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RESUMO

LIMA, J. C. ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS FITOCONSTITUINTES
CARVACROL E TIMOL CONTRA CEPAS DE Aspergillus spp.: APLICABILIDADE
EM GRAOS DE MILHO. 2017. 52 f. Trabalho de Conclus&o de Curso (Graduag&o em
Farmacia) — Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2017.

Os fungos s&o organismos que desempenham importante papel ecoldogico e
econdmico, participando também de processos de decomposi¢cao de alimentos. O
género Aspergillus € um dos principais responsaveis pela contaminacao de alimentos,
como o milho, podendo reduzir a qualidade e o valor nutricional dos graos e ainda
produzir micotoxinas prejudiciais a saude. Dessa forma, buscam-se novas estratégias
para controlar esses microrganismos, principalmente através do uso de produtos
naturais, como os fitoconstituintes carvacrol e timol. O presente estudo investigou o
potencial antifungico do carvacrol e timol contra cepas de A. flavus, A. fumigatus e A.
niger. Foi determinada a concentracdo inibitoria minima (CIM) pela técnica de
microdiluicdo e a concentragao fungicida minima (CFM). Ainda se avaliou o efeito dos
constituintes sobre o crescimento micelial fungico e sua possivel atividade
conservante no modelo de contaminagcdo de grdos de milho. O carvacrol inibiu o
crescimento de todas as cepas do ensaio, com CIMs variando entre 64-256 ug/mL, ja
o timol, nas concentracdes testadas, apenas nao apresentou CIM para a cepa de A.
flavus. A concentracao fungicida minima determinada para a cepa de A. niger foi
equivalente ao valor de sua CIM para ambos os fitoconstituintes, enquanto que para
as cepas de A. flavus e A. fumigatus a CFM determinada para o carvacrol foi
equivalente a quatro vezes o valor de sua CIM. Os fitoconstituintes foram capazes de
retardar o crescimento micelial fungico nas concentragdes testadas. O carvacrol se
mostrou mais eficaz do que o timol no modelo de contaminag&o dos graos de milho,
nao havendo crescimento fungico visivel nos tubos com concentracdes de CIM e
2xCIM para as cepas de A. flavus e A. fumigatus, tornando-o uma boa opc¢ao de
escolha para futuros estudos em conservagao de alimentos.

Palavras-chave: Aspergillus, milho, fitoconstituintes, carvacrol e timol.



ABSTRACT

LIMA, J. C. STUDY OF ANTIFUNGAL ACTIVITY OF CARVACROL AND THYMOL
PHYTOCONSTITUTIONS AGAINST Asppergillus spp.: APPLICABILITY IN MAIZE
GRAINS. 2017. 52 f. Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduagdo em Farmacia) —
Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2017.

Fungi are organisms that play an important ecological and economic role, also
participating in processes of food decomposition. The genus Aspergillus is one of the
main responsible for contamination of foods, such as maize, being able to reduce the
quality and nutritional value of the grains and to produce mycotoxins harmful to health.
Thus, new strategies are sought to control these microorganisms, mainly by the use of
natural products, such as carvacrol and thymol phytoconstituents. The present study
investigated the antifungal potential of carvacrol and thymol against strains of A. flavus,
A. fumigatus and A. niger. The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined
by the microdilution technique and the minimum fungicidal concentration (MFC) was
also performed. The effect of the constituents on fungal mycelial growth was also
evaluated as its possible preservative activity on the maize grain contamination model.
Carvacrol inhibited the growth of all strains of the assay, with MICs ranging from 64-
256 ug/mL, whereas thymol, at the concentrations tested, only did not present MIC for
the A. flavus strain. The minimum fungicidal concentration determined for the A. niger
strain was equivalent to the value of its MIC for both phytochemicals, whereas for A.
flavus and A. fumigatus strains the MFC determined for carvacrol was equivalent to
four times the value of its CIM. The phytochemicals were able to slow the
fungal mycelial growth at the concentrations tested. Carvacrol showed to be more
effective than thymol in the maize grain contamination model, presenting no fungal
growth in the tubes with MIC and 2xMIC concentrations for strains of A. flavus and A.
fumigatus, making it a good choice for future studies over food conservation.

Keywords: Aspergillus, maize, phytoconstituents, carvacrol and thymol.
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1. INTRODUGAO

Os fungos sado seres vivos eucaridticos que podem dividir-se em leveduras e
filamentosos, sdo organismos de extrema importancia e podem ser encontrados por
toda parte no planeta, podendo ser utilizados em industrias de alimentos, bebidas ou
ainda nas industrias farmacéuticas, dessa forma desempenhando papel ecolégico e
econdmico (ABREU; ROVIDA; PAMPHILE, 2015).

Dentre os fungos filamentosos, o género Aspergillus € um dos principais
responsaveis por contaminacgdes de alimentos, a exemplo dos cereais, causando sua
deterioragdo, reduzindo seu valor nutricional e alterando suas qualidades sensoriais
(ex. odor, sabor, textura, cor), podendo tornar-se uma questdo de saude publica
devido a producgdo de micotoxinas por algumas espécies (VECCHIA; CASTILHOS-
FORTES, 2007; ZULKIFLI; ZAKARIA, 2017).

O milho (Zea mays L.) € um dos principais cereais produzidos no mundo, sendo
utilizado tanto na alimentag&o animal quanto humana. Em algumas regides este cereal
€ considerado a base alimentar da populagédo (PAES, 2006). O Brasil ocupa lugar de
destaque na produgdo mundial de milho, no entanto, sua producédo ainda sofre
grandes perdas por diversas causas, dentre elas estdo as infecgbes causadas por
microrganismos como os fungos do género Aspergillus spp. (SMIDERLE; GIANLUPPI;
JUNIOR, 2003).

Dessa forma, se faz necessaria a adogao de estratégias para controlar essas
infecgdes. Produtos naturais, seus compostos puros ou extratos de plantas
padronizados, tém sido cada vez mais estudados e utilizados como produtos
alternativos para controle desses agentes microbiologicos (OOTANI et al., 2013).

Dentre esses produtos naturais estdo os terpenos, considerados a classe de
substancias mais encontrada nas plantas, sendo os fitoconstituintes carvacrol e timol
exemplos de monoterpenos fendlicos reconhecidos como os componentes ativos
isolados de 6leos essenciais, compostos quimicos complexos que apresentam, entre
outras propriedades, atividade antimicrobiana (VIEGAS JUNIOR, 2003; BAKKALI et
al., 2008; ABBASZADEH et al., 2014).

Considerando a importancia do milho na alimentacdo humana e que o numero
de doencgas e efeitos danosos a saude, seja a longo ou curto prazo, sao relativamente
altos quando se pensa que as micotoxinas produzidas podem acompanhar a cadeia

em que o alimento esta inserido, € necessario que este assunto seja amplamente
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discutido e que pesquisas sejam realizadas para que estejamos menos expostos aos
danos causados por essas toxinas (PEREIRA; CARVALHO; PRADO, 2002; SILVA et
al., 2015).

