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APRESENTACAO

Atecnologia encontra-se cada vez mais presente em nossas vidas, mudando
completamente a nossa interagdo e percepcao do mundo. No universo cientifico
néo é diferente, sobretudo por conta de o progresso tecnolégico estar contribuindo
constantemente no desenvolvimento de métodos de aquisi¢céo e analise de dados.

Neste livro sdo apresentados varios trabalhos com métodos modernos de
exploracéo de dados usando diferentes tecnologias nas Ciéncias Exatas e da Terra,
alguns com resultados praticos, outros com métodos tecnolégicos que auxiliam na
tomada de decisdo na 6tica sustentavel e outros com métodos de desenvolvimento
para o ensino de tecnologias.

A obra “Ciéncias Exatas e da Terra: Explorac¢édo e Qualificacao de Diferentes
Tecnologias 2” aborda os mais diversos assuntos sobre a aplicacdo de métodos
e ferramentas nas diversas areas das engenharias e ciéncias sociais aplicadas a
fim de divulgar métodos modernos de tecnologias aplicaveis, métodos sofisticados
de analises de dados e melhorar a relagdo ensino aprendizado, sendo por meio
de levantamentos teérico-praticos de dados referentes aos cursos ou através
de propostas de melhoria nestas relagbes. Portanto, a obra possui um relevante
conhecimento para profissionais que buscam estar atualizados e alinhados com as

novas tecnologias.

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Nitalo André Farias Machado
Romario Martins Costa
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RESUMO: A utilizagéo de plantas com atividade
fungicida vem sendo avaliada em muitos
estudos, visto que ha uma tendéncia mundial
para avaliar novas alternativas de controle
da deterioracdo pos-colheita devido a agéao
de fungos que limitam o valor econémico de
vegetais armazenados. O potencial de extratos
vegetais no controle de fitopatogenos se deve
a sua acgéo fungitéxica, a qual é responsavel
pela inibicdo do crescimento micelial. O objetivo
do presente trabalho & demonstrar as agdes
antifingicas dos extratos acéticos e etanolicos
de Mentha piperita (Menta) e Rosmarinus
officinalis ~ (Alecrim) contra o fitopatogeno
Penicillium citrinum, agente dos mofos e bolores
que causam podriddes de fruto comuns da
fase de pos-colheita. Para isso realizou-se a
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extracdo das plantas em etanol e acido acético,
em que se testou sua eficacia em quatro placas
de 96 pocos contendo concentragdes de OuL a
75uL de extratos e a suspensdo de esporos do
fungo. As placas foram incubadas em shaker a
180rpm em monitoramento durante 8 dias, sendo
analisadas a cada 24h em um espectrofotébmetro
a 405nm. A partir disto fez-se o teste de pH nos
extratos e de acgdo fungicida ou fungistatica em
pocos das placas que apresentaram inibicdo do
crescimento do fungo. Os extratos etanolicos
das folhas de ambos vegetais testados inibiram
o crescimento do fungo. O extrato etandlico de
Rosmarinus officinalis inibiu completamente o
crescimento do fungo com um volume inibitério
minimo de 60pL. A inibicdo do crescimento do
fungo pelo extrato etandlico de Mentha piperita,
também foi completa e o volume inibitério minimo
foi de 70uL. A inibicdo fungica observada com a
adicao dos dois extratos vegetais etandlicos foi
fungistatica. Os extratos vegetais acéticos néao
causaram efeito inibitério no crescimento do
fungo com os volumes testados de OuL a 75uL
e, portanto, apresentou-se inviavel sua utilizagao
para o controle pds-colheita do fungo testado.

PALAVRAS-CHAVE: Fitopatologia, extratos
vegetais, controle alternativo.
ANTIFUNGAL POTENTIAL OF

ETHANOLIC AND ACETIC VEGETABLE
EXTRACTS FROM MENTHA PIPERITA
AND ROSMARINUS OFFICINALIS
AGAINST PHYTOPATOGEN PENICILLIUM
CITRINUM

