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RESUMO

BEZERRA, M. R. O. Carvacrol como alternativa sustentavel para conservacio de
milho frente a fungos do género Fusarium. 2017. 53 f. Trabalho de Conclusio de
Curso (Graduagdao em Nutri¢ao) - Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2017.

Os fungos estdo envolvidos em diversos processos infecciosos em alimentos, causando
perdas e problemas de intoxicagdo aos consumidores. O género Fusarium apresenta
espécies de fitopatégenos importantes e estdo entre os principais produtores de
micotoxinas. Tendo em vista a importancia que estes micro-organismos possuem nos
alimentos e na saide de humanos faz-se necessdrio estudos que busquem maneiras de
controlar o crescimento de tais organismos. Dentre eles, destaca-se o uso de produtos
naturais como os terpenos que apresentam potencial atividade antiftingica frente a fungos
contaminantes de alimentos a exemplo do carvacrol. O presente estudo investigou a
atividade antifiingica do carvacrol frente as cepas fungicas de Fusarium oxysporum e
Fusarium graminearum, determinando a concentracdo inibitéria minima (CIM) por
microdilui¢do e fungicida minima (CFM), observando as interferéncias no crescimento
micelial (crescimento micelial radial) e conidiogénese. Além disso, foi analisado o efeito
protetor de carvacrol em ensaios de infeccdo em grdos de milho. O carvacrol conseguiu
inibir o crescimento de 100% das cepas testadas nas concentragdes que variaram de 32 a
128 pg/mL. As cepas F. graminearum 02, 03 e 04 se mostraram mais sensiveis
apresentando CIM de 32 pg/mL. A CFM com valor 128 ug/mL foi capaz de causar a
morte de 37,5% das cepas avaliadas. O carvacrol nas concentragdes de 1/2CIM e CIM
inibiu de forma significativa a producdo de micélio, conidiogénese e germinacdo de
conidios das cepas Fusarium oxysporum 01 e Fusarium graminearum 02. Os graos de
milho armazenados em conserva com carvacrol nas concentracdes de CIM e CIMx2 ndo
apresentaram infeccdo aparente. A partir destes resultados, constatou-se que carvacrol
posui potencial antifingico promissor e sugere-se que no futuro possa ser utilizado na

conservagdo de alimentos como uma alternativa sustentdvel.

Palavras-chaves: Fusarium, alimentos, antifingico, milho e carvacrol.



ABSTRACT

BEZERRA, M. R. O. Carvacrol as a sustainable alternative sor canned corn against
fungi of the gender Fusarium. 2017. 53 f. Course Completion Work (Graduation in
Nutrition) — Federal university of Campina Grande, Cuité, 2017.

The fungi are involved in several infectious processes in food; causing losses and poisoning
problems for consumers. The gender Fusarium come up with important Phytopathogens
species and these are between the main producers of mycotoxins; therefore, are needed
studies that look for ways of the growth control to these organisms. One of them stands out
the use of natural products as the terpenes with potential activity antifungal against
contaminated fungi of aliments for example the Carvacrol. The present study investigated an
antifungal activity of the carvacrol against fungal strains of Fusarium oxysporum and
Fusarium graminearum, determining the minimum inhibitory concentration (MIC) by
microdilution and minimal fungicidal concentration (MFC), looking their interferences on
mycelial growth (Radial mycelial growth) and conidiogenesis. Lastly, the protective effect of
carvacrol was analyzed in trials of the infection in corn grains. The carvacrol succeeded in
inhibiting the growth in 100% of the tested strains concentrations that ranging from 32 to 128
ug/ml. The strains F. graminearum 02, 03, and 04 were more sensible with CIM of 32 pg/ml.
The CFM with 128 pug/ml was capable to cause the death of 37,5% of the strains analyzed.
The carvacrol in the concentrations of 1/2CIM and CIM significantly inhibited the production
of mycelium, conidiogenesis and germination of conidia of the strains Fusarium oxysporum
01 and Fusarium graminearum 02. The corn grains stored in canned carvacrol in the
concentrations of CIM and CIMx2 don’t presented apparent infection. After these results, is
noted that the carvacrol has a promising antifungal potential and is suggested that in the future

can be used in canned food as a sustainable alternative.

