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RESUMO 

Devido os problemas causados pelo uso de grande quantidade de agroquímicos, 

vem se buscando novos produtos que tenham um efeito mais eficiente no combate a 

esses organismos causadores de doenças e que não sejam prejudiciais ao meio 

ambiente. Surge então a proposta da utilização de extratos de Bugreiro (Lithraea 

brasiliensis) e da Aroeira Brava (Lithraea molleoides) no controle da antracnose da 

videira (Sphaceloma ampelinum), que demonstram resultados positivos no combate 

a doenças e portanto é um produto com grande potencial para o controle de 

fitopatógenos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de produtos 

alternativos no controle da antracnose da videira causada pelo fungo S. ampelinum. 

Foi avaliado in vitro a sensibilidade do agente causal aos extratos de L. brasiliensis e 

de L. molleoides. O delineamento experimental foi realizado com cinco tratamentos: 

os extratos hidroalcoólicos brutos (EHB) obtidos das duas espécies combinados com 

o fracionamento em três distintos solventes: 1) fração solúvel em hexano (FH); 2) 

fração solúvel em acetato de etila (FA) e; 3) fração aquosa (FAq) de L. molleoides e 

com cinco repetições cada tratamento. O experimento foi conduzido em laboratórios 

de Química e Fitopatologia localizados na Universidade Federal de Santa Catarina, 

Centro de Curitibanos. Dados de desenvolvimento das colônias foram submetidos à 

análise de variância, e ao teste de Tukey a 5%. Os resultados obtidos com a 

realização deste projeto demonstraram que os efeitos que os extratos de L. 

brasiliensis e L. molleoides têm sobre o desenvolvimento de S. ampelinum não 

foram satisfatórios para a inibição do referido fungo nas concentrações testadas. 

 

Palavras-chave: Doença fúngica. Lithraea brasiliensis. Lithraea molleoides. 

Sphaceloma ampelinum. 

  



ABSTRACT 

 

Although vineyards are growing around the world, vine cultivation generally suffers 

with diseases which may be triggered by environmental conditions favorable for the 

development of pathogens. Anthracnose, caused by the fungus Sphaceloma 

ampelinum, is one of the most important diseases that affect the development of 

vines. In order to control the causal agent, large amounts of chemicals are used in 

the vineyards. Due to the problems caused by the use of large amounts of 

agrochemicals, we have been looking for new products which are not harmful to 

people and environment. In this sense, we propose to evaluate the antifungal activity 

against Sphaceloma ampelinum using Bugreiro (Lithraea brasiliensis) and Brava 

Aroeira (Lithraea molleoides) extracts as alternative products in the control of this 

disease. The experiments were carried out with five treatments: crude hydroalcoholic 

extracts (EHB), hexanes soluble fractions (FH), ethyl acetate soluble fractions (FA) 

and aqueous fraction (FAq) with five repetitions each treatment for both species. The 

experiment was conducted in chemistry and plant pathology laboratories at the 

Federal University of Santa Catarina, center of Curitibanos. The data for the growing 

of the colonies were subjected to analysis of variance, and the 5% Tukey test. The 

results obtained with the realization of this design have shown that the effects of the 

extracts of L. braziliensis and L. molleoides have on the development of  S. 

ampelinum were unsatisfactory for inhibiting the fungus at the concentrations tested. 

 

Key words: Fungal disease. Lithraea brasiliensis. Lithraea molleoides. Sphaceloma 

ampelinum. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Entre as doenças que acometem a cultura da videira, a antracnose é uma das 

mais importantes. É causada pelo fungo Elsinoe ampelina (de Bary) Schear. a qual é 

uma forma sexuada de Sphaceloma ampelinum de Bary e tem origem na Europa, 

com ocorrência em todas as regiões produtoras de uva do mundo. No Brasil a 

referida doença esta presente principalmente na região sul do país (SÔNEGO; 

GARRIDO; JUNIOR GRIGOLETTI, 2003). 

No manejo convencional das doenças percebe-se o uso contínuo de 

agroquímicos visando a maximização dos lucros, maior produtividade e qualidade 

para o produto final. No entanto, o uso abusivo de agrotóxicos pode ser problemático 

devido aos riscos ambientais (desequilíbrio ecológico) e toxicológicos (alta 

concentração nos alimentos), além do custo elevado para o produtor (MEINERZ et 

al., 2008). 

 Dentre os mais utilizados para a cultura podemos destacar o Difenoconazole, 

Clorotalonil, Mancozeb, Hidróxido de Cobre e Oxicloreto de Cobre (EMBRAPA, 

2005). Em toxicidade o Difenoconazole é classe I, o Clorotalonil é classe III, o 

Mancozeb é classe III. Por consequência desses e outros problemas gerados a 

partir do uso de produtos químicos agressivos, tem-se incentivado a busca por 

métodos alternativos para o controle de doenças (SILVA; TRECENTE; BOSQUÊ, 

2007). 

