 
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Figura 11. Diagrama de veen com a identificação a nível de espécie dos microrganismos isolados da própolis 

verde, vermelha e verde da Caatinga (com suas respectivas resinas de origem). 

 

A própolis é um ambiente desafiador para prospectar microrganismos e isso se deve 

às suas características físicas e químicas. Portanto, sugere-se que a sobrevivência e 

proliferação de microrganismos na própolis pode ter relação com cadeias respiratórias 

especializadas que transferem elétrons de doadores de elétrons para aceptores de elétrons via 

reações redox, um fenômeno biológico complexo que depende de compostos orgânicos como 

as quinonas (GARCIA-MAZCORRO; KAWAS; MARROQUIN-CARDONA, 2019). 

A variação da composição da microbiota de diferentes tipos de própolis pode ser 

atribuída a vários fatores a qual a própolis se encontra, como condições climáticas a fonte 

vegetal na qual as abelhas coletam a resina para a formação desse material (DEZMIREAN et 

al., 2020; VARDAR- ÜNLÜ; SILICI; ÜNLÜ, 2008). Além disso, a acessibilidade aos 

alimentos durante a época de forrageamento pode mudar as comunidades microbianas 

vivendo nas colmeias, como também, essa comunidade de fungos e bactérias podem ser 
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influenciadas pelo manejo agrícola na área ao entorno dos apiários (BLEAU et al., 2020; 

MUÑOZ-COLMENERO et al., 2020). 

A partir desses resultados, observamos que há fungos e bactérias em comum para as 

três própolis com suas respectivas resinas de origem em comum, como também 

microrganismos específicos para cada tipo. Observamos também que há semelhança entre os 

isolados das própolis coletadas nesse trabalho com própolis da Turquia, Porto Rico, Itália e 

Baía de Iguape (Bahia, Brasil), e que alguns desses microrganismos possuem atividade 

relatada na literatura semelhante às da própolis, corroborando com a ideia de que esses 

microrganismos podem influenciar nas propriedades biológicas da própolis. E devido a isso, 

foi analisado a capacidade das bactérias em inibir o crescimento de um fungo fitopatogênico 

de elevada importância par a agricultura, o Colletotrichum falcatum. 

 

6.3 Interação antagônica 

O meio sólido é preferido às culturas líquidas para estudos de ensaio antagônico, pois 

o meio sólido imita melhor as condições naturais de crescimento dos fungos filamentosos em 

ambientes aeróbios, além de permitir um melhor desenvolvimento dos microrganismos por se 

tratar de um suporte sólido para crescimento dos microrganismos. E de uma perspectiva 

prática, meios de cultura sólidos permitem a visualização do desenvolvimento de colônias de 

fungos ao longo do tempo experimental (BERTRAND et al., 2013). 

No ensaio antagônico realizado utilizando as 64 bactérias isoladas da própolis verde 

e sua resina de origem com duas bactérias por placa e o fungo fitopatogênico, 28 bactérias 

apresentaram potencial em inibir o crescimento micelial do C. falcatum. Dessa maneira, cada 

bactéria com potencial de inibir o C. falcatum foi testada em quadruplicata. Após análise de 

variância, foi observado um efeito significativo (p <0,05) dos diferentes isolados em relação 

ao fungo fitopatogênico, confirmado pelo teste de média Scott-Knott (Tabela 7). 
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Tabela 7. Percentual de inibição do fungo Colletotrichum falcatum em teste antagônico com microrganismos 

isolados da própolis verde e da resina de B. dracunculifolia. 

Microrganismo Identificação % inibição 

AN P GRN 1 Klebsiella oxytoca 21 d 

AN P GRN 2 Enterobacter sp. 24 d 

AN P GRN 4 Klebsiella oxytoca 26 d 

AN P GRN 5 Enterobacter asburiae 64 a 

AN P GRN 6 Kosakonia cowanii 29 d 

AN P GRN 8 Enterobacter cloacae 24 d 

AN P GRN 9 Enterobacter hormaechei 35 c 

AN P GRN 10 Kosakonia cowanii 30 d 

AN P GRN 11 Kosakonia cowanii 36 c 

AN P GRN 12 Pantoea agglomerans 10 e 

AN P GRN 13 Atlantibacter hermannii 21 d 

AN R GRN 2 Klebsiella oxytoca 24 d 

AN R GRN 3 Atlantibacter hermannii 22 d 

CCA P GRN 1 Enterobacter sp. 47 b 

CCA P GRN 3 Enterobacter cloacae 25 d 

R GRN 1 Enterobacter cloacae 10 e  

R GRN 2 Enterobacter cloacae 12 e 

TGE P GRN 2 Enterobacter cloacae 54 b 

TGE P GRN 3 Kasokania sp. 50 b 

TGE R GRN 2   Klebsiella oxytoca 42 b 

TGE R GRN 4 Enterobacter ludwigii 12 e 

TSA P GRN 2 Klebsiella oxytoca 49 b 

TSA P GRN 6 Enterobacter cloacae 40 b 

TSA R GRN 1 Kosakonia cowanii 14 e 

TSA R GRN 2 Klebsiella oxytoca 22 d 

TSA R GRN 5 Enterobacter cloacae 17 d 

TSA R GRN 6 Acinetobacter radioresistens 07 e 

TSA R GRN 7 Enterococcus casseliflavus 12 e 

Controle - 0 

Ensaio realizado em quadruplicada e médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de 