Key-words: Fusarium, food, antifungal, corn and carvacrol.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 —Fusarium oxysporum por microscopia OptiCa..........ceecuveerruveercveeennne
Figura 2 —Fusarium graminearum por microscopia OptiCa.........cceecveeeruveerunen.
Figura 3 — Anatomia do grao de milho e suas partes...........cceceeveervieeneenneenne.
Figura 4 — Formula molecular do Carvacrol...........cccceevieeiviienniieniienniieee,
Tabela 1: Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida
minima (CFM) de carvacrol frente as cepas de Fusarium Spp........ccccceeeeeeeeeenen.
Figura 5- Crescimento micelial radial (mm) de Fusarium gramninearum 02
(A) e Fusarium oxysporum 01 (B) na presenca e na auséncia de carvacrol.......
Figura 6 - Numero de conidios/mL de Fusarium gramninearum 02 (A) e
Fusarium oxysporum 01 (B) na presenca e na auséncia de carvacrol.................
Figura 7 - Percentual de conidios germinados de Fusarium gramninearum 02
(A) e Fusarium oxysporum 01 (B) na presenca e na auséncia de carvacrol.......
Figura 8 — Graos de milho infectados por Fusarium graminearum 02 por
MNICTOSCOPIA OPLICA...eeeuerieeriiieiritieeriieeeiteeeiteeetteesbteesteeesabeeensbeesss sesreesneeennnes
Figura 9 — Grao de milho infectado por Fusarium oxysporum 01 por
TNICTOSCOPIA OPLICA...eeuvrerererieeriieeeniieeeriteeeiteesiteesteeesseeessseeensseessseessseeesseeenns
Figura 10 - Efeitos das concentragdes de carvacrol no crescimento de
Fusarium gramninearum 02 (A) e Fusarium oxysporum 01 (B) em grdos para
de milho para consumo animal artificialmente infectados...........cccoeeeeeeieennenen.
Figura 11 - Efeitos das concentracdes de carvacrol no crescimento de
Fusarium gramninearum 02 (A) e Fusarium oxysporum 01 (B) em graos de

milho para consumo humano artificialmente infectados............cccccceeirinnninnnnee.

16

16

20

24

31

33

35

35

37

37

38



LISTA DE ABREVIATURAS SIGLAS

ASD - Agar Sabouraud dextrose

CES - Centro de Educacao e Saude

CFM - Concentragdo Fungicida Minima

CIM — Concentragao Inibitéria Minima

CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute
CONAB — Companhia Nacional de abastecimento
DMSO - Dimetilsulféxido

KCl1 - Cloreto de potéssio

NaCl — Cloreto de sédio

OMS - Organizacdo Mundial da Satude

UAS - Unidade Académica de Satide

UFCG - Universidade Federal de Campina Grande

UV - Ultravioleta



SUMARIO

TINTRODUGAO. ..o

2O0BJETIVOS. ..ottt
2.1 OBJETIVO GERAL......cccoiiiiiiieieieeeecee e
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS...........coooiviveeeeeeeeeeieeieseeeeees s,

3 REVISAO DA LITERATURA. ..........ccccoooommmmmmmionreeeeeeeeeeeeceeeees
3.1 FUSAETUI SPP .ottt ettt ettt st siteesbeeesaee e
3.2 0 MILHO NO BRASIL, SUA IMPORTANCIA E EVOLUCAO.................
3.3 CONSERVACAO DE ALIMENTOS.........ocooviiiieieeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeenan
3.4 CONSIDERACOES SOBRE O CARVACROL........cocovvevieeeeeeeseennn.
4 MATERIAL E METODOS........ooooooooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeee e
4.1 LOCAL DE EXECUGCAO........ooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
A2 DROGAS. ... sses oeoeeese s see e,
4.3 CEPAS FUNGICAS.......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
4.4 MEIOS DE CULTURA ..o
4.5 INOCULO. .....coooeeeeeeeeeeeeeee oo

4.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

4.8 EFEITOS SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL...........ccceoevveveeenannnn.
4.9 EFEITOS SOBRE A CONIDIOGENESE..........ccccooovuiiniieeeeeeseseeeienneens
4.10 EFEITOS SOBRE A GERMINACAO DOS CONIDIOS...........cccccovur....
4.11 INFECCAO EM GRAOS DE MILHO............cocooovveuerereeereeeeeeeererieen.
4.10 ANALISE ESTATISTICA.........ovuoveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesese s

S RESULTADOS EDISCUSSAO. ...