Esse trabalho trata-se de uma pesquisa laboratorial que busca investigar o
potencial antifungico dos fitoconstituintes carvacrol e timol frente as cepas do género

Aspergillus spp.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

v Investigar o potencial antifiungico dos fitoconstituintes carvacrol e timol contra

cepas do género Aspergillus spp.

2.2 Objetivos Especificos

v" Determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragao fungicida
minima (CFM) dos fitoconstituintes frente as cepas de Aspergillus ensaiadas;

v Avaliar o efeito dos fitoconstituintes sobre o crescimento micelial fungico;

v Estudo de possivel atividade conservante dos fitoconstituintes no modelo de

contaminagao de graos de milho.



15

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Fungos filamentosos (Aspergillus spp.)

Os fungos sao seres vivos eucariéticos que podem apresentar um sé nucleo,
como no caso das leveduras, ou ser multinucleados como os filamentosos. Além
disso, podem ser encontrados dispersos por toda parte como no ar, solo, aguas,
alimentos e até mesmo nos seres humanos, desenvolvendo-se ao encontrarem meios
favoraveis com nutrientes adequados (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; MORAES;
PAES; HOLANDA, 2009).

Sao seres quimio-heterotréficos (ndo produzem seu préprio alimento), portanto
para sua nutricdo necessitam consumir materiais organicos ja formados. Por
possuirem parede celular rigida absorvem nutrientes soluveis simples que servirdo
como fonte de energia e constituintes de sua composi¢do celular. Sua reserva
energética é sob a forma de glicogénio. A maioria dos fungos s&o aerdbicos e realizam
respiracdo celular para obtencdo de energia, normalmente crescendo melhor em
ambientes com pH proximo a 5 e baixa umidade (TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R;;
CASE, C. L, 2002; MORAES; PAES; HOLANDA, 2009).

Os fungos filamentosos possuem como elemento basico estruturas
multicelulares em forma de tubos, as hifas, que podem apresentar-se como septadas
ou nao septadas (cenociticas). Os esporos, também chamados de conidios, formam-
se a partir das hifas nascendo diretamente delas ou sobre estruturas ligadas a elas,
sd0 o0s principais responsaveis pela dispersdo e propagacdo das espécies pela
natureza. Quando em conjunto, as hifas sdo denominadas de micélio, este pode
desenvolver estruturas reprodutivas, responsaveis pela formacédo dos esporos, ou
vegetativas, cumprindo papel na absor¢do de nutrientes (ANVISA, 2004; TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).

O género Aspergillus, pertencente ao grupo dos fungos filamentosos, é
constituido por mais de 300 espécies que se destacam por apresentarem uma grande
quantidade de pequenos conidios (2-3 ym) ao crescerem em matérias organicas.
Devido a sua facil dispersao representam fontes frequentes de contaminacdes em
laboratérios e apesar da grande quantidade de espécies, apenas 20 tém sido
implicadas como patégenos potenciais nos seres humanos, sendo a via respiratoria a

principal via de penetragcdo dos Aspergillus. Os principais quadros clinicos que sao
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capazes de provocar sao os de aspergiloses pulmonares e cutaneas, assim como
onicomicoses (SIDRIM; ROCHA, 2010).

Ainda que sejam potencialmente prejudiciais, esses fungos filamentosos
também desempenham importantes fungdes no estilo de vida humano ao participarem
da producgao de alimentos, produtos para a saude e na reciclagem de compostos como
petréleo e plastico. Sdo amplamente empregados em diversos processos industriais,
podendo algumas espécies serem comercializadas ou consideradas valiosas para a
biotecnologia devido a produgao de importantes enzimas, vitaminas, polissacarideos,
pigmentos, lipideos e glicolipidios (SCHUSTER et al.,, 2002; ABREU; ROVIDA,;
PAMPHILE, 2015).

Em relagdo ao aspecto macroscopico, as colbnias do género Aspergillus
apresentam inicialmente uma superficie de aspecto algodonoso e de cor branca,
dependendo das espécies a cor pode evoluir com a maturagado para verde, amarelo
castanho ou preto, facilitando a identificacdo de espécies. Com a producdo de
conideos a textura torna-se mais pulverulenta (MURRAY et al., 2006).

As colénias de A. fumigatus apresentam-se tipicamente com aparéncia
veludosa (Figura 1, p. 16), com uma coloragdo variando entre cinza, azul e verde, as
cabegas conidianas sdo uniseriadas e tém rapido crescimento em meio fungico e agar
sangue de ovelha (MCCLENNY, 2005).

Figura 1: Aspergillus fumigatus semeado em meio de cultura agar saboraud
dextrose em tubo de ensaio.

Fonte: Autor.

Capaz de resistir em situagdes adversas o A. flavus (Figura 2, p. 17) é um dos
mais abundantes na terra ganhando grande destaque econdémico por sua produc¢ao

de metabdlitos secundarios. Todavia, existem muitos metabdlitos secundarios das
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espécies de Aspergillus que nao sao benéficos, as chamadas micotoxinas que sao
toxicas e/ou cancerigenas, o que torna esses fungos patégenos vegetais oportunistas
capazes de danificar muitas culturas agricolas (BARONIO; MIOTTO, 2016).

Figura 2: Aspergillus flavus semeado em meio de cultura agar saboraud dextrose,
verso da placa.

Fonte: Autor.

O A. niger (Figura 3, p. 17) cresce aerobicamente sobre matéria orgéanica
podendo ser encontrado na natureza em solos, lixo, em compostos e materiais
vegetais em decomposi¢cdo. Pode crescer em uma ampla faixa de temperatura e
tornou-se fonte de uma variedade de enzimas bem estabelecidas como técnicas
auxiliares no processamento de frutas, cozimento e nas industrias de amido e
alimentos (SCHUSTER et al., 2002).

Figura 3: Aspergillus niger semeado em meio de cultura agar saboraud dextrose,
verso da placa.

Fonte: Autor.
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3.2 Milho, manifestagoes e tratamentos para infecgoes por Aspergillus spp.

O milho (Zea mays L.) é produzido em quase todos os continentes, sendo um
dos principais cereais cultivados e consumidos no mundo, pode ser utilizado de
diversas formas desde a alimentagdo animal até industrias de alta tecnologia, o que
justifica sua importancia econémica. Apenas 15% de sua produgao total é destinada
ao consumo humano, de forma direta ou indireta. Dados da EMBRAPA confirmam o
milho como uma das mais importantes fontes alimentares do brasileiro, atuando como
componente basico na dieta alimentar das camadas mais pobres da populagao, sendo
a regidao Nordeste a maior consumidora. Em todas as regides brasileiras suas
principais formas de aquisicdo sdo: o milho em gréo, o milho em espiga ou enlatado,
o creme de milho, os flocos de milho, fuba (farinha de milho) e o pao de milho (PAES,
2006; PEREIRA FILHO; BORGHI, 2016).