probabilidade. Legenda: AN: Ágar nutriente; CCA: Glicerol, Peptona e sais; ISP2:  International Streptomyces Project 2; LNMS: Ágar, sais 

minerais com baixo teor de nutrientes; TGE:  Ágar Extrato glicose Triptona; TSA: Ágar Triptona de soja; P: Própolis; R: Resina; GRN: 
Guaranésia. 
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Foi observado que o potencial antifúngico dos microrganismos isolados da própolis 

verde e de sua resina origem é variável, onde 23 bactérias apresentaram percentual de inibição 

menor ou igual a 50 % (Figura 12). Foi observado duas bactérias com percentual de inibição 

superior a 50 %, a cepa AN P GRN 5 com 64 % de inibição, apresentando resultado 

estatisticamente superior às demais cepas, como também sendo a única cepa identificada 

como Enterobacter asburiae na própolis verde (as outras bactérias identificadas do gênero 

Enterobacter pertencem a outro epiteto específico ou foram identificadas apenas a nível de 

gênero) e a cepa Enterobacter cloacae (TGE P GRN 2) também inibiu o crescimento de C. 

falcatum acima de 50 % com uma inibição de 54 %, onde seguindo a classificação de 

Bertrand et al. (2013) essas duas linhagens apresentaram inibição à distância. Esse mesmo 

tipo de interação foi observado para os isolados Enterobacter sp. (CCA P GRN 1), E. cloacae 

(TGE P GRN 2), E. cloacae (TSA P GRN 6), Kasokania sp. (TGE P GRN 3) e K. oxytoca 

(TGE R GRN 2) com % de inibição 47, 40, 54, 50 e 42 % respectivamente. 

Por outro lado, a linhagem Acinetobacter radioresistens (TSA R GRN 6) foi o que 

menos inibiu o crescimento do fungo com 7% de inibição seguido dos isolados Pantoea 

agglomerans (AN P GRN 12) e Enterobacter cloacae (R GRN 1, R GRN 2) com 10 % de 

inibição cada, Enterobacter ludwigii (TGE R GRN 4), Enterococcus casseliflavus (TSA R 

GRN 7) com 12 % de inibição cada e a cepa Kosakonia cowanii (TSA R GRN 1) com 14 % 

de inibição. Essas cepas foram estatisticamente iguais. 
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Figura 12. Inibição do crescimento micelial de C. falcatum frente a microrganismos isolados da própolis verde e 

resina de B. dracunculifolia. Códigos seguidos de (’) representam o verso da placa.  

 

As cepas AN P GRN 1 e AN R GRN 2, ambas identificadas como Klebsiella 

oxytoca, apresentaram um pigmento solúvel no meio, mas foi observado que os micélios do 

C. falcatum cresciam sobre esse pigmento, sugerindo que esse pigmento não apresenta 

atividade antifúngica. As outras cepas identificadas como K. oxytoca foram AN P GRN 1, AN 

P GRN 4, TGE R GRN 2 e TSA R GRN 2 e não apresentaram o pigmento solúvel, mas 

apresentaram percentual de inibição de 21, 26, 42 e 22 % respectivamente, onde a linhagem 

TGE R GRN 2 foi significativamente superior aos demais.  

Al-Rubaye; Kadhim; Hameed (2017) identificaram em seu trabalho o composto 4-

Dehydroxy-N-(4,5-methylenedioxy-2-nitrobenzylidene) tyram produzido pela bactéria 

Klebsiella pneumoniae e este composto é conhecido por sua atividade antifúngica, onde já 

demonstrou resultado em suprimir o crescimento de Aspergillus fumigatus. Assim, faz-se 

notório que a bactéria Klebsiella pneumoniae produz importantes metabólitos secundários 

com atividades biológicas (AL-RUBAYE; KADHIM; HAMEED, 2017). 
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Os demais isolados não apresentaram nenhuma característica que chamasse a 

atenção, inibindo o crescimento fúngico somente quando este se aproxima das células 

bacterianas, havendo inibição de crescimento somente sobre elas. 

Das 47 bactérias isoladas da própolis vermelha e testadas contra o fungo C. falcatum 

utilizando duas bactérias por placa, 18 apresentaram potencial em inibir o crescimento do 

fungo em estudo, e então foram testadas individualmente em quadruplicata. Ao final do 

ensaio foi realizada a análise de variância e o teste de média Scott-Knott a 5% de 

probabilidade (Tabela 8).  

 

Tabela 8. Percentual de inibição do fungo Colletotrichum falcatum em teste antagônico com microrganismos 

isolados da própolis vermelha e da resina de D. ecastophyllum. 