Extratos e compostos provenientes de plantas têm sido investigados quanto 

aos seus efeitos antimicrobianos e muitos desses materiais têm se mostrado efetivos 

em inibir o crescimento fúngico. Extrato de própolis foi testado para o controle da 

antracnose e teve efeito positivo no controle micelial deste (MARINI et al., 2012). 

Neste sentido, grande esforço tem sido direcionado na busca de métodos 

alternativos, seguros e de baixo custo, para o controle de doenças em plantas 

utilizando óleos essenciais, extratos e compostos isolados de plantas. (FRANZENER 

et al., 2007). Aroeira Brava e Bugreiro são exemplos de espécies que apresentam 

atividade antimicrobiana, antiviral e citotóxica (RUFFA et al., 2002). 
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2  REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 ASPECTOS GERAIS DA DOENÇA ANTRACNOSE 

 

  A antracnose é considerada como uma das mais importantes doenças que 

acometem a cultura da videira, causando danos severos à produção. Afeta o vigor 

da planta, reduz de forma expressiva tanto a qualidade quanto a quantidade de 

frutos e compromete as safras seguintes (SÔNEGO, 2005; KIMATI; GALLI, 1997).  

A referida doença é originária da Europa e está presente em regiões 

chuvosas e úmidas. Ocorre em todas as regiões vitícolas do Brasil principalmente na 

região sul (SÔNEGO; GARRIDO; GRIGOLETTI JUNIOR, 2005).  

O agente causal da antracnose é o fungo Elsinoe ampelina, que é um 

ascomiceto e a fase assexuada é Sphaceloma ampelinum (GALLOTTI; 

GRIGOLETTI JUNIOR; SONEGO, 2002). Kono et al.(2009) destacam que os 

conídios de Sphaceloma ampelinum são unicelulares, hialinos, oblongos a ovóides, 

formados sobre conidióforos curtos e cilíndricos, em acérvulos, sobre uma base 

estromática. Os conídios são produzidos na fase de crescimento vegetativo da 

videira, sob condições favoráveis, como a umidade, sendo estes responsáveis pela 

continuação da doença em safras seguintes (AMORIM et al., 2005). 

O fungo consegue sobreviver de um ano para o outro ficando alojado nas 

lesões dos sarmentos e gavinhas e também nos restos culturais. No fim do ciclo da 

cultura, pode ocorre formação de estruturas de resistência chamadas de 

escleródios, que ao início da primavera, sob condições de umidade, irão dar origem 

aos conídios (NAVES et al., 2006). 

Quando os conídios atingem tecidos jovens sob 2°C a até 32°C, eles 

germinam e infectam o hospedeiro, sendo o ótimo de temperatura para o 

desenvolvimento da doença de 24 a 26°C. Há necessidade de no mínimo 12 horas 

de água sobre o tecido vegetal para que ocorra a infecção do patógeno na planta 

(AMORIM et al., 2005; BOTELHO et al., 2009). 
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O fungo tem capacidade de infectar todas as partes verdes da planta, sendo 

no desenvolvimento inicial da videira, mais prejudicial inicialmente aparecem 

manchas castanhas, deprimidas nas folhas e nervuras, causa o encarquilhamento 

da folha. As áreas afetadas ficam necrosadas, podendo ocorrer à perfuração do 

tecido foliar (SÔNEGO; GARRIDO; GRICOLETTI JUNIOR, 2003).   

No pecíolo causa cancros profundos de contorno irregular. Após o 

desenvolvimento de cachos, os sintomas podem aparecer no pedúnculo e nas 

bagas. (AMORIM et al., 2005). 

 

2.2 USO DE EXTRATOS DE ORIGEM VEGETAL 

 

O uso indiscriminado de produtos químicos favorece o aparecimento de 

resistência no patógeno, desde 1982 foram verificado populações patogênicas 

resistentes a fungicidas, em videiras em países produtores (LEROUX; CLERJEAU, 

1985; PEARSON; GOHEEN, 1988).  

Extratos são basicamente preparações concentradas, oriundos de plantas 

frescas ou secos, que podem ter sofrido algum tratamento prévio, como a moagem e 

até mesmo a inativação enzimática, preparados com solvente para isolar os 

princípios ativos (SALES, 2004).  

Segundo Salles & Rech (1999) a azadiractina é um dos compostos naturais 

mais promissores, ela é extraída de plantas de nim (Azadirachta indica) e do 

cinamomo (Melia azedarach).  

Extrato de Allium Sativum L. também foi testado e apresentou controle eficaz 

da antracnose reduzindo o crescimento micelial e diminuindo a severidade da 

doença (LEITE et al., 2009). 