Quanto a sua composigao nutricional, as principais substancias armazenadas
em graos de milho s&o carboidratos, lipideos e proteinas, sendo o amido o principal
carboidrato de reserva. Ainda pode-se encontrar em pequenas quantidades minerais,
vitaminas e outras substancias. A presenga desses componentes, principalmente o
alto teor de amido, tornam o milho um importante produto comercial, todavia quando
se encontram em condi¢des de armazenamento inadequadas podem sofrer perda de
valores decorrente da infestacdo de pragas e contaminagao por fungos (TRAVAGLIA,
2011).

A incidéncia e a gravidade de doencas na cultura do milho tém aumentado
muito nos ultimos anos principalmente devido a mudangas climaticas globais e
mudangas nos sistemas de cultivo, da época de plantio, de plantios consecutivos
(auséncia da rotagao de culturas) e da expansao da area cultivada. Essas mudangas
acarretam em condicdes favoraveis contribuindo para a preservacao e multiplicacao
de diversos patdgenos, dentre eles os fungos (PINTO; SANTOS; WRUCK, 2006;
BATTILANI et al., 2016; OLIVEIRA, et al., 2017).

Embora ndo sejam considerados como a principal causa de doengas em
plantas, as espécies de Aspergillus sdo responsaveis por varios disturbios em
diversos produtos vegetais e plantas, podendo contaminar produtos agricolas em
diferentes estagios, incluindo a pré-colheita, colheita, secagem, processamento,
manuseio, transporte e armazenamento do produto (PERRONE et al.,, 2007; DI
DOMENICO et al., 2014).



19

Em geral os fungos que invadem sementes e graos sao divididos em dois
grupos: fungos do campo, que infectam o produto ainda no campo e fungos de
armazenamento, que invadem o milho pouco antes e durante o armazenamento. Os
fungos do género Aspergillus sdo considerados de armazenamento, podendo ser
encontrados em armazéns, moinhos, silos, moegas, elevadores, equipamentos e
lugares onde sdo armazenados, manuseados e processados produtos agricolas. Sao
capazes de causar danos aos produtos (Figura 4, p. 19) quando estes sdo submetidos
a condicbes de armazenamento impréprias e podem atuar como indicadores de
deterioragdo em sementes e graos (MARCIA; LAZZARI, 1998).

Figura 4: Espiga e graos de milho apresentando sinais de infec¢ao por fungos.

Fonte: (SILVA et al., 2015).

O crescimento de fungos em graos € determinado por varios fatores, entre os
quais destacam-se: o teor de umidade, grau de oxigenagao, insetos e acaros (que
podem agravar a contaminagao), temperatura, tempo, armazenamento anterior,
condigdes fisicas e higiene e limpeza dos graos (VECCHIA; CASTILHOS-FORTES,
2007).

A contaminagéao fungica em graos de milho por Aspergillus spp. € considerada
um problema mundial, podendo reduzir a qualidade e o valor nutricional dos graos,
além de levar a contaminagao por micotoxinas. Geralmente, essa contaminagao por
micotoxinas produzidas por Aspergillus spp. toxigénicos ocorre devido ao alto teor de
umidade durante o armazenamento e presenca de insetos e acaros. As micotoxinas
podem afetar a saude humana e animal, uma vez que produzidas podem persistir na
cadeia alimentar (ZULKIFLI; ZAKARIA, 2017).
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As principais micotoxinas encontradas nos graos de milho sdo as aflotoxinas
B1 e B2. Embora os riscos a curto ou longo prazo para os humanos sejam ainda pouco
conhecidos, as doengas causadas pela ingestdo de alimentos contaminados s&o
denominadas micotoxicoses e ha fortes evidéncias de que essas aflatoxinas
contribuem para a suscetibilidade a algumas patologias como hepatite B,
imunossupressao, cancer no figado, cirrose hepatica, sindrome de Reye, hemorragias
e morte (VECCHIA; CASTILHOS-FORTES, 2007; SILVA et al., 2015).

Diante do exposto, torna-se evidente a necessidade da adogao de estratégias
no controle de insetos e fungos para a conservagao das plantas e graos de milho. Um
dos principais métodos de controle dessas doengas em plantas sdo os fungicidas,
compostos quimicos amplamente utilizados devido a sua facilidade de aplicagao e os
resultados imediatos obtidos. Alguns desses compostos quimicos ndao matam os
fungos, apenas inibem seu crescimento temporariamente, sdo os chamados
fungistaticos. Outros inibem a produgédo de esporos sem afetar o crescimento das
hifas no interior dos tecidos e neste caso sdo chamados de antiesporulantes
(BORTOLINI; GHELLER, 2012).

No Brasil ainda sao utilizados muitos agrotoxicos proibidos em outros paises
por apresentarem efeitos negativos para a saude humana ou para o meio ambiente.
De acordo com dados da ANVISA, cerca de um tergo desses agrotdxicos sdo produtos
de alto grau de toxicidade, contribuindo para intoxicagdes em agricultores e
consumidores. Dessa forma, alguns dos efeitos que os agrotdxicos podem causar a
saude humana sdo: dermatites; neurotoxicidade retardada; infertilidade; disturbios
psiquiatricos; neuroldgicos; surdez; doenga de Parkinson; céncer, entre outras
(CONSEA, 2012; GOMES; FRINHANI, 2017).

Alguns estudos estdo sendo desenvolvidos com o intuito de preservar a
qualidade dos grdos e subprodutos armazenados. Uma alternativa que tem se
expandido de forma consideravel nos ultimos anos é a utilizagdo do gas ozbénio (O3s),
um poderoso agente oxidante resultante do rearranjo de atomos de oxigénio que pode
ser gerado através de um processo de descarga elétrica ou pela incidéncia de
radiacdo eletromagnética de alta energia (luz ultravioleta) no ar, tornando-se uma
alternativa ecologicamente correta e economicamente viavel (ROZADO et al., 2008;
NASCIMENTO; RIBEIRO; PIMENTEL, 2016).

Uma vez que a utilizagao de produtos quimicos, como os herbicidas, inseticidas
e fungicidas (OLIVEIRA; FAVARETO; ANTUNES, 2013), para a realizagao da
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conservagao dos graos tem custos elevados e acarreta em riscos a saude e ao meio
ambiente (ALVARENGA; QUEIROZ; NADAE, 2017), ha uma busca por uma
agricultura menos poluidora e aumenta-se o consumo de produtos organicos.
Produtos alternativos tém sido estudados como uma alternativa viavel e sustentavel
para controle desses agentes fitopatogénicos, pragas agricolas e plantas infestantes
(FLAVIO et al., 2011; OOTANI et al., 2013).

3.3 Produtos naturais (carvacrol e timol)

Diante da situacdo atual de contaminagao de cereais, como em questdo o
milho, e devido as desvantagens geradas pelos métodos convencionais agricolas,
como a poluicado ambiental, ha um aumento no interesse por novos produtos quimicos
para o controle de pragas. Busca-se por praticas alternativas, para evitar ou reduzir
essas contaminagdes, de modo que ndo haja agressdo do meio ambiente, sendo os
produtos naturais o foco principal dessa busca (VIEGAS JUNIOR, 2003;
GONGCALVES; MATTOS; MORAIS, 2009; CABRAL; PINTO; PATRIARCA, 2013).

