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Atividade Antifungica de extratos naturais

Antifungal activity of natural extracts

RESUMO

O fungo Botrytis cinerea produz o mofo cinzento, responsavel por infectar mais
de 200 plantas hospedeiras. Possui a capacidade de decompor complexos
polissacarideos da parede celular de plantas, que é caracteristica marcante dos
patdgenos fungicos. As folhas da Stevia rebaudiana, além de possuirem compostos
com alto poder edulcorante, também contam em sua composi¢ao com substancias
gue possuem capacidade antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatdria. Através
do fracionamento com os solventes hexano, metanol, cloroférmio, acetato de etila
e isobutanol, foram obtidos extratos do caule moido da Stevia para entdo
determinar suas concentragdes inibitdrias e fungicidas minimas. O extrato a base
de hexano alcangou o melhor resultado em ambos os testes, sendo necessarias 22
mg/mL para ambas as funcdes. Com este estudo pode-se avaliar a atividade
antifungica do extrato do caule da S. rebaudiana e ressaltar o potencial destes
subprodutos para obtencdo de extratos de origem natural com potencial para
aplicacdo em alimentos ou produtos diversos.

PALAVRAS-CHAVE: Botrytis cinerea. Stevia rebaudiana. Fungicida.

ABSTRACT

The fungus B. cinerea produces gray mold, responsible for infecting more than 200 hosts
plants. It has a decomposition capacity of plant cell wall polysaccharides, which is
characteristic of fungal pathogens. The leaves of Stevia rebaudiana, besides having
compounds with high sweetening power, also have in their composition substances that
have antimicrobial, antioxidant and anti-inflammatory capacity. By fractionation with
hexane, methanol, chloroform, ethyl acetate and isobutanol solvents, Stevia ground
extracts were obtained to determine their minimum inhibitory and fungicidal
concentrations. The hexane extract achieved the best result in both tests, requiring 22
mg/mL for both functions. With this study we can evaluate the antifungal activity of S.
rebaudiana stem extract and highlight the potential of these byproducts to obtain extracts
of natural origin with potential for application in different foods or products.

KEYWORDS: Botrytis cinerea. Stevia rebaudiana. Fungicidal.
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INTRODUCAO

Botrytis cinerea é o responsavel pela producdao do mofo cinzento, capaz de
infectar mais de 200 plantas hospedeiras e causar graves danos a economia em
todo o mundo (WILLIAMSON et al., 2007; DEAN et al., 2012). Gragas a um arsenal
de enzimas degradantes, B. cinerea é entdo capaz de se alimentar de diferentes
tecidos vegetais (CHOQUER et al., 2007). A capacidade de decompor complexos
polissacarideos da parede celular de plantas é um aspecto importante do estilo de
vida dos patégenos fungicos (ZHANG et. al., 2016).

Este ascomiceto necrotroéfico exibe a capacidade de matar células hospedeiras
através da produgao de toxinas, espécies que reagem ao oxigénio e a indugao de
um surto oxidativo produzido pela planta (CHOQUER et al., 2007). A infestagdo
pode ocorrer desde o estdgio de plantula até o amadurecimento do
produto. Danos sérios podem ocorrer apds a colheita de plantios aparentemente
saudaveis (DEAN et al.,, 2012). No entanto, B. cinerea também causa perdas
macigas em algumas culturas horticolas em campo e em estufa antes da colheita,
ou mesmo no estagio de sementeira em alguns hospedeiros (WILLIAMSON et
al., 2007).

Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni é um arbusto nativo do Vale do Amambay,
formado por uma regido de interse¢do entre o Paraguai, Brasil e Argentina
(MARTINS et al., 2016). Sua utilizacdo remete aos costumes indigenas por ser fonte
de glicosideos diterpénicos derivados de esteviol que possuem alto poder
adocgante (FERRAZ, 2015). Diferentes espécies de Stevia contém compostos com
potencial adocante, sendo a S. rebaudiana a com maior poder edulcorante (GOYAL
et al., 2010).

As folhas de Stevia contém compostos fendlicos com propriedades
antimicrobianas e antioxidantes, vitamina C, carotendides e clorofila em
quantidades elevadas além de glicosideos de esteviol (KARAGOZ & DEMIRDOVEN,
2019). BARBA et al. (2014) afirma que a Stevia “age como um adogante de baixa
caloria e como antioxidante e antimicrobiano ao mesmo tempo”. Oferece
beneficios terapéuticos, com efeitos anti-hiperglicémico, anti-hipertensivo, anti-
inflamatadrio, antitumoral, antidiarreico, diurético e imunomoduladores (LEMUS-
MONDACA et al., 2012).

Este estudo teve como objetivo testar a atividade antifingica do extrato do
caule da S. rebaudiana obtido por diferentes solventes, como hexano, metanol,
cloroférmio, acetato de etila e isobutanol, sobre o fungo B. cinerea. Através da
obtencdo da concentracdo inibitéria minima e da concentragao fungicida minima.

MATERIAIS E METODOS

O fungo Botrytis cinerea CCT 1251 da colecdo André Toselo. Os diferentes
extratos do caule moido da Stevia rebaudiana, foram obtidos através do
fracionamento com metanol, hexano, cloroférmio, acetato de etila e isobutanol.