 Extratos aquosos estão sendo utilizados no controle de doenças, como o 

extrato de rizomas frescos de gengibre (Zingiber officinale) que apresentou resultado 

positivo para o controle do oídio em ervilha, diminuindo em até cinquenta por cento a 

severidade da referida doença (SINGH et al.,1991). O mofo branco também foi 

controlado com o extrato de Z. Officinale (RODRIGUES et al., 2007). 
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 O extrato aquoso de cânfora (Artemisia camphorata) também apresentou 

resuldo positivo, este no controle do agente causal da mancha marrom no trigo 

(Bipolaris sorokiniana)  apresentando uma redução de até vinte e nove por cento  no 

tamanho das lesões e de sessenta por cento do indice de ataque desta doença 

(FRANZENER et al., 2003). 

 

2.2.1 Extrato de L. brasiliensis e L. molleoides  

 

A família Anacardiaceae e está representada no Rio Grande do Sul por duas 

espécies, L. brasiliensis e L. molleoides, popularmente conhecidas como Aroeira-

Brava e Bugreiro. A espécie L. molleoides pode apresentar atividade antimicrobiana, 

antiviral e citotóxica (RUFFA et al., 2002).  

Extratos vegetais auxiliam muitas vezes no controle de doenças em diversas 

espécies de plantas, alguns possuem atividade antimicrobiana e outros têm a 

capacidade de ativar mecanismos de defesa nas plantas quais são aplicados. 

O extrato em diclorometano de L. molleoides foi reportado como tendo 

atividade anti-proliferativa, sendo este estudo realizado na medicina humana 

(FERNANDEZ et al., 2002).  

Há estudos que comprovam que a L. molleoides  possui diversas 

propriedades e dentro disso averiguou-se e obteve-se respostas quanto a atividades 

hemostáticas e propriedades medicinais que atuam contra a artríte 

(TOURSARKISSIAN, 1980; MUÑOZ, 1990). 

 Investigações em diferentes extratos relataram suas propriedades antivirais 

(KOTT et al.,1999), antimicrobianas (PENNA et al., 2001). Diferentes autores 

encontraram como resultado em ensaios com a L. molleoides, o resultado de 

compostos que possuem atividades citotóxicas, estes atuando na alteração ou 

destruição de células (FERNANDEZ et al, 2002; RUFFA et al, 2002).  

Os compostos de diferentes extratos de Lithraea molleoides  e de Lithraea 

brasiliensis foram caracterizados como derivados de pirocatecol, o mas dentre as 

substâncias que foram isoladas, muitas ainda não foram totalmente identificadas 

(ALÉ et al.,1997). 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ptr.3256/full#bib9
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As substâncias alergênicas contidas na resina dessas plantas, são 

comumente conhecidas como urushiol, são um grupo de catecóis diferindo 

principalmente no comprimento e grau de insaturação das suas cadeias alquilicas 

laterais (SELVA, et al.,1997). 

  



13 
 

3 MATERIAL E MÉTODOS  

3.1  PROCEDIMENTOS FITOQUÍMICOS 

 

O experimento foi realizado nos Laboratórios de Química e Fitopatologia da 

Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Curitibanos, localizada às 

margens da Rodovia Municipal Ulysses Gaboardi, km 3, em Curitibanos - SC.  

Inicialmente foi realizada a coleta de folhas de Aroeira Brava (Lithraea 

molleoides) e Bugreiro (Lithraea brasiliensis) no primeiro semestre de 2015. 

Coletadas na mata nativa da região de Curitibanos SC localizada a 27º 16’ 16,52’’S 

de latitude e a 50º 30’ 15,15’’ W de longitude e na mata nativa de Frei Rogério SC a 

27º 10’ 24’’ S de latitude e longitude de 50º 48’ 16’’ W, respectivamente. O próximo 

procedimento foi a identificação botânica, realizada com o auxílio do Professor Dr. 

José Floriano Barea Pastore. 

 O material coletado foi identificado com base em exsicatas contidas no herbário 

da UFSC Curitibanos, e posteriormente seco a 40º C durante 48 hrs. O material seco 

foi então moído em centrífuga de alimentos para a preparação dos extratos.  

 

3.2 PREPARO DOS EXTRATOS E FRAÇÕES 

 

3.2.1 Extrato hidroalcoólico bruto 

 

 Para a preparação dos extratos hidroalcoólicos brutos de L. molleoides e L. 

brasiliensis foi utilizado o mesmo processo baseado na maceração em etanol 92o 

INPM. O material seco e moído (76 g L. molleoides e 94 g de L. brasiliensis) foi 

submetido à maceração utilizando etanol 92o INPM por um período de uma semana 

em temperatura ambiente. O etanol é satisfatório para uma preliminar extração (DI 

STASI, 1996). 

 A mistura do material vegetal com etanol foi filtrada através de papel filtro e o 

solvente foi submetido à evaporação à pressão reduzida utilizando um 

rotaevaporador, com banho de água controlado à temperatura igual ou inferior à 40 

ºC. 
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 O álcool recuperado desta destilação foi reutilizado para uma segunda 

maceração de uma semana. O resíduo após evaporação do solvente foi reservado. 

