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1. TEMA

Extragéo e purificagdo da capsaicina e avaliagdo de suas propriedades antifungicas.

2. DELIMITAGAO DO TEMA

Verificar a capacidade antifungica da capsaicina extraida e purificada da

pimenta, no fungo Fusarium oxysporum f.sp. existente na banana.

3. PROBLEMA

O mal do panama € uma doenga causada pelo fungo Fusarium oxysporum
f.sp. em bananeiras, a doenga causa o enfraquecimento do pé e posteriormente sua
morte, impossibilitando que a area onde a mesma estava, seja cultivada novamente,
pois o fungo tem a capacidade de sobreviver sem estar parasitando o hospedeiro.
Justamente por essa capacidade de sobrevivéncia do fungo, torna-se dificil
combaté-lo. Os produtos quimicos ainda sao a melhor forma de combate, porém
atualmente tem-se um apelo para o consumo de alimentos provenientes de boas
praticas de cultivo, levando esses fatores em consideracdo foi desenvolvido o
seguinte problema. A capsaicina extraida da pimenta Malagueta apresentara a
propriedade fungicida para os fungos presentes na banana, diminuindo ou evitando

0 uso de produtos quimicos nocivos a saude.

4. HIPOTESES

e A capsaicina inibe o crescimento de fungos do tipo Fusarium oxysporum f.sp.
presentes na banana.
e A capsaicina possui maior viabilidade econbmica em relagdo aos demais

antifungicos pesquisados bibliograficamente.



e Os fungos se desenvolvem igualmente utilizando os meios de cultura

sabouraud e BDA.

5. OBJETIVO GERAL
Verificar a capacidade fungicida da capsaicina extraida da pimenta do género

capsicum, analisando assim, a viabilidade econémica do processo.

5.1 Objetivos especificos

e Extrair a capsaicina a partir da pimenta malagueta.

e Cultivar os fungos provenientes da banana

e Comparar o desenvolvimentos dos fungos em diferentes meios de cultura
(utilizando BDA ou sabouraud) com e sem adi¢cao de capsaicina.

e Verificar alteragbes no desenvolvimento dos fungos em meios de cultura com
aplicacao da capsaicina ao decorrer do periodo de incubagao (podendo durar
algumas semanas).

e Analisar a viabilidade econbmica da extracdo da capsaicina, utilizando-a
como agente antifungico, em comparacao aos demais anti fungicos presentes

no mercado.

6. JUSTIFICATIVA

A pimenta € um dos condimentos mais utilizados no mundo, no Brasil a
pimenta mais comum a ser utilizada € a pimenta vermelha ou dedo de moga. O que
a maioria da populagcdo desconhece que além de provocar ardéncia na boca e
garganta, também proporciona diversos beneficios a saude (MASSABNI, 2010).

O sabor acido e a ardéncia presentes na pimenta sdo provenientes de uma
substancia denominada capsaicina, a quantidade dessa substancia presente nas
pimentas variam de 0,1 a 1% de massa, dependendo do tipo da pimenta. A
capsaicina tem se mostrado util para o tratamento de diversas doencas, entre elas a

artrite reumatodide, além de ter sido apontada como um anticoagulante, pois auxilia
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na redugédo da pressdo sanguinea, atuando na redugao do colesterol e evitando a
formagao de coagulos sanguineos, que podem causar derrames cerebrais, infartos
e trombose (MASSABNI, 2010).

Estudos apontam que a capsaicina apresenta propriedades antimicrobianas,
incluindo fungos e bactérias. As plantas sao os principais alvos de pesquisa neste
ramo, visto que, a principal defesa das plantas contra seus predadores naturais
(fungos, bactérias, virus, parasitas e animais superiores) é a producdo de
substancias que provém das vias metabdlicas secundarias das plantas (KAPPEL,
2007). Uma possivel aplicacdo viavel para as propriedades antifungicas da
capsaicina seria sua utilizagcdo como fungicida na bananicultura.

A banana é uma das frutas mais populares do Brasil sendo este o terceiro
maior produtor de banana do mundo, com produgdo de aproximadamente 40,2
milhdes de toneladas, sendo assim responsavel por 4,8% da produgcdo mundial
dessa fruta (ANDRADE, 2017).

Um dos principais problemas fitossanitarios da bananicultura Brasil € o mal
do panama, uma doenga causada por um fungo de solo identificado como Fusarium
oxysporum f. sp. cubense pertencente ao género dos deuteromicetos, este possui
grande capacidade de sobreviver mesmo estando fora do hospedeiro, devido a este
fator torna-se ainda mais dificil e custoso combater esse patégeno (AMORIM,
FILHO, CAMARGO, REZENDE.1997). Este fungo pode infectar diferentes
variedades de bananeiras, causando diversos prejuizos aos bananicultores, devido
a dificuldade de controle desse fungo e por conta da dificuldade de aplicagao das
medidas de controle (BORGES, TRINDADE, MATOS, PEIXOTO; 2007).