Para o teste da concentracdo inibitoria minima, foi utilizado o meio sintético
RPMI-1640, que é adequado para testes de sensibilidade com fungos filamentosos.
O procedimento de preparo seguido foi o indicado pela norma M38-A (NCCLS,
2002). O meio de cultura agar batata dextrose (BDA), utilizado para o crescimento
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dos esporos, e o agar sabouraud dextrose (ASD), utilizado para o teste da
concentracdo fungicida minima, foram preparados conforme instrucdes do
fabricante.

A concentrac¢do inibitoria minima (CIM) foi determinada de acordo com o
Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo para a Determinacdo da
Sensibilidade a Terapia Antifungica dos Fungos Filamentosos (M38-A), norma
desenvolvida pela National Committee for Clinical Laboratory Standart (NCCLS).

Os fungos foram inoculados em agar ASD por sete dias & 25°C para o
desenvolvimento dos esporos. Posteriormente, foi vertida sobre o micélio uma
solugdo estéril de tween 80 a 0,1%, para entdo realizar a raspagem da coldnia para
a coleta dos esporos, que foram contados em Camara de Neubauer. O inoculo foi
diluido para uma concentracdo final de 10* esporos/mL e utilizado para a
determinagao da CIM.

O ensaio da CIM ocorreu em duplicata, foram utilizadas placas de 96 pogos,
10 desses como tubos testes contendo o meio RPMI e a suspensao de cada extrato,
e os demais como controle positivo, isto é, apenas com o meio e o inoculo (pogo
11) e controle negativo contendo apenas o meio (pogo 12). Nos tubos 1 e 2 foi
adicionado 100 pl de cada extrato a 1 g.mL-1. A partir do tubo 2 foi realizada a
diluicdo seriada dos extratos até o tubo 10, transferindo-se 100 pul para cada tubo
teste e ao final desprezando 100 pl do tubo 10. Em seguida, adicionou-se 100 pl da
suspensdo a 104 esporos/mL do fungo B. cinerea nos pogos testes (1 ao 10) e no
controle positivo 11, reduzindo a concentragdo dos extratos em cada poco pela
metade. As placas foram levemente agitadas para a homogeneiza¢do do conteldo
e incubadas em estufa a 25 °C por 48 horas. Apds este periodo foi verificado o
crescimento do fungo através da turvacao do meio e confirmacdo em microscopio
estereoscopio. Foi considerada a CIM, a menor concentragdo em que o extrato
impediu o crescimento do inoculo.

A concentragdo fungicida minima (CFM) foi determinada através da
inoculagdo de 20 pL de cada pogo negativo em CIM no meio de cultura BDA, que
foi entdo incubada 4 25 °C por 48 horas. Assim, a CFM foi a menor concentragao
onde ndo ocorreu o crescimento do fungo.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Passado o tempo de incubacao, foi realizada a leitura de cada poco da placa
de 96 pocos e de cada placa de Petri, e foram obtidos os resultados descritos na
Tabela 1. Desta forma, observa-se que o extrato de hexano atingiu o melhor
resultado para a concentra¢do inibitéria minima (CIM) e para concentracdo
fungicida minima (CFM).

Tabela 1 — Resultados de CIM e CFM dos extratos de Stevia rebaudiana

CiM CFM
Metanol 25 mg/mL 25 mg/mL
Hexano 22 mg/mL 22 mg/mL
Cloroférmio 25,63 mg/mL 51,55 mg/mL
Acetato de Etila 97 mg/mL 97 mg/mL
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CIM CFM
Isobutanol 90,85 mg/mL 90,85 mg/mL

Fonte: Autoria prépria (2019).

Os compostos da S. rebaudiana sdo adocantes de baixa caloria, ndo-tdxicos,
intensificadores de sabor e apds testados em humanos e animais, se mostraram
ndo mutagénicos, ndo teratogénicos e ndo carcinogénicos (LEMUS-MONDACA et
al.,, 2012).

Os solventes participam das reagBes que determinam a seletividade e a
conversdo para um novo produto (MORALES-GONZALEZ et al., 2019). Além do
rendimento, ha grande variacdo na composi¢do do extrato em func¢do do sistema
solvente utilizado (MOURE et al., 2001).

O hexano é um solvente apolar que possui alta estabilidade, baixas perdas na
evaporac¢do, gera baixa corrosdo de equipamentos, baixos residuos graxos e
melhores sabor e aroma nos produtos (CUSTODIO, 2003). Muito utilizado em
separac¢Oes cromatograficas em fase normal e na purificacdo de extratos vegetais
para extracdo de compostos lipofilicos como lipidios, ceras epicuticulares,
esteroides e acidos graxos (EMBRAPA, 2014). Ao longo dos anos, varios solventes
tém sido testados para substituir o hexano, mas nenhum conseguiu até o
momento, reunir qualidades que superassem as suas (CUSTODIO, 2003).

CONCLUSOES

Os extratos de Stevia rebaudiana obtidos com diferentes solventes
apresentaram efeitos inibitérios e fungicidas satisfatérios contra o fungo B.
cinerea, sendo que o extrato de hexano demonstrou maior eficiéncia inibitoria e
também fungicida. Assim, pode-se ressaltar o potencial destes subprodutos para
obtencdo de extratos de origem natural com potencial para aplicacdo em
alimentos. Sdo necessarios estudos futuros sobre a aplicacao direta nos alimentos.
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