Microrganismo Identificação % de inibição 

AN P MAC 4 Pantoea cypripedii 11 d 

AN P MAC 7 Enterobacter sp. 15 d 

AN R MAC 2 Enterobacter sp. 16 d 

AN R MAC 4 Enterobacter bugandensis 66 a 

ISP2 P MAC 3 Pluralibacter gergoviae 38 b 

ISP2 P MAC 4 Brucella intermedia 10 d 

LNMS P MAC 1 Enterobacter sp. 15 d 

LNMS P MAC 4 Pantoea agglomerans 09 d 

LNMS P MAC 5 Pantoea dispersa 07 d 

TGE P MAC 2 Enterobacter asburiae 15 d 

TGE P MAC 6 Pantoea agglomerans 12 d 

TGE R MAC 3 Enterobacter sp. 22 c 

TGE R MAC 4 Citrobacter braakii 49 b 

TGE R MAC 5 Enterobacter cloacae 25 c 

TGE R MAC 6 Enterobacter sp. 12 d 

TSA P MAC 2 Enterobacter sp. 13 d 

TSA P MAC 4 Não identificado 61 a 

TSA R MAC 3 Enterobacter sp. 22 c 

Controle - 0 

Ensaio realizado em quadruplicada e médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste 

de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Legenda: AN: Ágar nutriente; CCA: Glicerol, Peptona e sais; ISP2:  

International Streptomyces Project 2; LNMS: Ágar , sais minerais com baixo teor de nutrientes; TGE: Ágar 

Extrato glicose Triptona; TSA: Ágar Triptona de soja; P: Própolis; R: Resina; MAC: Marechal Deodoro. 
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Semelhantemente aos microrganismos isolados da própolis verde, os microrganismos 

isolados da própolis vermelha e da sua respectiva resina de origem, apresentaram percentual 

de inibição variando entre 7 e 66 %, onde 16 bactérias apresentaram percentual de inibição 

menor que 50% (figura 13). As cepas Enterobacter bugandensis (AN R MAC 4) e TSA P 

MAC 4 (não foi possível identificar este isolado) foram os que apresentaram maior percentual 

de inibição, sendo estatisticamente superior às demais cepas, com 66 e 61 % respectivamente. 

As cepas Pantoea cypripedii (AN P MAC 4), Enterobacter sp. (AN P MAC 7, AN R MAC 2, 

LNMS P MAC 1, TGE R MAC 6 e TSA P MAC 2), Enterobacter asburiae (TGE P MAC 2), 

Pantoea dispersa (LNMS P MAC 5), Pantoea agglomerans (LNMS P MAC 4 e TGE P MAC 

6), Brucella intermedia (ISP2 P MAC 4) foram estatisticamente inferiores aos demais 

isolados, com percentual de inibição variando entre com 07 e 15 %. 

A cepa AN R MAC 4, identificada como Enterobacter bugandensis, inibiu em 66 % 

o crescimento do C. falcatum. O outro isolado que com essa mesma identificação (AN P 

MAC 3) não apresentou inibição do crescimento dos micélios do fungo em estudo, dessa 

maneira, sugere que há diferenças no metabolismo de bactérias mesmo sendo da mesma 

espécie.  

As cepas Citrobacter braakii (TGE R MAC 4) e E. cloacae (TGE R MAC 5), foram 

estatisticamente diferentes em inibir o crescimento do fungo, mas ambos os isolados 

apresentam uma área que delimita bem a zona em que o fungo cresce e depois não cresce 

mais. Os demais isolados só inibiram o crescimento fúngico, quando os micélios se 

aproximaram das células bacterianas. 
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Figura 13. Inibição do crescimento micelial de C. falcatum frente a microrganismos isolados da própolis 

vermelha e resina de D. ecastophyllum. Códigos seguidos de (’) representam o verso da placa.  
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Ao analisar o ensaio antagônico das 39 bactérias isolados da própolis verde da 

Caatinga e da resina de M. tenuiflora utilizando duas bactérias por placa, foi observado que 10 

bactérias inibiram o crescimento do fungo e então foram testadas individualmente frente ao 

fungo C. falcatum também em quadruplicata e ao final do ensaio também realizada a análise 

de variância e o teste de média Scott-Knott a 5% de probabilidade (Tabela 9). 

 

Tabela 9. Percentual de inibição do fungo Colletotrichum falcatum em teste antagônico com microrganismos 

isolados da própolis verde da Caatinga e da resina de M. tenuiflora. 

Microrganismo Identificação % de inibição 

AN P REM 3 Enterobacter morii 39 b 

ISP2 R REM 2 Pseudomonas aeruginosa 61 a 

ISP2 R REM 4 Pseudomonas aeruginosa 53 b 

ISP2 R REM 6 Pseudomonas aeruginosa 79 a 

ISP2 R REM 7 Pseudomonas aeruginosa 72 a 

LNMS P REM 2 Pseudomonas aeruginosa 75 a 

TSA P REM 1 Klebsiella pneumoniae 53 b 

TSA P REM 3 Klebsiella pneumoniae 40 b 

TSA P REM 4 Klebsiela aerogenes 69 a 

TSA R REM 4 Enterobacter sp. 25 c 

Controle - 0 

Ensaio realizado em quadruplicada e médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste 

de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Legenda: AN: Ágar nutriente; ISP2:  International Streptomyces Project 

2; LNMS: Ágar, sais minerais com baixo teor de nutrientes; TSA: Ágar Triptona de soja; P: Própolis; R: Resina; 

REM: Remanso. 