Alguns extratos de plantas e fitoconstituintes s&o conhecidos por terem
propriedades antimicrobianas (COUTINHO et al., 2009). Sabe-se que os Oleos
essenciais obtidos a partir do Origanum vulgare (orégano), um tempero mediterraneo
tradicional, possuem forte atividade antimicrobiana devido ao seu conteudo muito
elevado de monoterpenos e compostos oxigenados, como c-terpineno e p-cimeno,
timol e carvacrol (LIOLIOS et al., 2009).

Os o6leos essenciais sdao misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, em geral odoriferas e liquidas, obtidas de matérias-primas vegetais,
considerados uma das fontes potenciais para a triagem de agentes antimicrobianos,
antioxidantes e de radicais livres. Sdo compostos quimicos complexos, formados
como metabolitos secundarios por plantas aromaticas, destacando-se a presenga de
terpenos. Devido as suas propriedades antimicrobianas, suas atividades constituiram
a base de muitas aplicagdes, sendo utilizados na agricultura na conservagao de
alimentos crus e processados, produtos farmacéuticos, medicamentos alternativos e
terapias naturais (BAKKALI et al., 2008; HUSSAIN, 2011; MAIA; DONATO; FRAGA,
2015).

Na natureza, os Oleos essenciais desempenham um papel importante na

protecdo das plantas como antibacterianos, antivirais, antifungicos, inseticidas e
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também contra herbivoros, reduzindo o apetite por tais plantas. Eles também podem
atrair alguns insetos para favorecer a dispersao de polens e sementes, ou repelir
outros indesejaveis. Podem ser sintetizados por todos os érgéos das plantas, ou seja,
brotos, flores, folhas, hastes, galhos, sementes, frutas, raizes, madeira ou casca,
sendo armazenados em células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas
ou tricomas glandulares (BAKKALI et al., 2008; MAIA; DONATO; FRAGA, 2015).

Os terpenos sao considerados a classe de substancias mais encontrada nas
plantas, abrangendo uma grande variedade de substancias de origem vegetal e tendo
importancia ecolégica bem estabelecida como defensivos de plantas (VIEGAS
JUNIOR, 2003).

Terpenos e terpendides sao os principais compostos de 6leos essenciais de
plantas aromaticas, a exemplo do carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) e do timol (2-
isopropil-5-metilfenol), que sdo monoterpenos fendlicos e isdmeros (Figura 5, p. 22),
sendo constituintes majoritarios de oleos essenciais da familia Lamiaceae, a exemplo
das espécies Origanum vulgare e Thymus vulgaris (orégano e tomilho) (BAKKALI et
al., 2008; OZKAN; ERDOGAN, 2011; RAMOS et al., 2012; VERAS et al., 2013).

O carvacrol e o timol ja foram utilizados na medicina tradicional e hoje podem
ser aplicados nas industrias alimentares, em bebidas e formulagdes comerciais, como
repelentes, por apresentarem propriedades aromatizantes e conservantes. Ambos
demonstram ampla variedade de atividades biologicas, incluindo, atividades
antiinflamatdrias, antioxidantes, antitumor, analgésicas, antihepatotdxicas, inseticidas
e antimicrobianas (NOSTRO; PAPALIA, 2012; MARCHESE et al., 2016).

Figura 5: Estruturas quimicas dos monoterpenos fendlicos carvacrol e timol.

CARVACROL TIMOL

OH

OH

Fonte: (BAKKALI et al., 2008).
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O mecanismo de acdo desses fitoconstituintes ainda nado esta muito bem
elucidado, mas acredita-se que sua natureza hidrofébica Ihes permite reagir com os
lipidios da membrana citoplasmatica e mitocondria dos microrganismos, tornando-os
permeaveis e levando ao vazamento dos componentes celulares. Quando ocorre o
disturbio da integridade da membrana, suas fungdes sdao comprometidas, nao
ocorrendo a divisdo mitética e impedindo a sobrevivéncia dos patégenos (FUKAYAMA
et al., 2005; LIOLIOS et al., 2009; OZKAN; ERDOGAN, 2011).

Neste sentindo, os fitconstituintes carvacrol e timol se fazem candidatos
promissores para a investigagao de sua agao na conservacgao de graos de milho. No
presente estudo, seu efeito sera testado in vitro e em modelo de contaminacao de
graos de milho contra cepas de Aspergillus spp. contaminantes, podendo de alguma
forma colaborar com as praticas de seguranga alimentar e com novas informacdes a

respeito dessa area que ainda precisa ser mais explorada.
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4. METODOLOGIA

4.1 Local de Trabalho

Todos os experimentos referentes a este trabalho foram realizados nos
laboratorios de Microbiologia e Bioquimica, ambos localizados no Centro de Educacéo

e Saude/Universidade Federal de Campina Grande, campus Cuité/PB.

4.2 Cepas Fungicas

Para a realizagdo do trabalho, foram utilizadas trés cepas fungicas do género
Aspergillus spp., sendo uma A. flavus (ATCC-13013), uma A. fumigatus (ATCC-
40640) e uma A. niger (LM-27), cedidas pela colaboradora Dra. Edeltrudes de Oliveira
Lima  (Laboratério de  Micologia  Clinica/Departamento de  Ciéncias

Farmacéuticas/Universidade Federal da Paraiba).

4.3 Drogas-teste

Os fitoconstituintes testados foram o carvacrol e o timol (Sigma-Aldrich®).

4.4 Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados foram os meios sélidos Agar Sabouraud
Dextrose (ASD) e Agar Batata Dextrose (ABD), devidamente solubilizados com agua
destilada e esterilizados em autoclave, a 121 °C por 15 minutos, conforme normas do
fabricante, e o meio liquido RPMI 1640 com glutamina e sem bicarbonato também

preparado de acordo com o documento M38-A do CLSI (2002).
4.5 In6culo

As cepas fungicas foram cultivadas em ASD a 28 °C por 7 dias. As recentes
colbnias fungicas foram cobertas com solugéo salina estéril (NaCl 0,9 %) com auxilio
de uma pipeta de transferéncia, e as suspensdes realizadas por suaves agitagdes de

15 segundos. As misturas resultantes de conidios e fragmentos de hifas foram
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transferidas para tubos de ensaio esterilizados. As densidades das suspensdes de
cada cepa foram ajustadas em espectrofotémetro a 530 nm para um valor de 70%z*2
de transmitancia, a qual corresponde a um indculo de aproximadamente 1-5x10°
unidades formadoras de colénias em 1 mL (UFC/mL) (PETRIKKOU et al., 2001; CLSI,
2002).