Este procedimento foi repetido por quatro vezes até a massa do resíduo resultante 

no fundo do balão volumétrico, após a evaporação, ser praticamente zero.  

 Os resíduos obtidos após cada uma das evaporações foram reunidos e secos 

sob ventilação de secador de cabelos e em dessecador obtendo-se 14,89 g de 

extrato hidroalcoólico bruto (EHB) de L. brasiliensis e 12,09 g de EHB de L. 

molleoides ambos na forma de resíduo pastoso na coloração verde-escuro. 

 

3.2.2 Obtenção das frações 

 

 Uma porção do EHB (9,08 g) de L. brasiliensis e uma porção do EHB (7,2 g) de 

L. molleoides foi redissolvida em 100 mL de uma solução aquosa a 20% com etanol 

e colocada em um funil de separação. À esta solução, adicionou-se  50mL de 

hexano. A mistura foi agitada e a fase orgânica foi separada. À fase aquosa foi 

adicionado mais 50 mL de hexano e o procedimento foi repetido mais uma vez (total 

de solvente: 3x50 = 150 mL). As fases orgânicas foram reunidas, secas com sulfato 

de sódio anidro, filtradas e o solvente foi evaporado rendendo 0,503 g após 

totalmente seca, de um resíduo pastoso escuro identificado como fração solúvel em 

hexano de L. brasiliensis e 0,63 g de L. molleoides, os processos foram feitos 

primeiramente com L. brasiliensis e posteriormente com L. moleoides. 

 Após ter sido obtido no processo anterior a fração solúvel em hexano, realizou-se 

o processo para a obtenção da fração solúvel em acetato de etila através do mesmo 

procedimento relatado anteriormente, apenas trocando o solvente anterior pelo 

solvente acetato de etila. As massas utilizadas foram distintas, devido a obtenção de 

diferentes concentrações no procedimento anterior.  

 Nesta fase a obtenção de todos compostos solúveis em acetato de etila foi mais 

demorada, pois a separação das fases foi bem lenta, já a quantidade de solvente 

adicionada foi maior, pela demanda de realizar o processo diversas vezes (quatro) 

totalizando 200 mL de solvente. As fases orgânicas foram reunidas, secas com 

sulfato de sódio anidro, filtradas e o solvente foi, de igual forma, evaporado. A massa 

deste rendeu em 3,046 g de um resíduo pastoso escuro de L. brasiliensis e 0,36 g 
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de L. molleoides. As frações foram identificadas como solúveis em acetato de etila, 

após totalmente secas. 

  Após a eliminação dos solventes, conseguiu-se obter a fase aquosa separada 

uma da outra, devido as diferentes solubilidades dos solventes utilizados, por 

extração líquido-líquido após o processo, qual ocorreu o contato dos solventes e 

realização de agitação lenta. O solvente foi recuperado e guardado para uso em 

outros procedimentos do laboratório e a fração aquosa mantida no dessecador. 

Após estes procedimentos os extratos de todas as frações foram mantidos no 

dessecador que é uma vidraria que contem um agente de secagem, no caso sílica, 

para diminuir a umidade, fechado com sua tampa vedante, até o momento de 

utilização nos ensaios in vitro. 

 A estratégia utilizada para investigar a atividade fungitóxica está baseada na 

preparação do EHB e frações baseadas na diferença de solubilidade dos 

componentes em solventes como hexano, acetato de etila e água. Os extratos são 

então avaliados quanto a atividade fungitóxica e as frações mais ativas normalmente 

são investigadas com maiores detalhes orientando o isolamento de compostos 

ativos puros. 

 Na produção dos extratos vegetais utilizou-se da seguinte ordem de preparação: 

coleta, preparação do material vegetal com a secagem e moagem, extração com 

etanol, concentração dos extratos com evaporação do etanol, obtendo nesta fase o 

EHB, fracionamento dos extratos com solventes de distintas polaridades (obtendo as 

frações solúveis em hexano, acetato de etila e fração aquosa), estas sendo 

visualmente demonstradas abaixo (figura1 e figura 2), de ambas espécies, secagem 

e armazenamento para posterior aplicação nos ensaios com o agente causal da 

antracnose da videira in vitro (MOREIRA et al, 2008; COSTA, 1986). 

  Os fluxogramas abaixo apresentam a sequência de extrações para melhor 

visualização e entendimento dos resultados obtidos: 
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Figura 1. Fluxograma da obtenção dos extratos de L. brasiliensis. 

 

 

Figura 2. Fluxograma da obtenção dos extratos de L. molleoides. 