6 CONSIDERACOES FINAIS.......ccoooooooooeomeeeeeeceeseeeeeeeeceeseeeeeeeeesseeen
REFERENCIAS.....cooooeoeeeeeeeeeeeeeeee et e e e ee e ses s s eee s e eeeeeeen

12
14

14
14
15

15
19
21
23
25

25
25
25
25
26

26

27
27
27
28
28
29
31

41
42



12

1 INTRODUCAO

Os fungos pertencem ao reino Fungi, constituido de organismos unicelulares
conhecidos por leveduras e seres pluricelulares chamados de fungos filamentosos.
Sao seres ubiquos e se dispersam na natureza através do ar atmosférico ou por
outras vias como 4gua, insetos, homem e animais. Eles sdo estudados como agentes
causadores de doencas em humanos, animais e plantas, bem como quanto ao seu
papel nos alimentos como contaminantes, deteriorantes e produtores de substancias
téxicas (ENGELKIRK; DUBEN-ENGELKIRK, 2012; RIQUELME, 2013).

A contamina¢do de alimentos por fungos resulta em perdas para o produtor
dos alimentos e para o consumidor, pois estes micro-organismos também podem
produzir toxinas. Dentre os fungos toxigénicos, encontra-se o género Fusarium o
qual engloba espécies patogénicas de plantas quando as mesmas se encontram tanto
no campo quando armazenadas (BRYDEN, 2012).

De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), uma doenga de origem
alimentar é geralmente de natureza infecciosa ou tdoxica, provocada por agentes que
entram no organismo por meio da ingestdo de alimentos ou de dgua a exemplo dos
fungos. Neste caso em especial, os alimentos podem funcionar como veiculos para
muitos fungos causadores de doengas de origem alimentar (NEWELL et al., 2010).

Os cereais sdao uma importante fonte nutricional para humanos e animais,
inclusive dotados de relevancia cultural para o Brasil e Nordeste brasileiro. Graos
de milho e de outros cereais como trigo podem ser colonizados por fungos
filamentosos, incluindo espécies do género Fusarium, o qual podem causar
significativas perdas de qualidade dos graos e reducdo de seu cultivo. Fusarium
spp. € constituido de espécies fungicas a exemplo da espécie F. oxysporum e F.
graminearum que produzem toxinas como fumonisina, zearelenona e
deoxivivalenol, entre outras (ALMEIDA et al., 2000; DOMENICO et al., 2015).

Considerando a importancia da fitossanidade na agricultura € com os problemas
ocasionados pelos produtos quimicos a saide e ao ambiente, os leos essenciais vém
sendo uma alternativa de controle desses agentes fitopatogénicos, pragas agricolas e
plantas infestantes (OOTANI et al., 2013). E dentro desse contexto que muitos estudos
de atividade antifingica in vitro tém sido realizados com produtos naturais, a exemplo

dos 6leos essenciais.
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Os dleos essenciais sdo complexos de compostos voléteis caracterizados pelo
odor forte e sdo formados pelas plantas como metabélitos secundarios, encontrados em
suas folhas, resinas, frutos, flores, troncos e outras partes. Esses 6leos sao fitocomplexos
que podem ser constituidos por até mais de 60 componentes individuais, entre
fenilpropanoides e terpenos (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010). O carvacrol é um
monoterpeno fendélico amplamente distribuido na natureza com grande potencial
antimicrobiano (LIMA et al., 2013; ABBASZADEH et al., 2014).

Neste contexto, este trabalho representa uma possibilidade de obteng¢do de
informacdes ainda ausentes na literatura cientifica, no que diz respeito aos efeitos
inibitorios de carvacrol frente a cepas de Fusarium oxysporum (isoladas de grdos de
milho) e Fusarium graminearum (isoladas de grdos de trigo). Embora o potencial
antifiingico deste monoterpeno seja relatado na literatura, ndo hd registros de sua
atividade frente a estas espécies, com &nfase em seus aspectos de desenvolvimento e

contaminacao de cereais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antifingica do carvacrol frente as cepas de Fusarium
oxysporum e Fusarium graminearum isoladas de grios milho e trigo,

respectivamente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a concentragdo inibitéria minima e fungicida minima de
carvacrol frente as cepas ensaiadas;

e Auvaliar o efeito das drogas-teste sobre a conidiogénese, crescimento micelial e
germinacao de conidios das cepas ensaiadas;

e Analisar o efeito protetor de carvacrol em ensaios de infec¢do em graos de

milho.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Fusarium spp.