E comum em lugares onde ocorre a pratica da agricultura econémica a
utilizacdo de pesticidas em larga escalada para o controle de doengas, essas
medidas podem ser benéficas para o agricultor em curto prazo, mas a longo prazo
pode ocorrer a formagao de isolados desse fitopatogénico resistente as substancias
quimicas utilizadas. Como medida alternativa para o uso de pesticida aparece o
controle bioldgico e a indugao da resisténcia das plantas e a exploragédo da atividade
metabdlica de compostos secundarios encontrados no extrato bruto ou em dleos

essenciais de plantas medicinais mostra-se ao lado da inducdo a resisténcia como



um meio alternativo de controle e combate de doengas em planta cultivadas (CRUZ,
ESTRADA, STANGARLIN; s/d).

Tendo em vista os fatores apresentados anteriormente € possivel realizar
uma relagdo para a aplicagdo da capsaicina extraida de pimentas do género
capsicun para sua utilizagdo como agente fungicida, atuando sobre o fungo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense, agente causador da doenca conhecida
popularmente como mal-do-panama a qual atinge de forma significativa a
bananicultura presente na regido. Desta forma, a capsaicina surge como um meio
alternativo para o combate do fungo, € possivel evitar o uso de outros meios que

podem trazer sérios danos ao meio ambiente, solo, produto e ao consumidor final.

7. FUNDAMENTAGAO TEORICA

7.1 Pimenta Capsicum

O género Capsicum, em que as pimentas verdes e vermelhas estdo
inseridas, tem origem da palavra grega kaptos, que significa morder. Este
compreende cerca de 27 espécies conhecidas, pertencentes a familia das
solanaceas, cujo o tabaco, a berinjela e a batata também estdo inseridos
(BONTEMPO, 2007).

Em relacdo as espécies do género Capsicum, elas apresentam flores
perfeitas preferencialmente e sua reproducdo € a autofecundacdo espontdnea
(BOSLAND, 1996. apud. CRUZ; CAMPQOS, 2007). A variabilidade genética das
pimentas podem ser observadas nos frutos que apresentam diferentes tamanhos,
formatos, teores de pungéncia, etc. (BONTEMPO, 2007). Um dos principais
atributos do género Capsicum, além de servir como antioxidante, antiinflamatéria,
antimutagénica e quimiopreventiva da capsaicina, € a pungéncia’ (PINTO, et.al.
2013). Ela esta relacionada diretamente com a concentracdo de capsaicindides

presentes em sua composi¢ao. Outra caracteristica importante nos frutos, € a

' Pungéncia: O termo pungéncia é definido como aquele de sabor caustico, de paladar forte, picante.
Sao considerados alimentos pungentes as pimentas e os temperos, em geral, como alho,
cebola, gengibre, pimenta do reino, entre outros alimentos (DOMENICO, 2011).



grande presencga de fibras e vitaminas, além de flavonoides, carotenos e outros
metabdlitos secundarios com propriedades antioxidantes (PINTO, et.al. 2013).
Apenas em vitaminas presentes do tipo C, 30 g de pimenta sdo mais que suficientes
para suprir as necessidades diarias, cerca de 70 mg. E em forma de betacaroteno?
(poderoso antioxidante capaz de reduzir os radicais livres) 100 g de pimenta
vermelha condizem com 200 mg de vitamina A (BONTEMPO, 2007). As pimentas
Capsicum, também possuem consideravel presenca de frutose como principal
acgucar. Os teores de lipideos e proteinas sao baixos e todas as variedades de
pimentas Capsicum possuem baixo teor de calorias (PINTO, et.al. 2013).

As primeiras pimentas, segundos registros, foram encontradas ha 7.000 anos
a.C, no México Central. Provavelmente, as primeiras pimentas consumidas eram de
origem selvagem, o que classifica as pimentas cultivadas como mais antiga na
Ameérica. Atualmente, dezenas de variedades sao produzidas no Brasil, totalizando
cerca de 40 mil toneladas de pimentas em dois mil hectares espalhados por quase
todas as regides (EMBRAPA, 2006), responsaveis pelo movimento de 80 milhdes

de reais por ano em movimentos internos e exportagdes (BONTEMPO, 2007).

7.2 Pimenta Malagueta

A pimenta Malagueta ou Capsicum frutescens tem sua origem do género
Capsicum, familia solanaceae (OLIVEIRA, et.al. 2012). De caracteristica arbustiva,
a planta pode chegar a 2 metros de altura. Seus frutos sdo finos e em média
possuem 3 cm de comprimento (Figura 1). Quando maduros, os frutos possuem
coloracédo vermelha, e geralmente, a planta produz em média, cinco frutos por
insercao (EMBRAPA, 2006).

