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Atividade Antifungica com extrato Stevia rebaudiana
bertoni

Antifungal activity with Stevia rebaudiana bertoni extract

RESUMO

Rhizopus nigricans é um grande fungo filamentoso zigomiceto que possui facil disseminagdo
de esporos. Ele é responsavel pela Podriddo Mole causada nos frutos. A Stevia rebaudiana
bertoni é uma planta que tem por origem o Brasil e o Paraguai e possui varios efeitos como
o antimicrobiano. O objetivo deste trabalho foi investigar a existéncia de um potencial
antifungico contra o Rhizopus nigricans na presenca do extrato de Stevia rebaudiana
bertoni. A extracdo do caule de estévia em pd ocorreu utilizando o solvente metanol.
Avaliando por meio de apenas uma concentracdo de extrato de estévia, em triplicata, o
fungo Rhizopus nigricans demonstrou uma mudanca sutil.

PALAVRAS-CHAVE: Rhizopus. Estévia. Antifungico.
ABSTRACT

Rhizopus nigricans is a large filamentous zygomycete fungus that has easy spore spread. He
is responsible for the Soft Rot caused on the fruits. Stevia rebaudiana bertoni is a plant that
originates in Brazil and Paraguay and has several effects such as antimicrobial. The objective
of this work was to investigate the existence of an antifungal potential against Rhizopus
nigricans in the presence of Stevia rebaudiana bertoni extract. Extraction of the stevia
powder powder occurred using the solvent methanol. Evaluating using only one
concentration of stevia extract, in triplicate, the fungus Rhizopus nigricans demonstrated a
subtle change.
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INTRODUCAO

As doencas pds colheita que afetam os frutos sao grandes problemas para os
comerciantes, principalmente para as frutas destinadas a exportacdo, pois elas sdo
responsaveis por perdas na qualidade do produto e na quantidade produzida,
assim prejudicam a comercializacdo (EMBRAPA, 2007; CONTARATO et al., [s.d.]).
Dentre as doencgas que podem aparecer, uma das principais é a “Podriddo Mole”
provocada pelo Rhizopus nigricans que causa a deterioracdo do produto e
raramente é notada no campo (RONQUE, 1998). Segundo a Embrapa (2005), é
conhecida assim porque o fruto se apresenta mole, aquoso e com extravasamento
do conteudo celular.

Rhizopus nigricans é um grande fungo filamentoso zigomiceto que possui facil
disseminacdo de esporos, por isso frutas macias sendo de nutricdo abundante sdo
muito suscetiveis a sua acdo (PAN et al., 2003). Segundo a Embrapa (2007), através
de ferimentos o R. nigricans entra no fruto e o apodrece inteiramente, deixando
intacta apenas a cuticula circundante. A enfermidade tem por caracteristica lesGes
aquosas irregulares, que aumentam de tamanho muito rdpido, e sdo cobertas por
um micélio branco e, posteriormente, por uma massa de esporangios negros.
Portanto, é desejavel que ele seja inibido, além de evitar que as frutas sejam
machucadas durante a colheita, transporte e venda.

Por seus efeitos adocantes, antioxidantes, anti-hipertensivo,
antihiperglicémico, anti-inflamatério, anticancerigeno, antidiabético, hipotensivo,
antitumoral e antimicrobiano, a estévia (ou erva-doce do Paraguai) tem sido muito
estudada pela comunidade cientifica (LORENZI; MATOS, 2002). Constatou-se
também, que em extratos aquosos, possui efeito bactericida contra bactérias
contaminantes de alimentos, como a E.coli (SOUSA, 2014). A Stevia rebaudiana
Bertoni tem por origem o Brasil e o Paraguai, contudo, foi muito usada pelas tribos
da América do Sul por causa de suas propriedades edulcorantes e medicinais
(NARAYANAN et al., 2014). Infelizmente, a producdo em larga escala é restrita
porque a taxa de germinacdo das sementes é baixa e ndo sdo homogéneas, o que
traria problemas com relacdo a sua composicdo. (NAKAMURA; TAMURA, 1985).

Considerando que a Stevia rebaudiana Bertoni possui agdo antimicrobiana e
muitos beneficios ao bem-estar humano, o presente trabalho tem por objetivo
investigar a existéncia de um potencial antifungico contra o Rhizopus nigricans
avaliando sua acdo no desenvolvimento do fungo para que seja possivel diminuir
a incidéncia de podriddo causadas em frutas.