Os fungos sdo organismos que constituem um grupo bem diversificado,
formado de leveduras, fungos filamentosos e cogumelos, os ultimos conhecidos
como macrofungos. Eles sdo estudados como agentes causadores de doengas em
humanos, animais e plantas, bem como quanto ao seu papel nos alimentos como
contaminantes, deteriorantes e produtores de substancias toxicas (ENGELKIRK;
DUBEN-ENGELKIRK, 2012).

A denominacdo ““fungos contaminantes” ¢ aplicada aos diversos géneros
fungicos que colonizam o ambiente, cujas estruturas fungicas podem ser veiculadas
através do ar atmosférico ou por outras vias como 4gua, insetos, homem e animais.
Logo, seus propdgulos (esporos) podem ser encontrados em altas concentracdes nos
mais variados ambientes. Estes fungos podem causar a deterioracio de materiais e
alimentos, alergias, intoxicacdes e infec¢des (LACAZ et al., 2002).

As doencas ocasionadas pelos fungos contaminantes de alimentos e suas
micotoxinas sdo variadas, causam impacto social, em especial, nas comunidades
agricolas que mantém contato continuo com estes alimentos. No geral, essas substincias
causam efeitos téxicos agudos e/ou cronicos em animais (ESCRIVA; FONT;
MANYES, 2015). Os alimentos e produtos alimenticios sido frequentemente
contaminados por infestagdes fingicas e suas micotoxinas. Isso ocorre geralmente
durante a pds-colheita, transporte e armazenamento o que resulta em perdas na
quantidade, qualidade sensorial e no valor nutricional dos alimentos (KEDIA et al.,
2014).

O género Fusarium foi introduzido por Link em 1809 e apresenta-se como
um grupo de fungos contaminantes de alimentos com filamentos hialinos, septados
e em algumas amostras, as hifas sdo irregulares. Os filamentos podem apresentam
ramificacdoes, com angulo de 45 graus. As espécies desse género apresentam
fidlides perpendiculares aos filamentos fungicos, isoladas ou ramificadas,
evidenciando-se ou nao sobre estas, macrofialoconidios ou microfialoconidios. Suas
colonias sdo de textura algodonosa e tom branco que pode adquirir diferentes

tonalidades, com o decorrer do tempo (SUMMERELL; LESLIE, 2011).
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Infeccdes nas plantacdes de milho por Fusarium spp. podem causar doengas
graves, como podriddo das sementes, das raizes e podriddo da orelha e do nicleo da
planta (LOGRIECO et al., 2002; MEISSLE et al., 2010; OLDENBURG, 2005;
OLDENBURG et al., 2017). A podridado das raizes do milho pode induzir danos graves
a planta levando a senescéncia prematura. A podridao de Gibberella ou a "podridao da
orelha vermelha" € uma das infecc¢cdes mais comuns causada principalmente por

Fusarium graminearum, a infec¢do € reconhecivel através da descoloragdo rosa-

avermelhada das partes infectadas (OLDENBURG et al, 2017).

Figura 1 — Imagens de Fusarium oxysporum por microscopia optica.
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Fonte: SUMMERELL; LESLIE (2011).

A - B: Macroconidios; C — D: Microconidios. Barras: 25 pm

Figura 2 — Imagens de Fusarium graminearum por microscopia optica.
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O género Fusarium inclui espécies de patdgenos importantes, capazes de
produzir micotoxinas que ao acometerem as plantas ainda no campo como também
quando seus produtos estdo estocados para o consumo humano e animal (BRYDEN,
2012). Atualmente, suas espécies estdo entre as produtoras de micotoxinas mais
prevalentes em todo o mundo, especialmente quando infectam cereais cultivados na
América, Europa e Asia (ESCRIVA; FONT; MANYES, 2015).

A maioria dos membros do género Fusarium produzem sob condig¢des
ambientais favordveis uma série de metabolitos secundérios, que  variam
amplamente de estrutura quimica. Alguns dos metabolitos secunddrios como
micotoxinas toxicas e/ou cancerigenas para seres humanos e animais podem ter um
importante papel na doenca das plantas. Essas micotoxinas s3o comumente
encontradas em cereais € em produtos de origem animal consumidos diariamente
(ESCRIVA; FONT; MANYES, 2015).