2 Betacaroteno: constitui um pigmento natural e o mais abundante do grupo dos carotendides,
presente nos alimentos. E encontrado, especialmente, em vegetais e frutas de cor
amarelo-alaranjada e em vegetais folhosos de cor verde-escura. Nestes, a cor natural do carotendide
€ mascarada pela clorofila, presente nos cloroplastos (NAVES, 1998).



Figura 3. Pimenta Malagueta.

Fonte: Embrapa, 2006.

Um dos principais locais de cultivo da pimenta malagueta € a Zona da Mata
Mineira, produzindo cerca de 100 toneladas anualmente, tanto para consumo in
natura, quanto como condimento.

A pimenta malagueta possui cerca de 83 compostos volateis, sendo a maioria
desses ésteres e alcoois, os teores de capsaicina variam com as cultivares, local de
cultivo, grau de maturagao, local de armazenamento pos colheita, etc. Além de que
o teor de capsaicina pode variar dependendo da parte da pimenta. Dentre as varias
propriedades quimicas e nutricionais da pimenta malagueta podem-se destacar o
teor de proteinas (4,5 %), de lipidios (5,9 %), de carboidratos (8,5 %), além disso
possui um teor de fibra alimentar de (15,9 %), essas informagdes confirmam que a
pimenta é uma 6tima fonte de fibra alimentar em comparagdo com algumas frutas e
cereais, sendo que a casca do fruto contém cerca de 80 % das fibras totais. O teor
de cinzas dessa pimenta em especifico € de 1,7 %, um teor de pungéncia de
164000 SHU, ficando atras da pimenta de cheiro (210000 SHU) e da pimenta
Cumari-do-Para (223000 SHU), possui ainda um grau de acidez de 4 v/p (PINTO,
et.al. 2013).



7.3 Capsaicina

Encontrado quase que exclusivamente no reino Plantae nas pimentas de
género Capsicun e Piper, a capsaicina é a principal amida da classe dos
capsinoides, compostos alcaldides, responsaveis pela sensacdo de ardéncia
proporcionada pela pimenta. (BONTEMPO, 2007)

Sua concentracdo em relacdo aos demais capsinoides, € aproximadamente
de 69%, sendo o0s demais capsinoides dihidrocapsaicina, 22%,
nordihidrocapsaicina, 7%, homocapsaicina, 1% e homodihidrocapsacina 1%, entre
outros compostos. Assim, totalizando um numero de 14 substancias. Dentre estas
substancias, a de maior risco em seu manuseio € a capsaicina, apesar desta nido
apresentar carater toxico ela pode causar irritagdo em contato com os olhos, vias
aéreas e com a pele. (BONTEMPO, 2007)

A capsaicina é uma substancia organica e apolar, esta tem sua nomenclatura
IUPAC (Union of Pure and Applied Chemistry) 8-metil-N-vanilil 1-6 nonamida (Figura
4). Ao analisarmos sua estrutura é possivel observar trés grupos funcionais, sendo
estes fenol, éter e amida. Em sua forma pura a capsaicina € um composto inodoro,
incolor além de possuir caracteristica hidrofébica devido sua polaridade. (ALVES,
2015)

O

HsC

Cha OH

O

-~

HaC

Figura 4. Formula estrutural da capsaicina.

Fonte: Acervo proprio.



Sendo a capsaicina e o0s demais capsinoides sdo responsaveis pela

pungéncia proporcionada pelas pimentas de género Capsicun e Piper, o seu teor de

pungéncia esta diretamente ligado a concentragado destes compostos presente na

pimenta. Esse teor € medido principalmente pela Escala de Scoville, (Quadro X).

(PINTO, et.al. 2013)

A Escala de Scoville (SHU) pode variar de valores de 0 SHU, como

pimentas-doces, por exemplo a pimenta biquinho até

16 milhdes SHU

correspondendo a capsaicina pura, o maior valor atingido na Escala de Scoville é de

aproximadamente 1,5 milhdes SHU pela pimenta-trinidad scorpion butch pepper.

(PINTO, et.al. 2013)

Quadro 1. Escala de Scoville

Escala de Escoville

Tipo da Pimenta

0 Piment&o doce nao picante

100-500 Pimentao picante
500-1000 Pimentao anaheim

600-800 Molho Tabasco
1000-1500 Poblano
1500-2500 Rocotilo
2500-8000 Jalapenho
7000-8000 Habanero Tabasco

10000-23000

Serrano

30000-50000

Pimenta-de-caiena

50000-100000

Malagueta e pimenta tailandesa

100000-200000

Pimenta-da-Jamaica

100000-350000

Habanero do Chile

350000-577000

Habanero (Redsavina)

876000-970000

DorsetNaga

855000-1041427

Nagajolokia

2000000-5300000

Spray de pimenta padréao
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9100000 Nordihidrocapsaicina - Acaloide
atenuado

15000000-16000000 Capsaicina - Alcalodide isolado
Fonte: BONTEMPO, 2007.