MATERIAIS E METODOS

- Meios de cultura: Utilizou-se os meios de Cultura Malt Agar, Agar Batata, Agar-
Agar e D-18 que foram preparados conforme o fabricante.

- Microorganismo: Cepa é Rhizopus stolonifer CCT 0276, adquirira da Fundagdo
André Tosello

- Obtencdo do extrato de estévia: No decorrer do crescimento do fungo, obteve-
se o extrato do caule moido da Stevia rebaudiana bertoni. De inicio, em quatro
erlenmeyers, distribuiu-se 250 gramas de caule moido de estévia. Em seguida,
usando a capela, adicionou-se 75mL de metanol com uma pipeta graduada em
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cada erlenmeyer, vedou-se com plastico filme e foram postos em uma Camara
Incubadora com Agitacdo Orbital (Shaker) por uma hora em 250 rpm e
temperatura de 452C. Apds uma hora, foi retirado o extrato resultante e este foi
colocado em dois béqueres nomeados de A e B. O processo realizou-se em
triplicata.

Apds a extracdo, escolheu-se o béquer A para a secagem do extrato liquido
utilizando um Rotavapor. Para remover o extrato seco de dentro do baldo, colocou-
se 100mL do meio de cultura dgar malte, com adicdo de 05mL de tween 80 a 0,1%
medidos em proveta esterilizada. Raspou-se com uma espatula e com o auxilio de
um bastdo de vidro, removeu-se grande parte do extrato seco. Seguidamente, o
meio com extrato foi vertido em outro baldo esterilizado. Para que ocorresse total
remocdo do extrato, repetiu-se o processo que teve por discrepancia a adicdo de
180mL de meio de cultura.

- Teste antimicrobiano: Para a andlise, utilizou-se dois meios para o teste: sem o
extrato, para o controle, e com 14% de extrato. Os meios foram vertidos em 9
placas cada. Assim, utilizando a melhor placa entre as trés que haviam sido
incubadas, na temperatura de crescimento do fungo, executou-se a inoculacdode
R. nigricans. Com uma alca esterilizada, uma quantidade pequena foi retirada e
adicionada em um eppendorf contendo 1mL de Agar-Agar. E de destaque que em
cada meio, houve a incubacdo e verificacdo de crescimento do fungo.

DISCUSSAO E RESULTADOS

Através do meio sem o extrato, tivemos o controle para o crescimento do fungo
e assim foi comparada a inibicdo. Observando a olho nu, os dois obtiveram
crescimento de colonias e uma leve discrepancia entre elas. Entretanto, ndo foram
analisadas em microscdpio para que fosse identificada as caracteristicas concretas de
cada uma delas por causa da interferéncia da pandemia do COVID-19. Essa influencia,
impossibilitou que os testes foram registrados, o que causa maior dificuldade nos
resultados. Além disso, ndo foi encontrado na literatura trabalhos com a estévia e
fungos e por isso, ficamos sem qualquer tipo de parametro.

Contudo, apesar dessas influéncia, concluimos que o extrato do caule moido de
Stevia rebaudiana bertoni ndo obteve capacidade de inibicdo nas quantidades que
utilizamos. Porém, acreditamos que extratos obtidos com outros solventes poderdo
apresentar melhores resultados.

CONCLUSAO

A presente pesquisa partiu do principio de que que a Stevia rebaudiana
Bertoni possui a¢do antimicrobiana. Logo, indicava uma possivel inibicdo fungica
contra o Rhizophus nigricans que causa a podriddo em frutas.

Primeiramente foi feito uma pesquisa com relagdo aos meios para o melhor
resultado de crescimento e obtivemos como resultado que o melhor meio para
este trabalho é o Malte Agar. Apds a definicio do meio, comecou a extra¢do da
Stevia rebaudiana bertoni e enfim, a inoculacdo do fungo Rhizopus nigricans.

Apds a inoculacdo do microrganismo, observamos que o extrato ndo obteve
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capacidade de inibicdo como era esperado, pois cresceram colénias no meio de
controle e no meio com a estévia. Todavia, apesar de nao ter sido como esperado,
houve uma sutil inibicdo o que indica que, além de continuar a andlise que foi
interrompida pela pandemia, novos testes com outros solventes e/ou novas
concentracdes deverdo ser realizados.
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