4.6 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM das drogas-teste foi realizada pela técnica de
microdiluicdo, utilizando placas de microtitulagdo contendo 96 cavidades com fundo
em “U”. Primeiro, as emulsbes (drogas-teste) foram preparadas dissolvendo a
quantidade previamente calculada dos fitoconstituintes em 50 yL de tween 80
(Polisorbato 80), também sendo utilizado o proprio meio RPMI para dissolugdo. A
partir desta solucao, a diluicao seriada foi realizada em tubos de ensaio a uma razao
de 2, a fim de obter concentragdes finais nas placas de 2048 yg/mL até 16 ug/mL. Em
seguida, foram adicionados 100 uL dessas diluigdes em cada linha da placa, sendo
cada linha referente a determinada concentragao. Por fim, foram adicionados 100 pL
do in6culo previamente preparado, diluido em RPMI 1640 na proporgao 1:50. Trés
controles foram realizados, um controle fungico, contendo apenas o meio RPMI e o
inéculo, para observar a viabilidade da cepa. Um controle de esterilidade, utilizando-
se apenas 0 meio de cultura, sem o inéculo. E um controle contendo o meio de cultura,
o indculo e o tween 80 na concentragdo usada para a solubilizagdo das drogas, para
verificar a auséncia de interferéncia deste nos resultados. As placas foram seladas e
incubadas a 28 °C por até 7 dias para a realizacao da leitura. Os valores de CIM foram
determinados pela analise visual da inibicdo do crescimento em cada cavidade,
comparando os testes com o controle de crescimento (auséncia de drogas). Portanto
foi determinada como CIM a menor concentragdo das drogas (produto natural ou
droga-teste) capaz de inibir 100% o crescimento fungico observado nas cavidades. O
experimento foi realizado em triplicata e os valores de CIM expressos como média
geomeétrica (CLSI, 2002; SARKER; NAHAR; KUMARASAMY, 2007; HUSSAIN et al.,
2011).



26

4.7 Determinacgao da Concentragcao Fungicida Minima (CFM)

Para determinar a CFM uma aliquota de 10 uL foi retirada de cada cavidade
onde nao houve crescimento fungico, sendo semeada em uma placa contendo ASD,
a qual foi incubada a 28 °C por 7 dias. Em seguida foi realizada a contagem do numero
de unidades formadoras de colbénia (UFCs), onde a CFM considerada foi aquela cuja
menor concentracdo semeada em ASD demonstrou crescimento menor do que 3
UFCs. O experimento foi realizado em triplicata e os valores da CFM expressos como
média geométrica (CLEELAND; SQUIRES, 1991; KLEPSER; WOLFE; PFALLER,
1998; ESPINEL-INGROFF et al., 2002).

4.8 Efeitos Sobre o Crescimento Micelial Fungico

A analise da interferéncia das drogas-teste sobre o crescimento micelial fungico
foi realizada pela medicdo do crescimento micelial radial em meio solido. Para isto,
inicialmente foram preparadas placas de Petri com 10 mL de ASD acrescido das
drogas-teste em diversas concentragées (CIM e 2xCIM). Em seguida, um fragmento
de aproximadamente 5 mm do micélio das cepas fungicas recém cultivadas foram
colocadas no centro da placa. Um controle negativo também foi realizado na auséncia
de qualquer droga. Todo o sistema foi incubado a 28 °C por um total de 7 dias, onde
o crescimento micelial radial foi registrado diariamente. O experimento foi realizado
em triplicata e os resultados foram expressos em média + desvio padrdao (KHAN;
AHMAD, 2011).

4.9 Efeitos Sobre a Conservagao de Graos de Milho

Foram utilizados grdos de milho crioulo de consumo humano cedidos pela
Secretaria de Agricultura da cidade de Cuité-PB. Os graos de milho foram secos a 40
°C por 48 horas para alcangar aproximadamente 14% de umidade. Apenas foram
utilizados os graos que nao aparentaram doenca visual. Os graos de milho saudaveis
foram acondicionados em erlenmeyers e autoclavados por 15 minutos a 121 °C
(DAMBOLENA et al., 2010). Para avaliar os efeitos inibitorios das drogas-teste sobre
o modelo de graos infectados, as drogas foram distribuidas em tubos de ensaio nas

concentragdes a serem testadas (CIM e 2xCIM) diluidas em agua destilada estéril, em
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seguida os grdos autoclavados foram imersos em 200 pL do indculo fungico (108
UFC/mL) por 1 minuto e transferidos para os tubos, sendo 10 grdos do milho
possivelmente infectado em cada tubo. Os tubos foram incubados a 28 °C por 7 dias
sendo realizada analise visual.

A préxima etapa foi distribuir os graos dos tubos para placas de Petri contendo
meio ABD com cloranfenicol, para determinar a presenga ou auséncia do crescimento
fungico no meio, as placas foram incubadas a 28 °C por 7 dias, a leitura foi feita
diariamente. Trés controles foram realizados com auséncia das drogas. Um controle
fungico contendo o meio e o milho infectado, um controle de esterilidade, utilizando o
meio e o milho estéril. E outro controle contendo o meio, o milho infectado e o tween
80 na concentragédo usada para a solubilizagcdo das drogas, para verificar a auséncia
de interferéncia deste nos resultados.

Também foram avaliados os efeitos do vapor das drogas-teste sobre a infecgao
artificial de grdos de milho. Apds idéntico processo de indugdo da infecgédo, cerca de
10 graos foram colocados em placas de Petri descartaveis contendo um papel de filtro
(90 mm) embebido de diversas concentracbes das drogas-teste (CIM e 2xCIM) no
interior da tampa da placa. As placas foram rapidamente seladas e incubadas a 28 °C
por 24 horas. Para identificar a presenca de infeccio através de crescimento no meio,
os graos foram transferidos para placas de Petri com ABD contendo cloranfenicol (10
graos por placa) e incubados a 28 °C por 7 dias, sendo a leitura feita diariamente. Os
ensaios foram realizados em triplicata. A avaliacédo estatistica dos resultados foi feita
para determinar diferengas significantes, quando um valor de p<0,05 aplicando-se
teste t ndo pareado, foi utilizado o teste de Fischer. (MENNITI et al., 2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dessa maneira, o potencial antifungico dos fitoconstituintes carvacrol e timol
frente as cepas do género Aspergillus spp., foi investigado através da técnica de
microdiluicado, a tabela 1 sistematiza os resultados da determinagdo da concentragao
inibitéria minima (CLSI, 2002).

Tabela 1: Auséncia ou presenga de crescimento fungico nas concentragdes testadas
dos fitoconstituintes carvacrol e timol frente as cepas de Asperqgillus spp.