 

O percentual de inibição dos microrganismos da própolis verde da Caatinga e a 

resina de Mimosa tenuiflora variou entre 25 e 79 % (figura 14). A cepa Klebsiella aerogenes 

(TSA P REM 4), juntamente com as cepas identificadas como Pseudomonas aeruginosa 

(ISP2 R REM 2, ISP2 R REM 6, ISP2 R REM 7 E LNMS P REM 2) foram estatisticamente 

superiores às demais cepas, enquanto que a cepa Enterobacter sp. (TSA R REM 4) apresentou 

o menor percentual de inibição, sendo estatisticamente inferior às demais. Entretanto, cabe 

lembrar que este ensaio é considerado qualitativo. 
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Figura 14. Inibição do crescimento micelial de C. falcatum frente a microrganismos isolados da própolis verde 

da Caatinga e resina de M. tenuiflora. Códigos seguidos de (’) representam o verso da placa. 

 

A cepa TSA P REM 4 identificado como Klebsiella aerogenes inibiu em 69 % o 

crescimento micelial do fungo, e entre os microrganismos identificados como K. aerogenes, 

foi o único que inibiu o crescimento fúngico. Entre os microrganismos identificados como 

Klebsiella pneumoniae, apenas os isolados TSA P REM 1 e TSA P REM 3 inibiram em 53 e 

49 %, respectivamente, o fungo C. falcatum. Já em relação ao gênero Enterobacter, o isolado 

TSA R REM 4 identificado ao nível de gênero inibiu em 25 % o crescimento do fungo, 

enquanto o isolado AN P REM 3 identificado como Enterobacter mori inibiu em 39 %. 

Assim, nota-se que cepas identificadas com o mesmo gênero, ou até mesmo a mesma espécie 

apresentaram diferente aptidão para inibição do fungo C. falcatum. Esse resultado pode ser 

explicado devido a potenciais variações na informação genética das espécies bacterianas, 

conferindo diferenças metabólicas significativas aos isolados da mesma espécie 

(FANTROUSSI; AGATHOS, 2005). Técnicas de genética molecular podem ser úteis na 
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determinação dos graus de variação genética intraespecífica e estudos de polimorfismo têm 

contribuído para a compreensão da diversidade genética e das estruturas populacionais de 

microrganismos e têm fornecido informações para programas de controle biológico (TIAGO; 

OLIVEIRA; LIMA, 2014). 

O isolado Klebsiela pneumoniae (TSA P REM 3) apresentou alteração no 

crescimento do fungo, reduzindo o aspecto cotonoso do fungo quando comparado ao 

tratamento controle. Os isolados ISP2 R REM 2, LNMS P REM 2 e ISP2 R REM 7, todos 

identificados como Pseudomonas aeruginosa, também alteraram o crescimento do fungo 

quando comparado ao controle. E ainda, com o isolado ISP2 R REM 7 o fungo apresentou um 

pigmento vermelho, deixando a interação entre fungo e bactéria quimicamente ainda mais 

complexa. Interações entre microrganismos levam à ativação de mecanismos complexos de 

regulação, o que resulta na biossíntese de produtos naturais altamente diversos, como 

moléculas de defesa e metabólitos com ação antibiótica, alterando o crescimento e morfologia 

do microrganismo antagônico (SCHERLACH; HERTWECK 2009; ESTRADA et al., 2011). 

A bactéria Pseudomonas aeruginosa, presente na própolis verde da Caatinga e na 

resina de origem, apresentou maior percentual de inibição frente ao fungo C. falcatum, com 

percentual variando entre 53 e 79 %, onde o isolado ISP2 R REM 4 foi estatisticamente 

inferior aos demais. Em trabalhos anteriores, a bactéria Pseudomonas aeruginosa, isolada de 

outras fontes apresentou compostos bioativos contra Fusarium oxysporum, Alternaria 

alternata, Aspergilus flavus, Rizoctonia solani e Colletotrichum gloesporioides e contra 

Colletotrichum falcatum (GOSWAMI et al., 2014; SASIREKHA; SRIVIDYA 2016; 

YASMIN; FAUZIA; RASUL, 2016; CHANDRA et al., 2020), assim a P. aeruginosa pode 

oferecer a possibilidade da utilização de seus metabólitos bioativos como alternativa fungicida 

para controle da podridão vermelha da cana-de-açúcar (GOSWAMI et al., 2015), e por esse 

motivo, uma cepa identificada como P. aeruginosa (ISP2 R REM 7) foi selecionada para as 

próximas etapas deste trabalho. 

 

6.4 Avaliação da inibição do crescimento micelial do fungo C. falcatum por 

metabólitos produzidos por Pseudomonas aeruginosa (ISP2 R REM 7) 

A técnica de incorporação de substâncias ativas contra fungos requer uma dispersão 

homogênea da amostra no meio, e pode ser utilizada para identificar compostos que são ativos 

para determinado grupo de patógenos de interesse. As vantagens desse método são a sua 
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simplicidade, rapidez e fácil identificação do que foi ativo ou não (RIOS; RECIO; VILLAR, 

1988). 