O conhecimento dos efeitos das micotoxinas estd se expandindo
rapidamente, principalmente devido ao desenvolvimento de novas técnicas que
facilitam o estudo desses compostos. O trato intestinal € a primeira barreira contra
antigenos ingeridos, incluindo micotoxinas. Apds a ingestdo de alimentos
contaminados com micotoxinas, os enterdcitos podem estar expostos a altas
concentragcdes de toxinas interferindo assim nas fun¢Oes intestinais, podendo causar
doencas inflamadtorias intestinais cronicas (ESCRIVA; FONT; MANYES, 2015).No
entanto, as consequéncias da ingestdo de baixas concentragdes destes componentes
podem provocar alteracbes de ordem metabdlica, fisiolégica e disturbios
imunoldgicos (KANORA; MAES, 2009).

As micotoxinas s3o metabolitos secundérios produzidos por fungos que
causam problemas téxicos agudos e crOnicos aos animais € homens, além da
reducdo na producdo agricola e animal (BRYDEN, 2012). As mais importantes
classes de micotoxinas produzidas por espécies de Fusarium sao fumonisina,
zearalenona e tricotecenos. Além destas, também produzem toxinas emergentes
como: fusaproliferina, beauvericina, eniatinas e moniliforminas ( HOVE et al.,
2016; SUMMERELL,; LESLIE, 2011).

Os tricotecenos sdo facilmente absorvidos através dos sistemas tegumentares

e gastrointestinais, permitindo um rapido efeito em tecidos que se proliferam
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rapidamente. Os tricotecenos sao toxicos para animais € sua exposicao tem sido
associada a disturbios reprodutivos em animais. Por causa de seus efeitos sobre o
sistema imunoldgico, a exposi¢do a tricotecenos poderia predispor humanos e
animais para doencas infecciosas, especialmente na populacdo mais sensivel como
criancas, pessoas imunodeprimidas e idosos.

Virios estudos in vivo relatam o efeito toxicoldgico da zearalenona no
sistema reprodutivo, incluindo aumento do utero, diminui¢do da fertilidade e
mudancas nos niveis séricos de progesterona e estradiol em animais de laboratério.
Os efeitos téxicos causados por essas toxinas incluem vOmitos, dor abdominal,
nauseas e ganho de peso reduzido em animais (ESCRIVA et al., 2015; KORAICHI
etal., 2012).

Entre as principais fontes de contaminacdo por Fusarium spp. encontram-se
o milho e trigo. Diversos relatos apontam para sua alta incidéncias em graos de
milho, incluindo culturas realizadas em territério brasileiro principalmente em Sao
Paulo, Parand e Mato Grosso que sdo os maiores produtores de milho do pais
(DOMENICO et al., 2015; OLDENBURG; ELLNER, 2015;). O género Fusarium é
um patdgeno vegetal capaz de produzir micotoxinas em condi¢cdes de campo e de
armazenamento (BRYDEN, 2012).

Fusarium oxysporum € a espécie mais amplamente distribuida do género,
onde é comumente encontrada como agente contaminante de milho. Ele pode causar
o tombamento da planta por infec¢do e podridao de suas raizes pois € muito comum
em solos contaminados. Além disso, os estoques de grdos de milho podem ser
afetados, interferindo no desenvolvimento normal da planta ao ser cultivada. Uma
indicacdo de que F. oxysporum estd envolvido € a presenca de esporulacdo sob a
forma de coloracdo laranja a cor amarela sobre os caules de plantas infectadas
(GORDON; SWETT; WINGFIELD, 2015).

Fusarium  graminearum € uma espécie cosmopolita, encontrada
principalmente em alguns tipos de cereais, como cevada, arroz, trigo e milho. Os
isolados de F. graminearum produzem trés importantes micotoxinas denominadas
zearelenona, a qual tem sido relatada em diversos alimentos em regides da China,
Africa e América do Sul, nivalenol e deoxynivalenol. Outras toxinas sdo
importantes como aurofusarina, culmorinas, fusarina C, fusarocromanona e

esteroides. Estas toxinas podem causar distirbios no trato gastrintestinal, alteracdes
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nos niveis hormonais bem como diminui¢do da fertilidade (ATOUI et al., 2012;

GORDON etal., 2015; SUMMERELL; LESLIE, 2011).