ABSTRACT: The use of plants with fungicidal
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activity has been evaluated in many studies, since there is a worldwide trend to evaluate
new alternatives for controlling post-harvest deterioration due to the action of fungi that
limit the economic value of stored vegetables. The potential of vegetable extracts in
the control of phytopathogens is due to their fungitoxic action, which is responsible
for the inhibition of mycelial growth. The aim of the present work is to demonstrate
the antifungal action of acetic and ethanol extracts from Mentha piperita (mint) and
Rosmarinus officinalis (rosemary) against Penicillium citrinum, agent of mold causing
rot common in the post-harvest phase. For this, plants were extracted in ethanol
and acetic acid, in which their efficacy was tested in four 96-well plates containing
concentrations of OuL to 75uL of extracts and the spore suspension of fungus. The
plates were incubated in shaker at 180rpm under monitoring for 8 days and analyzed
every 24 hours in a spectrophotometer at 405nm. From this, the pH test in the extracts
was carried out and fungicidal or fungistatic action was performed in wells of the plates
that showed inhibition of fungus growth. Ethanol extracts from the leaves of both tested
vegetables inhibited the growth of the fungus. The ethanolic extract of Rosmarinus
officinalis completely inhibited the growth of the fungus with a minimum inhibitory
volume of 60uL. The growth inhibition of the fungus with the addition of Mentha piperita
ethanolic extract was also complete and the minimum inhibitory volume was 70pL.
The fungal inhibition observed with the addition of the two ethanolic plant extracts was
fungistatic. The acetic plant extracts did not cause an inhibitory effect on the growth of
the fungus with the tested volumes from OuL to 75uL and therefore its use for the post-
harvest control of the fungus evaluated in this study was not viable.

KEYWORDS: Phytopathology, plant extracts, alternative control.

11 INTRODUGAO

A populagdo mundial vem aumentando continuamente, assim como a
preocupacdo em relacdo a quantidade e qualidade dos alimentos produzidos. A
utilizacdo de plantas com atividade fungicida vem sendo pesquisada amplamente,
visto que a sociedade esta buscando consumir produtos que utilizem o minimo
possivel de substancias sintéticas para o controle de moléstias.

O potencial de extratos no controle de fitopatbgenos se deve a sua acao
fungitoxica, a qual é responsavel pela inibicdo do crescimento micelial (CARVALHO,
2009). Uma vez que o manejo e o surgimento de patégenos resistentes tém reduzido
a estratégia de controle a base de fungicidas, tem-se a retirada dos registros de
muitos produtos do mercado (JOHNSON E SANGHOTE, 1994). Assim, surge a
necessidade de desenvolver métodos alternativos de controle que ndo comprometam
a qualidade dos frutos e a saude humana (PLETSCH,1998).

Neste trabalho foi testado a acao dos extratos acéticos e etandlicos de Mentha
piperita (Menta) e Rosmarinus officinalis (Alecrim) contra o fitopatogeno Penicillium
citrinum que causa doengas pés-colheita em um grande nimero de plantas.
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21 METODOLOGIA

Primeiro realizou-se a extracdo de dois solventes com o intuito de compara-
los, para isso foi necessario pesar um total de 15 g de cada erva e tritura-las de forma
uniforme. Em seguida dividiu-se a por¢ao de cada erva para diluir uma em 25 ml de
acido acético 40% e outra em 25 ml de etanol 40%, totalizando 4 porc¢des. Decorrido
15 dias de armazenamento montou-se um sistema de filtragcdo simples obtendo-se
os quatro extratos etanoélicos e acéticos de Rosmarinus officinalis e Mentha piperita.

Em seguida preparou-se 0 meio, com materiais autoclavados, composto de
4,5 g de Sabouraud Dextrose Broth, homogeneizado em 150 ml de agua.

ApOs a preparacéo do meio realizou-se o teste de bioensaio, foram utilizadas
2 placas de 96 pocos de polietireno. Na primeira placa foi testado o crescimento do
fungo Penicillium citrinum, em que na linha A, B e C, havia o extrato de Rosmarinus
officinalis com acido acético, e nas linhas E, F e G, havia extrato de Rosmarinus
officinalis com etanol. Na segunda placa foi testado o crescimento do fungo
Penicillium citrinum, em que na linha A, B e C, havia o extrato de Mentha piperita
com acido acético, e nas linhas E, F e G, havia extrato de Mentha piperita com
etanol. Em todas as placas a linha D e H, ndo obtiveram a adi¢éo de esporos, sendo,
portanto, o branco.