A escala de Scoville (SHU) mede a quantidade de capsaicina presente nos
fruto, multiplicando-se as gramas de capsaicina por peso seco das amostras pelo
coeficiente da concentragdo da capsaicina pura que é de 1,6x107, esta escala foi
desenvolvida em 1912 pelo farmacéutico Wilbur Scolville (NOGUEIRA, 2013).

7.4 Aplicagoes da Capsaicina

Atualmente a pimenta e seus componentes sdo utilizados em varios
farmacos, além de cremes e suplementos, agindo como antioxidantes, anti
inflamatorios e desintoxicantes, aumentando a absor¢cdo de outros suplementos,
incluindo vitaminas, minerais e aminoacidos (BONTEMPO, 2007 apud BARDUZZI,
2011). A capsaicina, presente em pimentas do género capsicum, € utilizado na
reducdo de peso e como antidepressivo, além de agir como antioxidante, anti
carcinogénicos, analagésico, hipoglicémico e antidiabético, atuando também no
sistema cardiovascular e no trato gastrointestinal (GALLO, 2009 BARDUZZI, 2011).

A ingestdo da pimenta vermelha durante as refeigbes estimula o sistema
nervoso simpatico, produzindo uma maior liberagdo de catecolaminas
(noradrenalina e adrenalina), diminuindo assim o apetite e consequentemente, a
ingestdo de calorias, proteinas e gorduras nas refeigcbes que se seguem
(BONTEMPO, 2007 apud BARDUZZI, 2011). O fruto da pimenta atua derretendo os
estoques de energia acumulados em forma de gordura corporal, esse fato se deve a
capsaicina pois, para quebrar os nutrientes da comida e absorvé-los o aparelho
digestivo do corpo humano gasta muita energia, e a capsaicina faz com que ele se
abasteca nos depdsitos gordurosos. Além disso, esse processo causa um aumento
da temperatura corporal (termogénese) e, para que ela possa ser dissipada, sdo
necessarias mais calorias (GOMES, 2009 apud BARDUZZI, 2011).

Por auxiliar na perda de peso e na queima de gordura corporal, a capsaicina

diminui os niveis de colesterol ruim (LDL) do sangue, evitando o acumulo de
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gordura nas paredes das artérias e protegendo o organismo de doengas
cardiovasculares (VALE, 2011 apud BARDUZZI, 2011).

Além de que, a capsaicina, quando aplicada de forma intranasal
repetidamente, pode auxiliar no tratamento de enxaqueca crénica (GREGIO et. al.,
2008 apud BARDUZZI, 2011). O composto exerce a fungdo de bloqueador na
transmissao de dor no nervo, isso se deve ao fato dele possuir um efeito
termogénico que eleva a temperatura do corpo, dinamizando a circulagdo sanguinea
(FELDMAN, 2011 apud BARDUZZI, 2011).

Além dessas aplicagdes da capsaicina, ela também atua como antifungico
devido as suas propriedades. As diversas propriedades e aplicacbes da pimenta
dependem de compostos encontrados nas folha, sementes e hastes das plantas.
Entre esses componentes estdo a capsaicina, capsaicidina, capsidiol,
capsicanosideos e a capsicodendrina, compostos que, além de outras propriedades
provaram ser antibacterianas e até mesmo antifungicas (DEWITT et al 2000 appud
S. MORENO-LIMON et al., 2012).

7.5 Fungos e fungicidas

Estima-se que existam cerca de 1,5 milhdes de espécies de fungos, porém
destes sdo conhecidos pelos micologistas cerca de 69.000 espécies, porém
algumas espécies séo extintas antes mesmo de serem conhecidas, devido as ag¢des
predatérias do meio ambiente, impedindo que se tenha conhecimento da
capacidade biotecnoldgica dessas espécies (COELHO, SILVA; 2006).

Os fungos estdo presentes em quase todos os ambientes do planeta, pois
utilizam uma variedade de substratos como fonte de carbono, porém alguns deles
degradam substratos especificos, garantindo assim, certa vantagem sobre os
demais. Os fungos ndo obtém energia sintetizando moléculas organicas com
moléculas inorganicas, como as plantas, a energia obtida por eles provém da
degradacdo do material organico, proveniente do ambiente em que eles vivem,
podendo parasitar plantas, animais ou ainda outros fungos, secretando enzimas no
substrato em que estao parasitando e absorvendo as moléculas resultantes da acao

dessas enzimas. Os fungos sao degradadores primarios de material organico,
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estando ativamente ligados aos ciclos de carbono, nitrogénio e fésforo (COELHO,
SILVA; 2006).