A espécie Pseudomonas aeruginosa já apresenta diversos relatos na literatura com 

atividade antifúngica (como citado no tópico anterior), e esse foi um dos motivos para a 

selecionarmos para o estudo da produção de metabólitos secundários. Entre as bactérias 

identificadas como P. aeruginosa, foi selecionada a cepa ISP2 R REM 7 para estudo do perfil 

químico, pois além de ter demonstrado potencial na inibição do fungo, foi a única cepa que 

produziu um pigmento vermelho (figura 14) na presença do fitopatógeno, podendo ser um 

indicativo de produção de compostos específicos antifúngicos. 

Após o cultivo da bactéria Pseudomonas aeruginosa (ISP2 R REM 7) em meio TSB, 

partição líquido-líquido, fracionamento clean up e fracionamento em coluna sep-Pak C18 foi 

realizado o ensaio de incorporação no meio de cultura e os resultados podem ser observados 

na figura 15. 
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Figura 15. Ensaio de incorporação em meio de cultura BDA com a fração metanólica após o clean up: frações 

geradas a partir da coluna sep-Pak C18 e fungicidas Priori e Fox na concentração de 250 µg ml-1 contra o fungo 

Colletotrichum falcatum. 

 

Ao realizar a análise de variância, os resultados obtidos com esse ensaio não 

passaram no teste de normalidade, por isso não fizemos o teste de média Skott-Knott. Com 

base nos resultados apresentados, foi verificado que a fração metanólica após o clean up 

inibiu em 86 % o crescimento do fungo, enquanto que as frações obtidas após o 

fracionamento com a coluna Sep-Pak: 100 % água, água:metanol (75:25) e 100% metanol não 

inibiram o crescimento do fungo, apresentando crescimento igual ao tratamento controle. Já 

as frações água:metanol (50:50) e água:metanol (25:75) inibiram o crescimento do fungo em 

100 %, o mesmo resultado apresentado pelos fungicidas. Foi comprovado também que 

utilizando frações mais puras, houve um aumento da atividade antifúngica, visto que ao 

comparar a fração após o clean up e as frações geradas a partir da cromatografia sepak C18, 

essas últimas frações inibiram completamente o crescimento micelial do fungo. 
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A produção de antibióticos se dá através do metabolismo secundário de seus 

produtores, e são ferramentas importantes para reprodução dos microrganismos quando 

avaliando em ambiente competitivo, inclusive podem ser mais importantes do que a 

competição por nutrientes. A ação dos antibióticos pode ser observada na redução ou 

paralisação do crescimento e esporulação do microrganismo antagônico, redução na 

germinação de esporos, além de distorções na hifa e endólise (BOMFIM et al., 2010). 

Foi relatado na literatura que Pseudomonas sp. produzem muitos compostos 

aromáticos heterocíclicos como a quinolina e metabólitos secundários, por exemplo, 

antibióticos, sideróforos quelantes de ferro e cianeto, que são em sua maioria responsável pela 

supressão de fungos (NARAYANASAMY; NARAYANASAMY, 2013). 

 Assim, como etapa seguinte deste trabalho foi avaliar o perfil químico dessas 

frações em UPLC – MS/MS e identificar quais os possíveis compostos bioativos produzidos 

por esta bactéria responsáveis pela atividade antifúngica. 

 

6.5 Estudo químico dos metabólitos secundários produzidos por 

Pseudomonas aeruginosa (ISP2 R REM 7)  

Após obtenção do meio metabólito, e algumas etapas de limpeza e separações, as 

frações ativas obtidas foram analisadas por UPLC-MS/MS. 

As frações que continham metabólitos ativos foram: a fração metanólica (após o 

clean up), e as frações: água metanol (50:50) e a água metanol (25:75), após a cromatografia 

em coluna aberta Sep-pak C18. Os gráficos (Figura 16) a seguir estão representados pelas 

seguintes cores: fração metanólica (após o clean up) na cor vermelha, fração água:metanol 

(50:50) na cor azul, água:metanol (25:75) cor verde e as frações que não deram atividade 

(água:metanol (75:25) e metanol 100% - a fração 100 água foi descartada por ser considerada 

apenas com resíduos de meio de cultivo) estão em cinza. Os nodos foram coloridos desta 

forma para facilitar a localização e visualização das features que estão presentes na fração 

metanólica após o clean up e nas frações que deram atividade antifúngica. 
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Figura 16. Análise das redes moleculares clássicas para a fração metanólica (após o clean up) e as frações 

geradas em cromatografia em coluna C18 (água:metanol (75:25), água:metanol (50:50), água:metanol (25:75) e 

metanol 100% metanol). Features que apresentam a cor vermelha representa compostos encontrados na fração 

após o clean up; a cor verde representa a features presentes na fração ativa água:metanol (50:50); a cor azul 

representa features na fração ativa água:metanol (27:75). Features em cinza representam as frações não ativas 

água:metanol (27:75) e metanol 100 %.  