 

3.3 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIFÚNGICA 

 

Na instalação dos ensaios utilizou-se para a preparação do meio de cultura 

15,6 g de BDA (Batata-Dextrose-Ágar) adicionado em um recipiente, antibiótico e 

água (400 mL), sendo este dividas em cada tratamento (ficando cada tratamento 

com 100 mL) e agitou-se cada recipiente (sendo quatro recipientes, devido ao 

número de tratamentos) para homogeneização, por cerca de dez segundos (até a 

visualização de aspecto homogêneo) à temperatura ambiente.  
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Este procedimento de preparo do meio de cultura foi o mesmo para todos os 

tratamentos, exceto o tratamento de L. molleoides na fração solúvel em acetato de 

etila, quais os procedimentos foram descritos ao decorrer deste trabalho. 

 

3.3.1 Ensaios com autoclavagem do extrato 

 

O primeiro ensaio foi realizado com a fração solúvel em acetato de etila de L. 

molleoides. Previamente foi preparado 180 mg de extrato (solúvel em acetato de 

etila), na qual uma alíquota de 5 mL da solução 1,8 mg/mL foi transferida para um 

balão volumétrico de 10 mL o qual foi completado com água destilada para a 

preparação de uma solução mais diluída a 0,9 mg/mL. Uma terceira solução mais 

diluída foi preparada transferindo uma alíquota de 5 mL da solução 0,9 mg/mL para 

um balão volumétrico de 10 mL, o qual foi completado para 10 mL com água 

destilada, para preparar uma solução 0,45 mg/mL. 

No meio de cultura acrescentou-se volume de solução suficiente para as 

concentrações de: 0,16 mg/mL, 0,08 mg/mL e 0,014 mg/mL da solução com o 

extrato na fração solúvel em acetato de etila, respectivamente e a testemunha 

apenas com o meio, ambos em recipientes separados (Cada tratamento continha 

100 mL de solução com BDA), então ficando a solução final que continha os extratos 

com (110 mL). 

Com a fração solúvel em acetato de etila de L. brasiliensis inicialmente foi 

realizado a pesagem de 500 mg de extrato (solúvel em acetato de etila) da fração e 

foi preparado uma solução aquosa de concentração 5mg/mL. Esta solução foi 

diluída em outras duas soluções obtendo-se uma solução aquosa da fração solúvel 

em acetato de etila de concentração 1,6 mg/mL e outra de concentração 0,90 

mg/mL. 

No meio de cultura acrescentou-se estas concentrações 0,45 mg/mL, 0,22 

mg/mL, 0,11 mg/mL respectivamente, e a testemunha apenas com o meio. Ambos 

em recipientes separados (Cada tratamento continha 100 mL de solução com BDA), 

então ficando a solução final que continha os extratos com (110 mL). Neste 

procedimento a diluição foi demorada pelo extrato ser de baixa solubilidade em 
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água, realizou-se a agitação deste no meio de cultura ainda no estado líquido, 

agitando-o pré e pós autoclavagem para melhor dissolução do extrato. 

Na fração solúvel em hexano, previamente foi preparado 300 mg de extrato 

(solúvel em hexano de L.molleoides), aonde uma alíquota de 5 mL da solução 3 

mg/mL foi transferida para um balão volumétrico de 10 mL o qual foi completado 

com água destilada para a preparação de uma solução mais diluída a 1,5 mg/mL. 

Uma terceira solução mais diluída foi preparada transferindo uma alíquota de 5 mL 

da solução 1 mg/mL para um balão volumétrico de 10 mL, o qual foi completado 

para 10 ml com água destilada, para preparar uma solução 0,5 mg/mL. 

No meio de cultura acrescentou-se volume de solução suficiente para as 

concentrações de 0,27 mg/mL, 0,13 mg/mL, 0,06 mg/mL, respectivamente, da 

solução com o extrato, e a testemunha apenas com o meio, ambos em recipientes 

separados. 

 

3.3.2 Extrato diluído em 5% de DMSO 

 

Neste ensaio foi preparada uma solução utilizando 240 mg da fração solúvel 

em hexano de L. brasiliensis com uma solução com DMSO. A solução feita com o 

DMSO foi de 5% v/v de DMSO em água destilada. Para o preparo de 100 mL de 

solução, foi adicionado no balão volumétrico de 100 mL e transferiu-se 5 mL 

de DMSO para este balão, e então completou-se com água destilada até a marca de 

100 mL do balão volumétrico, e repetiu-se o procedimento de distribuição das 

alíquotas. Obtendo uma solução com concentração 2,4 mg/mL e um volume final de 

110 mL, as concentrações foram de 0,21 mg/mL, 0,10 mg/mL, 0,05 mg/mL 

respectivamente e a testemunha apenas com o meio. 

 

3.3.3 Inoculação do S. ampelinum 

 

Para a realização do procedimento de inoculação do fungo no meio, o 

material utilizado para a realização dos ensaios, como as vidrarias, placas de Petri, 

os frascos contendo meios de cultura com os extratos em diferentes concentrações, 

material para preparo dos tratamentos, foram autoclavados (120ºC por 30 minutos) 

para evitar contaminação bacteriana e posteriormente em câmara asséptica de fluxo 
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laminar transferiu-se o meio para as placas de petri. Enquanto solidificava o meio, as 

placas de Petri foram identificadas com numeração e detalhes do tratamento 

utilizado em cada uma.  