Os fungos podem ser divididos em sapréfitas obrigatorios, que séo fungos
que vivem necessariamente em matéria organica morta, parasitas facultativos ou
saprofitas facultativo, estes sdo fungos que podem tanto parasitar uma planta
causando doencgas ou ainda viver em restos organicos e parasitas obrigatorios, que
sédo fungos que vivem necessariamente parasitando organismos vivos (HOLANDA,
et.al, 2007).

Existem algumas praticas culturais para realizar o controle de fungos em
plantagbes de bananas, dentre eles destacam-se: A drenagem do solo, a redugao
do excesso de agua reduz a formagéo de microclimas umidos, que sdo adequados
ao desenvolvimento de microorganismos causadores de doengas; O combate as
plantas daninhas, o crescimento descontrolado de ervas daninhas proporciona um
ambiente umido perfeito para o desenvolvimento de patdgenos;A desfolha sanitaria,
esse nome € dado ao procedimento de retirada da folha ou de partes da folha
doente, porém essa desfolha deve ser bastante criteriosa para que nado sejam
causados mais danos que as doencgas causadas pelos fungos (CORDEIRO, 2002).

Além das praticas culturais existem outros meios de controle de fungos, como
o plantio de variedades resistentes. Apesar desses novos cultivares ndo serem bem
aceitos no mercado até entdo, acredita-se que o apelo pelo natural possa favorecer
esse novo cultivar, pois este sendo resistente aos fungos causadores de doencgas,
seria evitado o uso de fungicidas trazendo ao produto maior qualidade (CORDEIRO,
2002).

Apesar dessas medidas que podem ser adotadas para o controle dos fungos,
a utilizacdo de fungicidas ainda € o método de combate mais eficaz, porém a
aplicacao de fungicidas deve seguir uma série de regras: elas deve ser realizada
nas horas mais frescas do dia, ou seja, inicio da manha ou final da tarde, exceto em
dias frios ou nublados. Deve-se evitar realizar a aplicacao durantes dias ou periodos
de ventos fortes, a velocidade do vento ideal para a aplicagéo € entre 1 e 2 m/s. A
aplicagado nao deve ser realizada enquanto estiver chovendo, mesmo que seja em
pequena intensidade. Durante as aplicagdes a temperatura ndo deve ser maior que

28°C e a umidade relativa do ar nao pode ser inferior a 70%. Caso imediatamente
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apos a aplicagdo ocorram chuvas fortes, praticamente todo o efeito do fungicida é
anulado, para que isso ndo ocorra € necessario que haja um intervalo de pelo

menos trés horas entre a aplicagao e a chuva (CORDEIRO, 2002).

7.6 Banana

As frutas, principalmente tropicais e subtropicais, possuem um grande
potencial de consumo, devido a uma enorme variedade de espécies que sao
cultivadas, entretanto apenas a banana apresenta uma participagao significativa no

comércio internacional.

Conforme a tabela 1, segue principais paises produtores de frutas em 2014.

Tabela 1- PRINCIPAIS PAISES PRODUTORES DE FRUTAS - 2014

PAIS AREA PRODUCAO PRODUGCAO
(ha) (t) %
CHINA 15.644.245 250.878.739 3 30,2
INDIA 7.224.098 89.920.609 10,8
BRASIL 2.367.904 40.171.283 4,8
ESTADOS UNIDOS 1.216.601 28.248.236 3,4
TURQUIA 1.456.354 19.870.281 2,4
ESPANHA 1.560.252 19.337.080 2,3
MEXICO 1.355.679 19.324.424 2,3
INDONESIA 778.090 18.169.387 2,2
IRA 1.194.283 17.819.079 2 2,1
ITALIA 1.175.701 16.626.601 2,0
DEMAIS 196 29.166.733 310.006.057 37,3
PAISES
TOTAL 63.139.940 830.371.776 100,0

Fonte: FAO; Elab.: SEAB/DERAL
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O Brasil ocupa a terceira colocagao no ranking da produgdo mundial de frutas
e é responsavel por 4,8% do volume colhido, com uma produgéo de 40,2 milhdes de
toneladas. Com colheitas significativas de laranja, banana, abacaxi, melancia,
castanha-de-caju e mamao (ANDRADE, 2017).

No Brasil, a banana é a segunda fruta em volume produzido (ficando atras
somente da laranja) com 6,8 milhdes de toneladas colhidas, correspondentes a
16,7% do volume das frutas, sendo o estado principal que mais produz a banana, a
Bahia, com 1,1 milhdo de toneladas colhidas, acompanhado por Sdo Paulo que
produziu 998,0 mil toneladas e depois por Minas Gerais, com 795,9 mil toneladas
(ANDRADE, 2017).