 

Com essa análise, foram obtidos sete hits (anotações) segundo as bibliotecas do 

GNPS com relatos na literatura de serem produzidos por bactérias da espécie Pseudomonas 

aeruginosa, os quais estão indicados na seguinte tabela (Tabela 10) e estrutura química na 

figura 17. A partir dessas anotações, foi elaborado um mirror match (ANEXO E) dos 

compostos anotados segundo as bibliotecas do GNPS. O mirror match é uma representação 

que indica o nível de similaridade ou de coincidência, dos espectros experimentais (espectro 

de massas acima na cor preta – anotados neste trabalho) com respeito ao espectro de 

referência da base de dados (espectro de massas de baixo na cor verde) o qual vem 

acompanhado de um score que indica esse nível de similaridade, o qual, quanto mais perto de 
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1 maior a semelhança entre os dois, sendo um valor mínimo considerado com bom, um valor 

de 0,7. 

 

Tabela 10. Anotações das amostras com as livrarias do GNPS 

Cluster Aduto 
Massa 

precursora 
Nome do composto 

Fórmula 

molecular 

Similaridade 

(cosseno) 

6868 M+H 222.022 Ácido aeruginóico C10H7NO3S 0.85 

6654 M+H 197.072 1-Hidroxifenanzina C12H8N2O 0.79 

6882 M+H 225.072 Ácido fenazina-1-carboxílico C13H8N2O2 0.88 

8592 M+H 260.165 Sinal de quinolona de Pseudomonas C16H21NO2 0.89 

8589 M+H 260.169 Sinal de quinolona de Pseudomonas C16H21NO2 0.93 

11944 M+H 325.074 Pioquelina C14H16N2O3S2 0.86 

16588 M+H 651.397 Rhamnolipídeo (Rha-Rha-C10-C10) C17H18O5 0.87 

 

 

Figura 17. Estrutura química dos compostos químicos anotados na análise de molecular network que 

apresentam atividade antifúngica relatada. 
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Bactérias do gênero Pseudomonas empregam diversas estratégias para sequestrar 

ferro vital para sua sobrevivência, a espécie Pseudomonas aeruginosa, por exemplo é capaz 

de produzir de pioquelina, um sideróforos para captar ferro do ambiente (KAPLAN; 

MUSAEV; WUEST, 2021). A pioquelina é um ácido monocarboxílico e um membro das 

tiazolidinas produzidas pela condensação do ácido salicílico com duas moléculas de cisteína 

(TAKASE et al., 2000). Foi indicado que a pioquelina é produzida por P. aeruginosa, mas 

somente quando a concentração de ferro se torna extremamente baixa é que esta bactéria 

começa a produzir esse composto (DUMAS; ROSS-GILLESPIE; KÜMMERLI, 2013). A 

produção de pioquelina pode ter um papel na contínua resposta inflamatória que causa danos 

aos tecidos em infecções crônicas, como em infecções císticas pulmões com fibrose 

(LYCZAK; CANNON; PIER, 2002). 

O Sinal de quinolona de Pseudomonas (PQS) é uma das três moléculas de quorum 

sensing (QS) produzidas por bactérias da espécie P. aeruginosa. O QS é um fenômeno natural 

realizado por alguns microrganismos que acontece através da liberação de pequenas 

moléculas de sinalização que podem se difundir livremente entre as células bacterianas e 

podem ser detectadas por proteínas receptoras específicas, localizadas no citoplasma celular 

ou na membrana celular (JIMENEZ et al., 2012; LEE; ZHANG 2015; HODGKINSON et al., 

2016). A rede de sinalização de P. aeruginosa é talvez um dos sistemas mais complexos 

conhecidos e, até o momento, é o mais bem estudado entre todos os sistemas de 

microrganismos. Consiste em múltiplas camadas de sinalização interligadas que regulam 

coordenadamente a virulência e a persistência, impulsionando o surgimento de P. aeruginosa 

do enorme número de espécies que compõem o domínio bacteriano da biodiversidade para se 

juntar a um grupo de elite de algumas dezenas que representam uma grande ameaça para os 

seres humanos (JIMENEZ et al., 2012; DIGGLE et al., 2007). As análises dos mecanismos 

moleculares da comunicação célula a célula podem ajudar os cientistas a desenvolver agentes 

antimicrobianos específicos que diminuirão as características defensivas e ofensivas dos 

patógenos. A geração do PQS pode alterar toda a arquitetura da população bacteriana, 

melhorando sua aptidão em vários ambientes e causando resistência ao estresse ambiental 

(LIN et al., 2018). 

O ácido aeruginóico é uma substância derivada do metabólito aerugina (YANG; 

DOSTAL; ROSAZZA, 1993), isolado pela primeira vez em 1988 por Zunnundzhanov et al 

(1988) de uma cepa de Pseudomonas aerguninosa. O composto análogo à aerugina, o (+)-(S)-

dihydroaeruginoic acid isolado da bactéria do gênero Pseudomonas, possui relatos na 

literatura de atividade in vitro contra uma gama de fungos fitopatogênciso, incluindo 
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Cladosporium cucumerinum Colletotrichum orbiculare, Cylindrocarpon destructans, 

Didymella bryoniae,  Magnaporthe grisea, Phytophthora capsici, Pythium ultimum, 

Rhizoctonia solani (LEE; MOON; HWANG, 2003).  