As concentracdes adicionadas de cada solugdo, distribuidas em 12 colunas,
foram as mesmas seguindo o procedimento geral totalizando 200 yL em cada poco,
adicionando-se 0os componentes seguindo a ordem de: agua destilada (de 75 uL a
0 pL); meio Sabouraud (115 pyL em todos); extrato (0 yL a 75 uL); esporo (10 uL em
todos).

Apo6s preparagéo das 4 placas, incubou-se a 25°C sob agitagéo de 180 rpm
em um shaker, durante os 8 dias de anélise. Monitorou-se a cada 24 h, utilizando um
leitor de microplacas a um comprimento de onda de 405 nm.

Os dados recolhidos foram analisados com auxilio de graficos gerados pelo
Software Oringi 8.

Realizou-se a medicdo do pH dos quatro extratos. ApOs a realizacdo das
leituras das placas de 96 pocos, aliquotas de 20 yL do sobrenadante das cavidades
onde foi observada completa inibicdo do crescimento fungico nas placas de
microdiluicdo foram semeadas em placas de petri com meio sabouraud. As placas
foram mantidas em temperatura ambiente por sete dias. O crescimento significa o
efeito fungistatico e o nédo crescimento o efeito fungicida.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram feitos graficos mostrando a cinética de crescimento do fungo na

presenca dos extratos acético e etandlicos de Rosmarinus officinalis e Mentha
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piperitacom volumes variando de O L, que é o controle, até 75 pyL durante o periodo
de oito dias de monitoramento, feito a partir da medicado das absorbéncias a 405
nm. Na Figura 1 € mostrada a cinética de crescimento do fungo Penicillium citrinum

presenca do extrato acético de Rosmarinus officinalis.
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Figura 1: Monitoramento da cinética de crescimento do fungo Penicillium citrinum por
absorbancia a 405 nm sem adicédo do extrato acético de Rosmarinus officinalis e em
concentracgdes diferentes do extrato a 25°C e agitagdo de 180 rpm durante 8 dias.

Na Figura 2 é mostrada a cinética de crescimento do fungo Penicillium
citrinum na presenca do extrato acético de Mentha piperita.
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Figura 2: Monitoramento da cinética de crescimento do fungo Penicillium citrinum
por absorbancia a 405 nm sem adi¢cdo do extrato acético de Mentha piperita e em
concentracgdes diferentes do extrato a 25°C e agitagédo de 180 rpm durante 8 dias.
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Nas Figuras 1 e 2 pode-se observar que com o aumento do volume dos
extratos acéticos de Rosmarinus officinalis e de Mentha piperita houve um aumento
significativo da presencga Penicillium citrinum sendo que quanto maior o volume
do extrato mais propicio ficou para o crescimento do fungo. Assim constatou-se
que com ambos os extratos ndo ha inibicdo da atividade fungica com nenhum dos
volumes estudados.

Atribuimos este fato ao ensaio do pH, em que os ambos os extratos acéticos
tinham pH na faixa de 3, sendo assim no experimento feito propiciamos as condi¢cdes
que favoreceram o crescimento dos fungos, onde eles previamente cresceram em
um meio levemente acido (ph 5,6) e posteriormente foram expostos a pH de valores
mais baixos. Essa condicdo é denominada Adaptative Tolerance Response (ATR),
em que microrganismos que crescem em condi¢des levemente acidas e depois sao
expostos a valores mais baixos de ph apresentam sobrevivéncia significativamente
maior do que se fossem previamente crescidos em condi¢bes 6timas (O’HARA et
al., 1989).

Na Figura 3 é mostrada a cinética de crescimento do fungo Penicillium
citrinum na presenca do extrato etandlico de Rosmarinus officinalis.
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Figura 3: Monitoramento da cinética de crescimento do fungo Penicillium citrinum por
absorbancia a 405 nm sem adicédo do extrato etandlico de Rosmarinus officinalis e em
concentragdes diferentes do extrato a 25°C e agitagdo de 180 rpm durante 8 dias.