Todavia, ao lado da cidade de Jaragua do Sul, esta localizado o Municipio de
Corupa, que é reconhecido como Capital Catarinense da Banana e possui a
Indicagao Geografica, que é recomendada quando um local fica conhecido ou a
qualidade do produto se deve a sua origem, de banana mais doce do Brasil.

A historia da bananicultura caminha lado a lado com o desenvolvimento de
Corupa. Comparando os 120 anos de fundagdo do municipio e 0s registros
historicos, notou-se que o cultivo da fruta ocorre ha 109 anos no municipio. Apesar
das dificuldades do plantio em relevo montanhoso e clima subtropical a banana teve
e tem extrema importancia no desenvolvimento da cidade (Prefeitura Municipal de
Corupa).

Além das localidades citadas acimas, no Brasil, todas as regides produtoras
de banana do mundo, estdo susceptiveis a uma doenga que pode causar a perda
parcial da produgcédo da fruta, como até em alguns casos, dependendo do tipo da
banana, a perda total da producido, essa doenca é chamada mal-do-Panama
(CORDEIRO, et.al. s/d).

Essa patologia é causada por um fungo chamado Fusarium oxysporum f.sp
e pode sobreviver no solo por mais de 20 anos. Sua disseminagao pode ocorrer
através do contato das raizes de plantas sadias com plantas doentes, inundacgdes,

pelo homem, por animais e pela movimentagao do solo (CORDEIRO, et.al. s/d).
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7.6.1 Mal-do-Panama

O mal-do-Panama pode ser considerado um dos principais problemas
fitossanitarios enfrentado pelos bananicultores brasileiros, o agente causador da
doenca é o fungo Fusarium oxysporum f.sp. E um fungo de solo que apresenta alta
capacidade de sobrevivéncia sem a presenca do hospedeiro, isso ocorre devido a
formagdo de estruturas de resisténcia denominadas clamiddsporos. No seu estagio
saprofitico, com formagé&o de heterocarions com linhagens ndo patogénicas de
F.oxysporum (CORDEIRO, MATOS; 2003).

Nao possuem muitos estudos que relacionam aspectos climaticos, como luz,
temperatura e umidade do ar no desenvolvimento do mal-do-panama na bananeira.
Como o F.oxysporum é um fungo de solo, portanto qualquer alteracdo do solo pode
afetar positiva ou negativamente o avango da doenga. A doenga pode ser
disseminada pela plantagcdo de diversas maneiras, entre elas destaca-se o contato
de raizes saudaveis com raizes contaminadas com a doencga, pela utilizacdo de
equipamentos de cultivo contaminados, pode ainda ser disseminado por agua de
irrigacédo, de drenagem, de inundagédo e além de todos esses fatores ainda pode
ocorrer a disseminagao através dos animais presentes na propriedade (CORDEIRO,
MATOS; 2003).

As plantas infectadas pelo mal-do-panama apresentam um amarelamento
progressivo nas folhas, comegando pelas mais velhas até alcangar as folhas mais
novas, pelas bordas do limbo foliar e evoluindo até a nervura principal, apds essa
etapa as folhas murcham, secam e se quebram junto ao pseudocaule, dando a
bananeira uma aparéncia de guarda-chuva fechado, como é possivel verificar na

Figura 5, em seguida.
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Figura 5. (a) Rachaduras; (b) Descoloragao; (c) Amarelamento

| . an

Fonte: http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/Agencia40/AG01/arvore/AG01_44_41020068055.html

Também é possivel observar o estreitamento do limbo das folhas mais novas
e 0 engrossamento das nervuras, ocorre também a necrose do cartucho.
Externamente é possivel observar proximo ao solo, rachaduras no feixe de bainhas
e internamente, quando cortado o pseudocaule, €& possivel observar uma
descoloragado pardo-avermelhada, causada pela presenca do fitopatdgeno nos
vasos da bananeira (CORDEIRO, MATQOS; 2003).

As formas de controle do mal-do-panama estudadas até entdo, como a
utilizacdo de substancias quimicas, inundagdo ou incentivo a resisténcia da
bananeira ndo tem surtido os efeitos esperados, a melhor forma de controlar a
doencga seria cultivar variedades resistentes. Além dessas formas de controle,
existem algumas formas de prevenir a doenga , como evitar realizar o plantio das
bananeiras em solo com historico do mal-do-panama, utilizar mudas sadias, corrigir
o pH do solo mantendo-o sempre neutro e com niveis 6timos de calcio e magnésio e
preferivelmente realizar o plantio em solos com bastante matéria organica. Caso na

propriedade existam bananeiras doentes em meio as sadias indica-se a erradicagao
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das mesmas para que a doengas se espalhe o minimo possivel (CORDEIRO,
MATOS; 2003).