O ácido fenazina-1-carboxílico (PCA) é um composto amplamente relacionado a 

metabólitos microbianos produzidos por bactérias do gênero Pseudomonas (XIONG et al., 

2017). Esse composto apresenta elevada importância agrícola, visto que já foi relatado na 

literatura que esse composto isolado de P. aeruginosa possui atividade antifúngica a diversos 

fungos fitopatogêncos, como contra os fungos Rhizoctonia solani, Fusarium graminearum 

(XIONG et al., 2017) Botrytis cinerea (SIMIONATO et al., 2017). Outro fungo com relatos 

relatado que o PCA é capaz de inibir o seu crescimento in vitro, é o Phellinus noxius, onde 

através de abordagens morfológicas, fisiológicas e molecular, foi observado que com a 

presença de PCA, há a interrupção no crescimento fúngico, eventual morte do patógeno e 

alteração no metabolismo do fungo e que esse composto possui um amplo espectro de efeitos 

celulares (HUANG et al., 2016). 

A 1-hidroxifenazina, é um produto secundário da biossíntese da piocianina, que 

também apresenta propriedades ativas redox, mas oxida em potenciais mais negativos 

(SISMAET; PINTO; GOLUCH, 2017). O composto 1-hidroxifenazina produzido por P. 

aeruginosa possui relatos de atividade antifúngica, mostrando-se eficiente em inibir o 

crescimento in vitro dos fungos Cochliobolus miyabeanus, Diaporthe citri, Rhizoctonia 

solani, Phytophthora parasitica var. nicotianae and Exserohilum turcicum e das bactérias 

Salmonella sp., Klebsiella oxytoca, Shigella castellani, Salmonella typhi e Bacillus anthraci 

dessa forma, sugerindo que os compostos produzidos por P. aeruginosa possuem um 

potencial significativo para o controle biológico de microrganismos fitopatogênicos, 

particularmente patógenos fúngicos (LIU et al., 2020b). 

Com essa análise dos metabólitos produzidos pela P. aeruginosa, foi possível 

identificar alguns biossurfactantes, como o rhamnolipídeo (Rha-Rha-C 10-C 10). Esse 

composto já foi relatado na literatura por ser produzido por Pseudomonas aeruginosa 

(MONTEIRO et al., 2007; SAIKIA et al., 2014; NDLOVU et al., 2017; ZHAO et al., 2018). 

Entre os biossurfactantes, os ramnolipídeos têm atraído a atenção da indústria de forma 

significativa nos últimos anos (JIANG et al., 2020), pois estão entre os biossurfactantes mais 

produzidos por microrganismos quando comparado a outros biossurfactantes bacterianos, 

possuem alta biodegradabilidade (SOBERÓN‐CHÁVEZ et al., 2021) e baixa toxicidade 

(JOHANN et al., 2016). Os ramnolipídeos têm sido utilizados em diversos processos, como 
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na biorremediação de hidrocarbonetos de solo, água contaminada e derramamentos de óleo no 

ambiente, como também na remoção de metais pesados (COSTA et al., 2010). Ainda mais, os 

ramnolipídeos isolados de P. aeruginosa possuem relatos na literatura por possuir atividade 

antifúngica in vitro contra os patógenos Fusarium oxysporum (DEEPIKA; SRIDHAR; 

BRAMHACHARI, 2015), Aspergillus flavus, Aspergillus niger, e Rhizopus oryzae 

(ONLAMOOL; SAIMMAI; MANEERAT, 2023) e contra o fungo Colletotrichum falcatum 

(GOSWAMI et al., 2015). 

Para trabalhos futuros, será considerado que o isolamento do composto ativo é 

fundamental para atribuir de forma inequívoca qual composto é o responsável pela atividade 

antifúngica ao fitopatógeno C. falcatum. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

Com este trabalho, foram isolados 164 microrganismos das amostras da própolis 

verde, vermelha e verde da Caatinga, como também das suas respectivas resinas de origem. 

Com a identificação desses microrganismos, observa-se que há espécies específicas para cada 

material, como também foram identificadas algumas espécies em comum entre as própolis 

analisadas e suas resinas de origem, como também entre as própolis.  

Os gêneros de bactéria em comum para todos os materiais coletados foram 

Enterobacter, Klebsiella e Pantoea. Enquanto que para os fungos, o gênero Penicillium esteve 

presente nas amostras de própolis verde e verde da Caatinga.  

Foi identificado alguns microrganismos presentes em apenas um meio, como o 

Bacillus pumillus isolado no meio LNMS das amostras da própolis verde, corroborando com a 

ideia de que é importante utilizar vários meios no isolamento para aumentar a diversidade de 

isolados. Como também, utilizando meios de cultura contendo própolis, conseguimos isolar 

um fungo que não cresceu em outros meios, o Penicillium corylophilum, dessa maneira, 

reforça a ideia de que se deve utilizar meios de cultura semelhantes às do ambiente em que 

microrganismos vivem na prospecção de novos microrganismos, ou aumentar a diversidade 

de isolados. 

O ensaio antagônico das bactérias frente o fungo Colletotrichum falcatum 

demonstrou que há bactérias que possuem o potencial de inibir o crescimento do fungo em 

condições in vitro, e é um indicativo inicial de que esses microrganismos podem contribuir 

produzindo compostos com propriedades antifúngica da própolis, desse modo, selecionamos 

uma bactéria para analisar seus metabólitos secundários. 