Após a solidificação pequenos discos com meio de cultura contendo micélios 

do S. ampelinum previamente isolado, foram transferidos para as placas de Petri 

com o BDA contendo o extrato e antibiótico, e de igual forma para placas contendo o 

BDA apenas, esta sendo configurada como a testemunha (NOZAKI, M.H; 

CAMARGO, M; BARRETO, M., 2004). 

Após este procedimento, cada placa de Petri foi vedada e levada para B.O.D 

qual é uma câmara climatizada, os tratamentos ficaram sob temperatura de 22ºC – 

25ºC à 12 horas por dia de fotoperíodo, sendo distribuídos aleatoriamente nesta. Em 

ambos os ensaios a avaliação do crescimento micelial do S. ampelinum foi feita 

através da observação do desenvolvimento do referido fungo através de medição, 

com a média obtida através de medidas opostas diametralmente, estas realizadas 

diariamente, considerando um dia após o procedimento de aplicação das frações, 

tomando-se como padrão o crescimento no meio sem L. brasiliensis e L. molleoides. 

Estas foram realizadas até as colônias fúngicas cobrirem totalmente a superfície do 

meio de cultura. 

 

3.3.4 Extrato filtrado com membrana 

 

Neste ensaio foi utilizada a fração aquosa de L molleoides, no 

desenvolvimento in vitro do fungo, com outro procedimento, não sendo autoclavado 

com o meio, para verificar-se a eficiência do extrato em dose maior e verificar 

também a possibilidade de maior controle micelial com este método, acreditando-se 

que a autoclavagem pode em alguns casos degradar substâncias que podem ter 

efeito benéfico no controle de doenças.  

Previamente foi preparado 160 mg de extrato (fração aquosa) utilizando esta 

massa total, dissolvendo-a no mínimo de água mili-Q possível e transferidos para um 

balão volumétrico de 10 mL. O volume foi então completado para 10 mL. Uma 

alíquota de 4 mL desta primeira solução foi transferida para outro balão volumétrico 

de 10 mL e o volume foi então aferido para 10 ml com água mili-Q. Uma terceira 

solução mais diluída foi preparada transferindo-se 4 mL da segunda solução para 
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outro balão volumétrico de 10 mL e completando o volume para 10 mL com água 

mili-Q.  estas soluções obtidas foram usadas, adicionando-as nas placas de petri, 

sendo as concentrações de 1,6 mg/L, 0,64 mg/L e 0,25 mg/L e a testemunha apenas 

com o meio.  

Na preparação do meio de cultura deste, utilizou-se 15,6 g de BDA em 400 

mL de água, e foi levado para esterilização nas mesmas condições de autoclavagem 

dos ensaios descritos anteriormente. O extrato foi esterilizado utilizando o método de 

filtração com membrana Millipore 0,22 μ, usado para evitar contaminações 

bacterianas, Em câmara asséptica de fluxo laminar. O BDA esterilizado previamente 

foi acrescido de antibiótico e vertido em placas de Petri, qual se esperou solidificar.  

Logo após este procedimento, foi repicado para o centro da placa de Petri, um 

disco de meio de cultura contendo micélio do fungo (obtido do ensaio realizado 

anteriormente) e as placas foram vedadas e levadas para B.O.D, sendo distribuídas 

aleatoriamente. A medição foi realizada conforme descrito anteriormente.  

As frações obtidas foram utilizadas para preparar as soluções a serem 

testadas quanto a atividade fungitóxica contra o fungo S. ampelinum. O 

delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, devido a ser realizado em 

ambiente controlado. Nos testes estatísticos foi utilizada a metodologia descrita por 

por BASTOS (1997). Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 

quatro tratamentos e cinco repetições, para ambos os ensaios. Os dados obtidos 

foram submetidos à análise de variância, e ao teste de Tukey à 5%, foi realizada 

analise de regressão. A análise de variância foi realizada utilizando o software 

estatístico SISVAR (FERREIRA, 2011).  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

As espécies utilizadas para avaliação de seus extratos no controle do S. 

ampelinum foram a L. molleoides e L. brasiliensis pelas atividades que elas 

apresentam em humanos, pois acreditou-se que poderiam apresentar outras 

substâncias quais tivessem compostos que poderiam vir a controlar doenças 

fúngicas em plantas. Dentre as atividades que estas apresentam podemos citar a L. 

molleoides que apresenta atividade antimicrobiana, antiviral e citotóxica (RUFFA et 

al., 2002).  

Não há relatos da aplicação de extratos tanto de L. molleoides quanto de L. 

brasiliensis no controle de doenças de videiras in vitro. Os compostos de diferentes 

extratos de L. molleoides e de L. brasiliensis foram caracterizados como derivados 

de pirocatecol, mas não foram totalmente identificados, tendo poucos estudos sobre 

seus compostos (ALE et al.,1997).   