7.7 Meios de cultura

Meios de cultura s&o preparagdes que contém os nutrientes necessarios para
o desenvolvimento e sobrevivéncia dos organismos, por mais que o cultivo de
microorganismos possam ter intengdes variadas € necessario que sejam supridas
algumas necessidades minimas, para que se consiga in vitro caracteristicas
semelhantes as que o organismo estava inserido na natureza (MORAES, et.al, s/d).

Nutrientes s&o unidades estruturais e fonte de energia, necessarios para
construcdo e manutengdo dos microrganismos e portanto necessarios para que o
crescimento dos organismos seja possivel. Os principais constituintes de um meio
de cultura sdo: Agua, necessariamente agua destilada, para evitar variacdes de ions
e em pH. Fonte de carbono, necessaria para possibilitar a sintese de inumeros
compostos organicos que fazem parte do protoplasma, em geral a fonte de carbono
mais utilizada é a glicose. Fonte de nitrogénio, varios componentes das células
contém nitrogénio, principalmente as proteinas. Elementos traco, sdo aqueles
minerais exigidos em quantidades minimas, como potassio e magneésio por
exemplo. Fatores de crescimento, sdo componentes organicos que a célula deve
conter para realizar seu crescimento, mas € incapaz de sintetizar, como os
aminoacidos e as purinas por exemplo (MORAES et.al, s/d).

Os meios de cultura podem ser divididos pelo estado fisico, um meio de
cultura solido contém cerca de 1,5 a 3,0 g de agar por litro, semi solido contém 0,1 a
1,1 g de agar por litro e em um meio de cultura liquido ndo possui agar. Além do
agar existem outros dois agentes solidificantes que podem ser utilizados em meios
de cultura, a gelatina, mais utilizada em provas de bioquimica, e silica gel que é
utilizada quando os organismos a serem cultivados sao autotrofos. Podem ser
divididos ainda quanto sua composi¢ao quimica podendo ser naturais ou complexos
cuja as substancias utilizadas ndao possuem composicdo definida ou sintéticos
quando a composicdo quimica € conhecida e seus componentes suprem as fontes

necessarias de carbono, nitrogénio, vitaminas, etc (MORAES, et s/d).

18



Além dessas duas formas ainda é possivel dividir os meios de cultura quanto
a seu emprego: meios de enriquecimento, estes contém nutrientes para que os
organismos possam se desenvolver; meio de manutengdo, garante que os
organismos possam sobreviver e se manter por um longo periodo; meio diferencial,
este meio permite que o organismo produza estruturas ou reagdes que podem ser
utilizadas para a identificagdo dos microorganismos; € meio seletivo, permite o
crescimento de um grupo de organismos enquanto inibe o crescimento de outros

(MORAES, et s/d).

8. METODOLOGIA

A metodologia sera dividida em trés etapas: extracdo e purificagdo da
capsaicina da pimenta Malagueta, preparo de meios de cultura com a aplicagao da
capsaicina extraida ao decorrer do periodo de incubacao, apds o desenvolvimento
do fungo (que pode durar algumas semanas) e a analise do desenvolvimento dos

fungos em fungao das propriedades antifungicas da capsaicina.

8.1 Extragao da Capsaicina

Sera realizada a extracdo da capsaicina da pimenta Malagueta do género
capsicum e a metodologia a ser utilizada foi baseada e adaptada de dois métodos
de extragao: extracdo da capsaicina da pimenta Habanero (SOLIHAGUA, 2014) e a
extragdo da capsaicina da pimenta dedo-de-moga (BARDUZZI, 2011). Nesta etapa
€ importante a utilizagdo EPIs como luvas, jaleco e mascara devido a
periculosidade de se trabalhar com esses compostos, que, se ndo tratadas
corretamente, podem liberar toxinas que causam seérios danos a saude humana,
portanto os equipamentos de seguranga sdo sem duvida essenciais para a
realizagédo da extragao.

A pimenta Malagueta sera obtida em lojas comerciais para a execugao do
projeto. O processo para a extragdo da capsaicina sera dividido em duas etapas:

obtencao do p6 da pimenta Malagueta e obteng&o do extrato da capsaicina.
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8.1.1 Obtencao do p6

Para a obtengdo do p6 da pimenta Malagueta, as pimentas deverdo ser
pesadas e lavadas em agua corrente para a higienizagdo, em seguida devem ser
sanitizadas em 3 litros de agua contendo 3,75 mL de hipoclorito de sédio (NaClO) a
12% durante 15 minutos (BARDUZZI, 2011). Posteriormente, deve ser retirado o
caule e pesado, em seguida a pimenta sera cortada para obter pedagos menores
aumentando a superficie de contato facilitando a eliminagdo da umidade durante o
processo de secagem (SOLIHAGUA, 2014).