3.2 0 MILHO NO BRASIL, SUA IMPORTANCIA E EVOLUCAO

O milho é produzido mundialmente e apresenta grande importancia
econdmica em diversos paises, uma vez que o mesmo pode ser utilizado sob
diversas formas. Seu consumo € destinado tanto para o consumo humano, podendo
ser transformado em O6leo, farinha, amido, margarina, xarope de glicose, cereais
matinais, corantes, gelatinosos, adesivos, alimentos proteicos como para a
alimentacdo de animais, sendo esse seu principal destino na fabricacdo de racdo
animal, silagem ou consumo direto (PAES, 2006).

O milho estd na histéria do Brasil desde os primérdios do descobrimento, e
possui tradi¢do na culindria brasileira com pratos como pamonha, curau, mingau,
pipoca, cuscuz, dentre outros que sdo produtos alimenticios dotados de grande valor
nutricional. No Nordeste, o milho tem papel fundamental na alimentacdo, sendo
consumido desde o litoral ao sertdo, sob uma variedade de comidas da regido
(CAMPOS et al., 2008).

Os graos do milho sdo, geralmente, amarelos ou brancos, podendo apresentar
coloragdes variando desde o preto até o vermelho. O peso individual do grdo varia,
em média, de 250 a 300 mg e sua composicdo média em base seca € 72% de amido,
9,5% proteinas, 9% fibra (a maioria residuo detergente neutro) e 4% de O6leo.
Conhecido botanicamente como uma cariopse, o grao de milho é formado por
quatro principais estruturas fisicas: endosperma, gérmen, pericarpo (casca) e ponta,
as quais diferem em composi¢do quimica e também na organizacdo dentro do grdo

(DE MELO et al, 2010).
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Figura 3 — Anatomia do grao de milho e suas partes.
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Fonte: PAES (20006).

O endosperma representa aproximadamente 83% do peso seco do grao,
consistindo principalmente de amido (88%), organizado na forma de granulos. No
endosperma estdo também presentes as proteinas de reserva (8%) do t ipo
prolaminas, chamadas zeinas (PAES, 2006).

O gérmen representa 11% do grdo de milho e concentra quase a totalidade
dos lipideos (6leo e vitamina E) (83%) e dos minerais (78%) do grao, além de
conter quantidades importantes de proteinas (26%) e acucares (70%). Essa fracao é
a unica viva do grio e onde estdo presentes as proteinas do tipo albuminas,
globulinas e glutelinas, que diferem significativamente, em composi¢cdo e
organizacdo molecular, daquelas encontradas no endosperma e, por conseguinte,
diferindo das primeiras em qualidade nutricional e propriedades tecnoldgicas
(BERGAMIN et al, 2011).

O pericarpo representa, em média, 5% do grdo, sendo a estrutura que protege
as outras estruturas do grdao da elevada umidade do ambiente, insetos e
microrganismos. As camadas de células que compdem essa fracdo sao constituidas
de polissacarideos do tipo hemicelulose (67%) e celulose (23%), embora também
contenha lignina (0.1%) (PAES, 2006).

O Brasil é um importante produtor de milho. Na primeira safra de 2017,
foram produzidos acima de 30,0 milhdes de toneladas, as exportacdes em maio
fecharam em trezentas e dez toneladas, um valor muito baixo, porém, quando

comparado ao mesmo periodo, em anos anteriores, tem-se um recorde para o més.



21

Para a segunda safra de milho a estimativa é de aumento na drea semeada. A destinagdo
de drea para o cultivo deve ultrapassar os 11,5 milhdes de hectares, aumento de 9,0%
(CONAB, 2017).