Na obtenção dos extratos de L. brasiliensis e L. molleoides conseguiu-se com 

sucesso as frações requeridas, inicialmente obtendo o EHB de ambas as espécies e 

deste obteve-se as frações: solúvel em hexano, a fração solúvel em acetato de etila 

e a fase aquosa. Estas obtidas apartir de extração líquido-líquido utilizando hexano e 

acetato de etila. 

As quantidades obtidas foram: 14,89 g de extrato hidroalcoólico bruto (EHB) 

(19,59% rendimento da massa de EHB em relação à massa seca) de L. brasiliensis, 

12,09 g de EHB (15,11% rendimento da massa de EHB em relação à massa seca) 

de L. molleoides.  

Na fração solúvel em hexano obteve-se 0,503 g de L. brasiliensis e 0,63 g 

nesta mesma fração de L. molleoides. Obteve-se também 3,046 g de L. brasiliensis 

e 0,36 g de L. molleoides, nas frações solúveis em acetato de etila. Na fase aquosa 

de L. molleoides obteve-se 1,6 g e em L. brasiliensis 0,203 g. 

Pela análise de variância (ANOVA) o crescimento micelial de S. ampelinum 

(Tabela 1) não apresentou diferença significativa em nenhuma concentração da 

fração solúvel em acetato de etila de L. molleoides, em comparação com a 

testemunha (sem adição de extrato). De igual forma a fração solúvel em hexano não 
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demonstrou diferença significativa entre os tratamentos, as médias foram 

comparadas pelo teste de Tukey 5%. 

 

Tabela 1. Crescimento micelial (média do crescimento final obtido nos tratamentos em cm) do S. ampelinum, 

após tratamento com diferentes concentrações de extrato de L. molleoides nas frações solúveis em acetato de 

etila e hexano. 

Extratos de L. molleoides Conc. Fração   Conc. Fração 

  (mg/mL) Ac. Etila   (mg/mL) Hexano 

 

0 6,87 a 

 

0 7,43 a 

Autoclavados com o meio 0,014 6,27 a 

 

0,06 7,79 a 

 

0,08 6,20 a 

 

0,13 7,50 a 

  0,16 6,62 a   0,27 7,33 a 

 Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

O resultado obtido pode ter sido devido à autoclavagem em alta temperatura. 

Venturoso et al. (2010) afirmaram que o extrato autoclavado juntamente com o meio 

de cultura à 120º não apresentou inibição, no controle do Fusarium solani quando 

comparado com o extrato adicionado ao meio após a autoclavagem. 

Outro fator que pode ter interferido no resultado obtido, é a parte da planta 

coletada, neste trabalho foi utilizado somente folhas, em ambas as espécies 

avaliadas. Lopes et al. (2003) testaram o efeito citotóxico de Lithraea brasiliensis e 

Lithraea Molleoides em linhagens celulares advindas de tumores humanos e 

obtiveram resultados positivos para atividade citotóxica em ambas espécies nos 

galhos e folhas de L. brasilliensis e em galhos de L. molleoides.  

Os extratos na fração em acetato de etila de L. brasiliensis (Tabela 2) não 

apresentaram diferença significativa pela analise de variância. Yin & Tsao (1999) 

relatam que a temperatura qual o extrato foi obtido interfere na eficiência do mesmo, 

havendo em determinadas temperaturas a decomposição de componentes 

antifúngicos presentes no mesmo. Os extratos deste trabalho foram obtidos em 

temperatura ambiente. 
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 Tabela 2. Crescimento micelial (média do crescimento final obtido nos tratamentos em cm) do S. ampelinum 

após tratamento com diferentes concentrações de extrato de L. brasiliensis na fração solúvel em acetato de etila 

e na fração solúvel em hexano (este último com DMSO). 

Extratos de L. brasiliensis Conc. Fração   Conc. Fração 

  (mg/mL) Ac. Etila   (mg/mL) Hexano 

 
0 6,10 a 

 
0 7,65 c 

Autoclavados com o meio 0,11 5,68 a 
 

0,05 7,77 c 

 
0,22 5,78 a 

 
0,10 5,38 b 

 
0,45 6,09 a 

 
0,21 0,74 a 

  
 

     DMSO 0,64 a 
 Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

O crescimento micelial de S. ampelinum testado na fração solúvel em hexano 

de L. brasiliensis apresentou diferença significativa, na fração solúvel em DMSO (5% 

v/v em água destilada) e nas frações de extrato que o continham. O DMSO foi 

utilizado neste trabalho apenas na diluição do extrato de L. brasiliensis na fração 

solúvel em hexano, por ser um solvente, característico polar, este foi aplicado devido 

à dificuldade de diluição especificamente deste extrato. 