Por fim, através de ferramentas de molecular network e estudo de metabolômica para 

a Pseudomonas aeruginosa (ISP2 R REM 7) foram anotados alguns compostos com relatos 

na literatura com atividade antifúngica, como o rhamnolipídeo (Rha-Rha-C10-C10), 1-

hidroxifenazina e o ácido fenazina-1-carboxílico.  
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8. CONCLUSÃO  

Existem microrganismos associados à própolis e em suas resinas de origem. 

Comparando os microrganismos isolados de diferentes tipos e localidades podemos concluir 

que existem microrganismos comuns, mas também únicos em cada tipo de amostra. 

As bactérias isoladas demonstraram ter potencial antifúngico ao fungo fitopatógeno 

Colletotrichum falcatum. A bactéria Pseudomonas aeruginosa demonstrou que produz 

metabólitos secundários com propriedades antifúngicas. 

No melhor do nosso conhecimento este é o primeiro relato de microrganismos 

isolados das própolis verde, vermelha e verde da caatinga. Como também, este trabalho sendo 

o primeiro a relacionar a microbiota presente na resina que dá origem a cada tipo de própolis. 
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ANEXOS 

ANEXO A. Composição dos meios de cultura utilizado no isolamento dos microrganismos 

FUNGOS 

Mártin g L-1 

Fosfato Dipotássico 1,0 

Sulfato de Magnésio 0,5 

Peptona 5,0 

Dextrose 10,0 

Rosa Bengala 0,033 

Estreptomicina 0,03 

Ágar 15,0 

pH = 5,6  

 

Batata-Dextrose-Ágar (BDA) g L-1 

Infusão de batata 4,0 

Glicose 20,0 

Ágar 15 

pH=5,6  

 

BACTÉRIAS 

Ágar Nutriente (NA) g L-1 

Extrato de Carne 1 

Extrato de Levedura 2 

Peptona 5 

Cloreto de Sódio 5 

Ágar 17 

pH = 6,8  

 

Agar Triptona de Soja (TSA) g L-1 

Triptona 15,0 

Peptona de soja 5,0 

Cloreto de sódio 5,0 

Ágar 15,0 

pH = 7,3  
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Agar Extrato Glicose Triptona (TGE) g L-1 

Extrato de Carne 3,0 

Digestão enzimática de caseína 5,0 

Dextrose 1,0 

Ágar 15,0 

pH = 7,0  

 

ACTINOBACTÉRIAS 

Ágar sais minerais com baixo teor de Nutrientes (LNMS) g L-1 

Extrato de Levedura 0,1 

Fosfato Dipotássico 2,0 

Cloreto de Sódio 0,2 

Sulfato de Magnésio 0,005 

Carbonato de Cálcio 0,05 

Sulfato de Ferro 0,01 

Amido Solúvel 0,1 

Ágar 17,0 

pH= 7,0  

 

Sais minerais, amido e Ágar Caseína (MSSC) g L-1 

Amido Solúvel 10 

Nitrato de Potássio 2 

Caseína 0,3 

Cloreto de Sódio 2 

Fosfato Dipotássico 2 

Sulfato de Magnésio 0,05 

Carbonato de Cálcio 0,02 

Sulfato de Ferro 0,01 

Ágar 17,0 

pH = 7,0  

 

ISP2 g L-1 

Extrato de Carne 1,0 

Extrato de Levedura 2,0 

Extrato de Malte 5,0 



109 
 

Dextrose 5,0 

Ágar 15,0 

pH = 7,0  

 

FUNGOS, BACTÉRIAS E ACTINOBACTÉRIAS 

CCA g L-1 

Glicerol 30 

Peptona 2 

Fosfato de Potássio 1 

Sulfato de Magnésio Heptahidratado 0,5 

Agar 15,0 

Solução traço (5 ml L-1)  

Sulfato de Ferro Heptahidratado 0,1 

Cloreto de Manganês 0,1 

Sulfato de Zinco 0,1 

pH = 7,0  

 

Ágar – água + própolis g L-1 

Ágar 15 

Própolis 50,0 
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ANEXO B. Morfotipo dos microrganismos isolados da própolis verde e da resina de Baccharis 

dracunculifolia. 
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ANEXO C. Morfotipo dos microrganismos isolados da própolis vermelha e da resina de  

Dalbergia ecastophyllum. 
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ANEXO D. Morfotipo dos microrganismos isolados da própolis verde da Caatinga e da resina de 

Mimosa tenuiflora.  
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ANEXO E. Mirror match dos compostos anotados com atividade antifúngica 

 

Ácido aeruginóico – similaridade de 0,85 

 

1-Hidroxifenanzina – similaridade de 0,79 
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Ácido fenanzina-1-carboxílico – similaridade 0,88 

Sinal de quinolona de Pseudomonas – similaridade de 0,89 
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Sinal de quinolona de Pseudomonas – similaridade de 0,93 

Pioquelina – similaridade de 0,86 

 

 



126 
 

 
 

Rhamnolipídeo (Rha-Rha-C 10-C 10) – similaridade de 0,87 

 

 

 

 