A. flavus A. flumigatus A. niger

ATCC-13013 ATCC-40640 LM-27

2048 pg/mL C(-)T(+) C(-)T(-) C(-)T(-)
1024 pg/mL CH)T(+) CH)TE) CHTE)
512 ug/mL CH)T(+) CHT(+) COTE)
256 pug/mL C(+)T(+) CH)T(+) COTE)
128 pg/mL C(+)T(+) C(+)T(+) COHTE)
64 pg/mL C(+)T(+) C(+)T(+) CH)T(+)

32 pg/mL C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+)

16 ug/mL C(+)T(+) C(+)T(+) C(+)T(+)

(+): Crescimento fungico visivel; (-): Nao houve crescimento fungico visivel; C: Carvacrol; T: Timol.
Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

As CIMs do carvacrol encontradas para as cepas de Apergillus flavus, A.
fumigatus e A. niger foram respectivamente de 512 pg/mL, 256 pg/mL e 64 ug/mL. Ja
em relagao ao timol ndo houve CIM nas concentracdes testadas para a cepa de A.
flavus. Para a cepa de A. fumigatus a CIM determinada foi de 1024 ug/mL e para A.
niger de 128 pg/mL.

O controle fungico contendo apenas o meio RPMI e o in6culo apresentou
crescimento em todos os pocos da placa de microdiluicdo, assim como o controle
contendo o meio RPMI, o in6culo e o tween 80, demonstrando a auséncia de
interferéncia do tween 80 no experimento. Ndo houve crescimento no controle de
esterilidade contendo apenas o meio de cultura, garantindo condi¢des viaveis para a

execucao do método.
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A atividade antifungica de diversos Oleos essenciais frente a fungos
patogénicos existentes no ambiente j4 vem sendo bastante estudada, avaliada e
comprovada (PAULI; SCHILCHER, 2015).

Sartoratto et al. (2004) compararam seus estudos com a literatura e concluiram
que valores de CIM entre 50-500 ug/mL séo considerados possuir forte atividade
antimicrobiana, valores entre 600-1500 pg/mL possuem atividade considerada
moderada e valores acima de 1500 ug/mL possuem fraca atividade. Dessa forma,
pode-se considerar que no presente estudo, apenas o timol ndo apresentou forte
atividade frente as cepas de A. flavus e A. fumigatus.

Em pesquisa realizada por Abbaszadeh et al. (2014) foi examinada a atividade
antifungica de alguns fitoconstituintes contra 11 cepas de fungos decompositores de
alimentos, obtendo-se resultados positivos contra cepas de Aspergillus spp., 0s
valores de CIM encontrados variaram entre 125-200 ug/mL para o timol e 50-100
pg/mL para o carvacrol, concentragdes ainda menores do que as obtidas no presente
estudo.

Noébrega et al. (2016) investigaram o potencial antifungico do carvacrol contra
cepas de Cryptococcus neoformans obtendo resultados de CIM entre 25-81 ug/mL,
confirmando sua forte atividade antifungica. Também em avaliagdo de potencial
antifungico, o monoterpeno timol foi estudado por Mota et al. (2012), apresentando
atividades fungistatica e fungicida promissoras contra cepas de Rhizopus oryzae, os
valores de CIM variaram entre 128-256 ug/mL.

Em estudo realizado por Zabka et al. (2013), foi testada a eficacia de 21
compostos fendlicos contra cepas de fungos filamentosos toxigénicos, dentre estas
uma A. flavus e uma A. fumigatus, os valores de CIM encontrados para o timol
variaram entre 76-255 ug/mL, e para o carvacrol entre 131-262 ug/mL, ambos foram
considerados os fendis mais promissores uma vez que apresentaram a maior eficacia
entre os compostos testados.

Stevic et al. (2014) relatam a atividade antifungica de diversos 6leos essenciais
em seu trabalho, dentre eles o 6leo de Thymus vulgaris (contendo 43,7% de timol em
sua composigao), apresentando concentragdes de 1180 pg/mL para cepa de A. flavus
e 280 ug/mL para cepa de A. niger, e o 6leo de Origanum heracleoticum (contendo
75,8 % de carvacrol em sua composi¢ao) apresentando concentragéo de 140 ug/mL

para ambas as cepas.
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Esses sdo apenas alguns estudos, entre os diversos que vém sendo realizados
com 6leos essenciais ou seus componentes, demonstrando a atividade antimicrobiana
dos monoterpenos utilizados e corroborando com o presente estudo.

Uma vez determinada a concentragao inibitéria minima, a proxima etapa foi
determinar a concentracao fungicida minima para as cepas que apresentaram CIM
menores do que 1000 pg/mL. Na tabela 2, a CFM foi considerada como a menor
concentracdo semeada que apresentou crescimento menor do que 3 UFCs
(KLEPSER; WOLFE; PFALLER, 1998).

Tabela 2: Concentracao fungicida minima (CFM) dos fitoconstituintes carvacrol e timol
frente as cepas de Aspergillus spp.

CEPAS
A. flavus A. fumigatus A. niger
ATCC-13013 ATCC-40640 LM-27
CIM C(+)T(*) C(+)T(*) CH)T(-)
2xCIM C(+)T(*) C(+)T(*) C()T(-)
4xCIM C(-)T(*) C(-)T(*) C(-)T()

(-): crescimento fungico menor do que 3 UFCs; (+): crescimento fungico igual ou maior do que 3
UFCs; (*): ndo realizada CFM devido aos altos valores da CIM; C: carvacrol; T: timol.
Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

A concentragédo fungicida minima determinada para a cepa de A. niger foi
equivalente ao valor de sua CIM para ambos os constituintes, enquanto que para as
cepas de A. flavus e A. fumigatus a CFM foi equivalente a quatro vezes o valor de sua
CIM.

Tullio et al. (2007) determinaram a atividade in vitro de sete 6leos essenciais
contra alguns fungos de importancia ambiental e clinica, sendo alguns do género
Aspergillus, encontrando valores de CFM, geralmente, uma ou mais concentragcbdes
superiores as ClMs.

Em estudo com onze cepas fungicas e quatro fitoconstituintes, dentre eles o
carvacrol e o timol, Abbaszadeh et al. (2014) encontraram resultados sempre mais
elevados para CFMs em relacéo aos valores das CIMs, demonstrando que em muitos
casos se faz necessaria a utilizacdo de uma dose maior do que a inibitéria para se ter

um efeito fungicida.
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O efeito dos fitoconstituintes sobre o crescimento micelial fungico também foi
avaliado. Os seguintes graficos demonstram o crescimento micelial radial, medido
diariamente, em placas de Petri contendo meio ABD e as drogas-teste nas
concentragcdes CIM e 2xCIM encontradas anteriormente.

Pbdde-se observar nos graficos 1 e 2 que o carvacrol, nas concentragdes CIM e
2xCIM, foi capaz de reduzir o crescimento micelial radial das cepas de A. fumigatus e
A. flavus testadas. Assim como na CFM, o timol foi apenas aplicado a cepa de A.
niger, observando-se no grafico 3 que ambos os fitoconstituintes apresentaram

valores de redug¢ao muito proximos nas duas concentragdes testadas para esta cepa.