Na tabela acima, foi testado um bloco com o meio contendo apenas o DMSO, 

para verificação de qual sua ação no crescimento micelial afim de, confirmar que 

este não interferiria no resultado, mas conforme análise estatística verificou-se que 

este interferiu, de modo que controlou o crescimento micelial. Benfatti et al. (2010) 

obtiveram um resultado similar, testaram em extratos de plantas a atividade 

microbiana com DMSO e no tratamento que continha apenas DMSO, obtiveram 

resultado inibitório ao crescimento sobre os micoplasmas.  

Há diversos diluentes que podem ser empregados neste processo de diluição, 

como o dimetil sulfóxido (DMSO), a dimetil formamida (DMF), a N-metil pirrolidinona 

(NMP),- a 1,3-dimetil --2-imidazolidinona (DMI) (BARBOSA et al., 2003). Destes o 

solvente utilizado neste trabalho foi o DMSO. 

O experimento com L. brasiliensis foi encerrado ao obter as medidas finais, 

mas não foi realizada a contagem de esporos, devido à reação alérgica causada na 

autora deste trabalho, devido a realização dos ensaios em câmara de fluxo laminar, 

onde há um contínuo fluxo de ar para evitar a contaminação, este causou o fluxo de 

compostos do extrato de L. brasiliensis no ar, assim provocando efeitos alergênicos. 

Em ambos os ensaios com L. brasiliensis, os efeitos alergênicos causaram reação, 
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somente na autora. As demais pessoas envolvidas no processo de confecção dos 

ensaios e também as pessoas que circulavam pelo laboratório não apresentaram 

nenhuma reação à esta planta. 

Pereira et al. (2006) avaliaram o efeito inibitório do alecrim (Rosmarinus 

officinalis)  na forma de óleo essencial sob fungos (Aspergillus ochraceus, Fusarium 

sp, Aspergillus flavus), e observaram a inibição do desenvolvimento micelial, 

conforme o aumento das dosagens. Como a L. brasiliensis o Rosmarinus officinalis 

também pode provocar reações alérgicas, em sua composição há presença de 

flavonoides quais são compostos (Ar-C3) por condensações de unidades 

discarbonadas (BRUNETON, J. 2001).  Em dosagens elevadas pode até provocar 

morte se ingerido, causa espasmos, irritação nervosa, aborto, sonolência e outros 

(LORENZI, H.; MATOS, F., 2002).  

 Resultados semelhantes foram obtidos por Bonamonte et al. (2001) qual 

observaram quadro de  dermatite causada pelo contato com a hortelã (Mentha sp). 

Lorenzi & Matos (2002) observam que a hortelã possui propriedades tanto 

antibacterianas quanto antifúngicas, além de ser utilizada como tratamento de 

inúmeras doenças na medicina. 

O extrato de L. molleoides na fração aquosa apresentou resultado contrário 

ao esperado (Tabela 3), demonstrando um estímulo no desenvolvimento micelial. O 

resultado obtido pode ser devido à presença de componentes presentes no extrato 

quais podem ter sido fonte de nutrientes para o fungo, como já visualizado em 

hidrolatos de plantas com efeito curativo (FRANZENER et al., 2007). 

 

Tabela 3. Crescimento micelial (média do crescimento final obtido nos tratamentos em cm) do S. ampelinum 

após tratamento com diferentes concentrações de extrato de L. molleoides na fração aquosa. 

Extratos de L. molleoides Conc. Fração 
 

  (mg/mL) Aquosa 
 

 
0 4,32 a 

 
Filtrado com membrana 0,25 7,26 b 

 

 
0,64 7,54 b 

 

  1,6 7,76 b 
  Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Romanazzi et al. (2006) afirmam que alguns compostos presentes nas 

plantas podem induzir a atividade de enzimas e respostas biológicas relacionadas 

aos mecanismos de defesa. Aziz et al. (2006) cita essa capacidade de indução em 

videiras. Podendo assim os compostos presentes na L. molleoides e na L. 

brasiliensis serem ativos ao serem aplicados diretamente na videira, e não na 

aplicação direta ao agente causal. 

Com os resultados observados no presente trabalho, pode-se verificar que os 

extratos tanto de L. molleoides e de L. brasiliensis, não apresentam eficiência sobre 

o crescimento micelial de S. ampelinum in vitro, nas doses testadas. 
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5 CONCLUSÃO 

 

Com os resultados obtidos na realização deste trabalho pode-se concluir que: 

Os extratos de L. brasiliensis e L. molleoides nas frações solúveis em acetato 

de etila, hexano e aquosa foram obtidos com sucesso. 

 Os extratos de L. brasiliensis e L. molleoides nas frações solúveis em acetato 

de etila, hexano e aquosa não controlaram o agente causal da antracnose da videira 

in vitro, nas concentrações testadas. 

 O DMSO inibiu o crescimento micelial do S. ampelinum. 

 O extrato de L. molleoides na fração solúvel em acetato de etila apresentou 

um aumento do crescimento micelial do fungo reportado, servindo como provável 

substrato para o fungo. 
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