AFigura 3 nos mostra que entre 0 uL a 50 yL houve um crescimento néo linear
dos fungos em relagéo a concentracdo de extrato, apenas a partir da concentragédo
de 60 pL nédo houve crescimento do fungo durante o periodo de 168 h, sendo esse,
portanto o volume minimo inibitério para de fato impedir o crescimento do fungo

Penicillium citrinum com o extrato etanolico de Rosmarinus officinalis.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia comparando-se as médias
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade que demonstrou que ndo ha mudanga
notodria ao adicionar os volumes de 0 pL a 50 pL, sendo assim, o fungo néao percebe
o efeito do extrato dentro deste intervalo de concentracéo, independentemente de
qual seja o volume adicionado. Apenas quando o volume é superior a 60 pL que de
fato h4 disting@o na cinética de crescimento dos fungos. Também né&o ha diferenca
entre os volumes adicionados entre 60 yL a 75 pL, portanto o valor de 60 pL € o
minimo eficaz para acarretar a inibicao do fungo Penicillium citrinum com o extrato
etanodlico de Rosmarinus officinalis.

Na Figura 4 é mostrada a cinética de crescimento do fungo Penicillium

citrinum na presenca do extrato etandlico de Mentha piperita.
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Figura 4: Monitoramento da cinética de crescimento do fungo Penicillium citrinum
por absorbancia a 405 nm sem adi¢cdo do extrato etandlico de Mentha piperita e em
concentragdes diferentes do extrato a 25°C e agitagdo de 180 rpm durante 8 dias.

A partir da Figura 4 é possivel analisar que houve um crescimento dos fungos
nao linear a concentragéo de extrato entre os volumes de O yL a 60 pL, apenas a
partir da concentragcéo de 70 pL ndo houve crescimento do fungo durante o periodo
de 8 dias, sendo esse o volume minimo inibitério para impedir o crescimento do
fungo Penicillium citrinum com o extrato etanolico de Mentha piperita. Realizou-se o
teste de Tukey a 5% de probabilidade que informou que ndo ha mudancga notéria ao
adicionar os volumes de 0 yL a 60 pL. Apenas quando o volume é superior a 70 uL
que ha distingédo na cinética de crescimento dos fungos. Também néo ha diferenca
entre os volumes adicionados entre 70 pyL a 75 pL, portanto o valor de 70 yL é o
minimo eficaz.

O teste de pH realizado com os extratos etandlicos apresentou um pH na
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faixa de 5,3, sendo também um ph &cido, mas que ndo proporcionou um ambiente
de proliferacdo dos fungos como ocorreu com os extratos acéticos.

Caso o extrato apresente efeitos bioldgicos de interesse, o solvente mais
adequado para obtencéo do extrato bruto é o etanol ou metanol, pois possibilita a
extracdo de um maior numero de compostos (CECHINEL et al., 1998), sendo que
combinados com o Rosmarinus officinalis, que apresenta a¢do de antibiotico, anti-
inflamatorio, anti-oxidante e antiparasitario (ALONSO, 1998), e a Mentha piperita,
que apresenta caracteristicas antisséptica, antiviral, antibacteriana, antifungica,
analgésica e antioxidante (BATISTUZO, 2011), apresentaram o resultado positivo
na inibigéo.

A avaliagdo da acgédo fungicida ou fungistatica comprovou que a agédo do
extrato etandlico sobre os fungos é fungistética, de acordo com a classificagao
da EMBRAPA. Sendo assim, ha apenas uma inibicdo do crescimento do fungo
Penicillium citrinum no ambiente que proporcionamos, mas quando alocados em

ambientes favoraveis ha germinacéo dos esporos.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Os extratos etandlicos demonstraram grande eficiéncia na inibicdo do
crescimento do fungo Penicillium citrinum, onde o extrato etanolico de Rosmarinus
officinalis teve volume inibitério minimo de 60 L e o extrato etandlico Mentha
piperita teve volume inibitério de 70 L. Foi possivel constatar que os extratos
tiveram um efeito fungistatico sobre os fungos estudados. Por outro lado, os extratos
acéticos ndo demonstraram eficacia no controle do crescimento dos fitopatégenos
estudados, ndo sendo viavel sua utilizacao para este fim.

Portanto os extratos etandlicos de Rosmarinus officinalis e Mentha piperita
mostraram-se como uma alternativa ao uso de fungicidas quimicos no tratamento
contra o fungo Penicillium citrinum, sendo eficientes na inibicdo do crescimento
fungico e uma alternativa néo téxica, natural, de fonte renovavel e abundante que
poderia ser utilizada no controle de doencgas causadas pelos fungos estudados
neste trabalho.
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