Grafico 1: Crescimento micelial radial (mm) de Aspergillus fumigatus na presencga e
auséncia de carvacrol.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Grafico 2: Crescimento micelial radial (mm) de Aspergillus flavus na presencga e
auséncia de carvacrol.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.
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Grafico 3: Crescimento micelial radial (mm) de Aspergillus niger na presencga e
auséncia de carvacrol (A) e timol (B).
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Romero et al. (2012) aplicaram o 6leo essencial de Origanum vulgare contra
alguns fungos fitopatogénicos, observando inibicdo completa do crescimento micelial
a partir de concentragdes de 500 pg/mL.

Em estudo com OE de Cinnamomum jensenianum aplicado contra cepas de A.
flavus, Tian et al. (2012) obtiveram redugao significativa no crescimento do micélio
com porcentagens de redugdo variando entre 27,6% e 87,0%, seus resultados
indicaram que o crescimento do micélio foi consideravelmente reduzido com a
crescente concentragao do OE, mas aumentou com o tempo de incubacgao.

Tao, OuYang e Jia (2014) determinaram a eficacia antifungica do OE citral
contra o crescimento micelial de Penicillium italicum, observando inibicdo do

crescimento variando entre 29.39% e 100% nas concentragdes testadas.
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E importante ressaltar que os estudos demonstrados anteriormente utilizaram
Oleos essenciais, e ndo componentes isolados destes, como no presente trabalho.

Na literatura, na maioria dos casos, apenas 0s componentes principais de
certos Oleos essenciais sdao analisados, entretanto, € provavel que os varios
componentes dos OEs desempenhem um papel na definicdo da fragrancia, da
densidade, da textura, da cor e acima de tudo, da penetracdo desses Oleos
(MOHAMMAD et al., 2013).

Ochoa-Velasco et al. (2017) avaliaram a atividade antifungica do timol e
carvacrol sozinhos e associados contra cepas de Fusarium verticillioides e Rhizopus
stolonifer e constataram que as misturas dos dois monoterpenos necessitaram de
menores concentragdes para inibir o crescimento das cepas estudadas, dessa forma
demostrando maior eficacia associados do que sozinhos.

Ahmad et al. (2014) também relatam, em seu estudo a respeito do oleo
essencial de Thymus vulgaris, a importancia de pesquisar as interagdes entre seus
componentes, uma vez que cada componente tem seu modo de acdo e combinados
sdo capazes de reduzir as concentragdes necessarias para atingir um efeito
antimicrobiano.

Estudos demonstraram que o mecanismo de acdo antimicrobiano de
compostos fendlicos como o carvacrol e o timol ocorre de maneira semelhante, eles
interagem com as membranas celulares causando danos estruturais e funcionais
(PERRICONE et al., 2015).

Uma das principais causas de deterioragdo de alimentos é o crescimento de
fungos, pois necessitam de uma baixa atividade de agua (aw) para sobreviver, séo
tolerantes a ambientes de baixo pH e seus esporos sao resistentes a diversas
temperaturas (AZEREDO, 2012). Portanto, a reducédo ou inibicdo do crescimento
micelial fungico torna-se significativa para a desaceleragdo da decomposigdo de
alimentos.

Dessa forma, a etapa seguinte do trabalho foi avaliar o efeito dos terpenos em
modelo de contaminacédo de graos de milho de consumo humano, tendo em vista a
importancia de infecgdes fungicas em alimentos.

As perdas pos-colheita de produtos alimenticios agricolas devido a
deterioragao por diferentes pragas de armazenamento sdo um problema sério para as

industrias agroalimentares (PRAKASH et al., 2013), os graos de milho infectados por
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fungos constituem-se em importantes fontes de in6culos, cujos patégenos podem
causar podriddo de graos (SILVA et al., 2015).

Os alimentos devem ser ofertados a populagdo sob a o6tica da seguranca
alimentar e nutricional, obedecendo trés dimensdes basicas, como disponibilidade,
acessibilidade e utilizagc&do, para isso, sdo necessarias uma gestao sustentavel de
recursos naturais e eliminagcdo de padrdes insustentaveis de consumo e producao
(BERRY et al., 2015).

A possivel atividade conservante dos fitoconstituintes nos graos de milho foi
avaliada aplicando-se as concentragdes de CIM e 2xCIM obtidas no teste in vitro. Os
graos de milho foram armazenados em solugbes contendo as drogas-teste nas
concentragdes desejadas, vale ressaltar que o timol sé foi testado para a cepa de A.
niger devido aos valores de CIM encontrados. Apds 7 dias em conserva os graos que
nao aparentaram infeccéo foram transferidos para placas de Petri contendo ABD, o

grafico 4 demonstra o crescimento fungico nos graos em fungéo do tempo.

Grafico 4: Efeitos das concentragbes de carvacrol no crescimento de Aspergillus
fumigatus (A) e Aspergillus flavus (B) em grdos de milho experimentalmente

infectados.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Durante o periodo em conserva os tubos controle (um contendo o meio e o
in6culo e outro contendo o meio, indculo e tween 80) apresentaram crescimento
fungico visivel, enquanto que os tubos contendo a solugdo com carvacrol, nas

concentracdes de CIM e 2xCIM e os graos possivelmente infectados com A. flavus e
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A. fumigatus, ndo aparentaram crescimento. Porém, ao serem transferidos para as
placas de Petri houve crescimento fungico visivel nos graos em dois dias de incubagao
(Figura 6, p. 35), indicando que o carvacrol atuou de forma inibitéria somente enquanto

em contato com o milho.

Figura 6: Graos de milho possivelmente infectados com Aspergillus fumigatus e
Aspergillus flavus.

Legenda: A — Graos em tubos de ensaio apds 7 dias em contato com as concentragdes inibitdrias
minimas do fitoconstituinte carvacrol, ndo aparentando infecgéo visivel; B e C — Graos transferidos para
placas de Petri contendo meio agar batata dextrose, apresentando crescimento fungico visivel apds
48h de incubacgéo.

Fonte: Autor.

Em relagdo a cepa de A. niger, tanto o carvacrol quanto o timol, nas
concentracdes estudadas, ndo apresentaram atividade inibitéria ao serem aplicados
no modelo de contaminagao de graos de milho, todos os tubos contendo os gréaos em
contato com as drogas-teste apresentaram crescimento fungico visivel.

Apesar da alta eficacia dos OEs e seus constituintes contra patégenos
transmitidos por alimentos em testes conduzidos in vitro, 0 mesmo efeito nos produtos
alimentares geralmente s6 é alcangado quando utilizam-se concentragbes maiores

desses oOleos (AVILA-SOSA et al., 2012). Indicando que, possivelmente, a utilizagéo
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da combinacdo entre os constituintes do presente estudo ou sua uniao com outros
componentes poderia levar a um efeito sinérgico e a inibigdo de crescimento fungico
de forma mais satisfatoria.

Todos os testes realizados com o vapor de contato dos monoterpenos
demonstraram crescimento nos graos de milho em dois dias de incubagao, tanto para
as concentracdes de CIM quanto para 2xCIM, indicando a ineficiéncia da aplicagao
do vapor dos monoterpenos frente as cepas estudadas. Esses resultados podem ser
explicados pelo fato de que as substancias testadas sao muito volateis e podem sofrer
interferéncia de diversos fatores do ambiente e armazenamento (PASSONE;
GIRARDI; ETCHEVERRY, 2013).