Os pedagos de pimenta serdo secos em estufa durante 24 horas a 60 °C,
para que ocorra a desidratacao (SOLIIHAGUA, 2014). Posteriormente, as pimentas
desidratadas serdo trituradas no liquidificador e peneiradas para obtencdo de um
pd. O po6 obtido deve ser armazenado em recipiente fechado e vedado, mantido sob
refrigeracdo a 3 °C até o momento das analises ou a continuagéo do procedimento
(BARDUZZI, 2011).

Para a obtencdo do extrato de capsaicina a partir do pé da pimenta
Malagueta, sera preparado uma mistura/solugdo em uma propor¢cao 5:1 po da
pimenta para solvente acetona. Esta mistura serd agitada por 15 minutos para
completa homogeneizacéo (SOLIHAGUA, 2014).

Posteriormente, para obter a capsaicina concentrada, utiliza-se um
evaporador rotativo. Em seguida, o produto devera ser mantido sob refrigeragdo a
3°C envolto com papel aluminio até sua utilizacdo nos meios de cultura
(SOLIHAGUA, 2014).

8.2 Preparo dos meios de cultura

Para a andlise das propriedades antifungicas provenientes da capsaicina,
sera realizado o cultivo do fungo presente na bananeira. Para isto, serdo utilizados
os meios de cultura Sabouraud e Agar batata dextrose (BDA), os meios de cultura
serao preparados a partir do extrato seco e entdo serdo submetidos a um processo
de autoclavagem, para esterilizagao.

Em seguida, os meios de cultura serdo vertidos em placas de Petri,

previamente esterilizadas, toda manipulagdo ocorrera em ambiente estéril (capela
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de fluxo laminar). As placas contendo os meios de cultura serdo armazenadas sob

refrigeracao até posterior uso.

8.3 Cultivo do fungo Fusarium oxysporum f.sp

Primeiramente o fungo sera extraido do caule da planta infectada pelo
mal-do-panama, local onde sera mais provavel de se encontra-lo. A metodologia
utilizada nesta etapa sera adaptada do método Jim Croft. Em um primeiro momento,
o caule infectado sera cortado em pedagos menores e sera limpo, pelo tratamento
com etanol (50%), hipoclorito de sodio (2%) e agua destilada estéril para a
eliminagcdo de microorganismos indesejados (WINDELS, 1993).

Em seguida, estes caules serdo mantidos em uma placa de Petri estéril na
estufa de cultura bacteriolégica em uma temperatura de 25°C, a qual, segundo
Rosalina et.al, 2002 ¢ a temperatura ideal para o desenvolvimento do fungo, até
que este desenvolva micélios. Com a formacao destes sera possivel realizar a

inoculagao dos meios de cultura para a posterior analise (ROSALINA, et.al, 2002).

8.4 Verificagao da atividade antifungica da capsaicina

Apds o desenvolvimento do fungo, sera realizado o repique contendo os
micélios (é a parte vegetativa de um fungo, ou colbnia, consiste em ramifica¢des de
um conjunto de hifas, sendo responsavel pela absorcdo dos nutrientes) para placas
de Petri contendo dois meios de cultura, Sabouraud e BDA (descritos
anteriormente). O método utilizado para o repique sera o método swab (consiste em
utilizar um cotonete estéril sobre o micélio do fungo em desenvolvimento e
esfrega-lo na placa de Petri). Apds, as placas serdo incubadas em torno de 25 °C
em 5 dias.

Com o fungo desenvolvido sera realizada a verificagdo da capacidade
antifungica, para isto, sera utilizado a capsaicina em solugcdo aquosa estéril, a qual
sera espalhada sobre a placa contendo meios de cultivo e posteriormente, sera feito
outro repique dos fungos, como descrito acima. Assim, sera observado, com o

auxilio do microscopio Optico, a cada 5 dias, durante o periodo de 5 semanas de
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incubacao em temperatura de 25 °C, se houve ou ndo uma inibicdo, ou até mesmo
diminuigédo do crescimento do fungo Fusarium oxysporum f.sp.

Todos os testes serdo realizados em triplicata, sera utilizado uma amostra
controle (sem a presenga da capsaicina) para comparagao.

Podera ser adaptado outro método para a aplicagdo da capsaicina, sendo
realizada por adigao, apds o crescimento do fungo, com intuito de verificar se este
método inibe a proliferacdo de fungos ja existente.

Durante tempo de incubagdo ira ser analisado as caracteristicas
morfolégicas da proliferacdo de fungos. Com o auxilio do microscépio 6tico
poder-se-a visualizar com maior detalhes se houve ou ndo uma inibicdo no
crescimento do fungo Fusarium oxysporum f.sp. Ao final podera ser analisado se a

utilizagdo da capsaicina como antifungica € viavel economicamente ou nao.
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