Phillips; Laird e Allen (2012), utilizando vapor do 6leo essencial de citrus
obtiveram uma redugao de 70.8% no crescimento de A. niger em graos, vale ressaltar
que o oleo de citrus nao possui carvacrol ou timol na sua composicao, e sua atividade
pode ser explicada pela presenca dos diferentes constituintes no OE. A utilizagdo do
vapor de Oleos essenciais pode ser uma vantagem na aplicagado de alimentos uma
vez que ha menor interacdo entre o vapor e as propriedades sensoriais dos
preparados.

As doencas transmitidas por alimentos sdo um crescente problema de saude
publica, fazendo-se necessario um controle bem-sucedido de patdégenos através do
uso de técnicas de preservacgao na fabricacdo em todo o processo de produgao dos
alimentos, da colheita a mesa (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012). Algumas
espécies de Aspergillus sdo capazes de produzir micotoxinas tdxicas, as chamadas
aflatoxinas, que sédo relatadas em varias culturas agricolas, principalmente as de milho
e amendoim, sendo a contaminagdo do milho de grande preocupag¢édo, uma vez que
esta cultura desempenha um papel importante no abastecimento de alimentos em
todo o mundo (BATTILANI et al., 2016).

Em modelo de grédos de milho contaminados experimentalmente com A. flavus,
Esper et al. (2014) testaram o 6leo essencial de Origanum vulgare para avaliar a
producao de aflatoxinas B1, obtendo efeito inibitério na producao dessas aflatoxinas
de até 90% para todas as concentragdes testadas, tornando o 6leo de O. vulgare uma
boa alternativa para o controle e protecao contra a produgéo de aflatoxina B1 em graos
de milho. Nao foi avaliada a presenga de micotoxinas no presente trabalho, porém

essa € uma linha de estudo pertinente que pode ser seguida em trabalhos futuros.
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Stojkovi¢ et al. (2013) relataram a dificuldade de realizar comparagdes entre
diferentes estudos envolvendo os 6leos essenciais, principalmente pela utilizacdo de
diferentes metodologias, cepas microbianas, e fontes das amostras de
antimicrobianos testados, o que € pertinente a este estudo uma vez que a metodologia
utilizada é uma adaptacao e nao ha estudos semelhantes recentes.

Em relacdo a conservagcdao de alimentos, estudos mostram que os
consumidores estdo cada vez mais cientes dos efeitos que os aditivos sintéticos
podem causar nos alimentos, aumentado assim a rejei¢do por produtos com esses
aditivos e induzindo a busca por produtos considerados naturais, como os 6leos
essenciais. Em consequéncia, tem-se aumentado os estudos relacionados aos OEs
para que estes sejam utilizados como aditivos alternativos, o fato de empregar plantas
que foram usadas historicamente na medicina alternativa e cuja seguranca é
comprovada, gera confiangca aos consumidores cada vez mais interessados emobter
"produtos verdes", aumentando também o beneficio econémico devido a possibilidade
de proporcionar um uso para uma ampla gama de plantas (CABRAL; PINTO;
PATRIARCA, 2013; BEARTH; COUSIN; SIEGRIST, 2014; TONGNUANCHAN;
BENJAKUL, 2014; RIBEIRO-SANTOS et al., 2017).

A adocdo de uma abordagem sustentavel na conservacédo de alimentos pode
contribuir com objetivos nutricionais, sociais, econdmicos e ambientais. Estes
sistemas devem reduzir a pressao sobre os ecossistemas, aumentando sua
capacidade de resisténcia, para isso se fazem necessarias praticas inovadoras de
producdo de alimentos interligando a nutricdo, agricultura e saude (DWIVEDI et al,
2017).

Atuais estudos de revisdo discorrem a respeito dos avangos recentes
referentes ao uso de Oleos essenciais e sua eficacia para aplicagdes como
conservantes alimentares (TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014; CALO et al., 2015).
Uma das alternativas que visam aumentar a vida util de alguns alimentos nas
prateleiras e diminuir as concentragdes antimicrobianas utilizadas é a incorporacao de
OEs em fiimes ou revestimentos comestiveis, estes podem servir como
transportadores que liberam antimicrobianos na superficie do alimento, controlandoo
crescimento microbiano, atrasando a transmissdo de umidade, oxigénio, aroma e
solutos (RUIZ-NAVAJAS et al., 2013).

Nesse contexto também surgem as embalagens ativas de alimentos, que

incorporam os OEs e ja vém sendo aplicadas em alguns alimentos, como: carne
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fresca, manteiga, presunto e peixe. As embalagens interagem com o produto com o
intuito de prolongar sua vida util e manter ou melhorar as propriedades sensoriais dos
alimentos embalados (ATARES; CHIRALT, 2016).

Outra forma de aplicagao de OEs em produtos alimentares € o encapsulamento
destes em nanoparticulas, dessa forma busca-se diminuir suas interagdes com
componentes da matriz dos alimentos, como gordura, amido e proteinas, minimizando
os efeitos sensoriais dos 6leos essenciais nos alimentos (DONSI et al., 2011;
HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012; EL ASBAHANI et al., 2015).

Dessa forma, varios trabalhos tém demonstrado o potencial de aplicagao de
Oleo essenciais (tanto in vitro quanto em preparagdes alimentares) como compostos
antimicrobianos contra fungos deteriorantes de alimentos (PERETTO et al., 2014;
TYAGI et al., 2014; MATEO et al., 2017).
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6. CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos foi possivel concluir que o carvacrol apresentou
atividade antifungica in vitro contra todas as cepas de Aspergillus spp. testadas, nas
condi¢cdes avaliadas, enquanto que o timol apenas n&o apresentou atividade para a
cepa de A. flavus nas concentragdes utilizadas.

As CIMs e 2xCIMs encontradas para os fitoconstituintes foram capazes de
retardar o crescimento micelial fungico, nos primeiros dias de incubacao, em todas as
cepas testadas.

Em relagdo a aplicacéo dos fitoconstituintes em modelo de contaminagéao de
graos de milho, o carvacrol se mostrou mais eficaz do que o timol, apresentando efeito
inibitorio para as cepas de A. flavus e A. fumigatus enquanto utilizado em contato com
0s graos, o que o torna uma boa opgao de escolha para futuros estudos em aplicagdes
alimentares.

E importante ressaltar que mais estudos sejam realizados nessa area,
buscando compreender as interagdes entre os componentes dos oleos essenciais e
as matrizes alimentares, assim como as interagdes de sinergismo entre os 6leos, seus
componentes e outros compostos, a fim de diminuir os efeitos negativos sobre as
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais dos alimentos, bem como as

concentragcdes necessarias para se obter efeitos inibitorios fungicos satisfatorios.
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