Considerando a importincia nutricional, cultural e econdmica do milho, os
consumidores, os produtores de alimentos e produtos alimentares derivados deste
cereal, exigem a aplicacdo de conservantes que sejam mais seguros para OS Seres
humanos. Com isso, vdrios produtos vegetais tém sido reconhecidos e utilizados
para inativacdo microbiana nas industrias de alimentos, devido suas propriedades
antimicrobianas e sua origem natural, e aparentemente sustentdvel, ou seja, que nio
agrida o meio ambiente ou prejudique a saude dos consumidores, garantindo que as
futuras geracOes tenham os recursos necessdrios para suprir suas necessidades

(COELHO et al., 2015; TIAN et al., 2011;).
3.3 CONSERVACAO DE ALIMENTOS

A seguranca e qualidade microbiana dos alimentos podem ser estabelecidas por
métodos que garantam a inativacdo ou inibicdo da proliferacdo de micro- organismos
como fungos. Atualmente, este controle pode ser realizado por métodos fisicos como
congelamento, aquecimento, liofilizagcao, secagem, irradiac@o entre outros; ou adi¢do de
produtos com agdo antimicrobiana que podem causar danos a célula microbiana,
interferir com seu processo de desenvolvimento, adaptacdo ou multiplicacdo, sem
ocasionar prejuizo das caracteristicas funcionais, nutricionais e sensoriais (ESPINA et
al., 2014; TAWEMA et al., 2016).

A irradiacdo de alimentos € um tratamento fisico onde os alimentos sio
expostos a acdo direta das radiacdes ionizantes para ampliar sua vida prateleira e
garantir sua segurancga. A Irradiacdo inativa os micro-organismos, danificando seu DNA
o que impede sua proliferacdo. A luz ultravioleta (UV) e a irradiacio gama sdo os
principais métodos utilizados na inddstria alimentar, embora o termo "irradiacdo"
refere-se mais frequentemente a radiagdo gama (LACROIX, 2007).

A acdo do calor € bastante utilizada em virtude de sua acdo letal frente aos
micro-organismos, o que resulta no aumento da vida de prateleira dos alimentos.
Existem dois tipos de tratamento térmico: uma denominada pasteurizagdo, que pretende
reduzir a carga microbiana, e a outra, esterilizacio, cujo objetivo é a destrui¢do dos

micro-organismos presentes ou nio (ORDONEZ et al., 2005).
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O emprego de baixas temperaturas é um dos métodos mais antigos para
conservagdo de alimentos e baseia-se na inibicao total ou parcial dos principais agentes
responsdveis pela alteracdo dos alimentos. A aplicacdo do frio, tanto da refrigeracdo
como no congelamento, permite prolongar a vida util dos alimentos, sejam eles frescos
ou processados, durante periodos relativamente longos, sem alteracdo minima em suas
caracteristicas nutritivas e sensoriais (ORDONEZ et al., 2005).

Outro método de conservagdo € através da adi¢do de alguns produtos nos
alimentos, que podem ser de origem natural ou artificial. A definicdo das
Autoridades Européias de Seguranca Alimentar (EFSA) para o aditivo alimentar é
"qualquer substincia normalmente ndo consumido como alimento € ndo usado
como ingrediente caracteristico de um alimento, seja ou nao, com a adicdo
intencional para aumentar o valor nutritivo, com propdsito tecnolégico na
fabricacdo, processamento, preparacdo, tratamento, embalagem, transporte ou
armazenamento de tais alimentos, ou pode razoavelmente esperar que resulte, nele
ou seus subprodutos tornando-se, direta ou indiretamente, um componente desses
alimentos" (EFSA, 2008; SALTMARSH et al., 2013).

Os aditivos alimentares podem ser divididos em cinco grupos de
moléculas: conservantes, aditivos nutricionais, agentes corantes, agentes
aromatizantes, agentes texturizadores. Além disso, o0s conservantes sdo
subdivididos em antimicrobianos, antioxidantes e agentes anticorrosivos. Quanto
aos antimicrobianos utilizados nos alimentos, os mais difundidos sdo benzoatos,
sorbatos, propionatos, nitritos e nitratos, que vem causando inumeros prejuizos a
saide do consumidor, que quando consumidos em longo prazo podem ser
canceriginos (CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2015).

Existem antimicrobianos naturais de trés fontes, derivados de micro-
organismos, de animais e de plantas. Antimicrobianos derivados de plantas sdo
geralmente compostos pertencentes ao seu metabolismo secundario, que conferem
protecao de predadores, cddigo para sinalizar moléculas e ajudar a planta resistir ao
estresse. Exemplos de compostos deste metabolismo sdo terpenos, esterdides, alcaldides
e polifendis. Outro grupo muito importante de moléculas com atividade antimicrobiana
sdo os Oleos essenciais. Destes, 6leo de orégano e seus componentes timol e carvacrol

sao uns dos mais importantes. Existe um grande nimero de
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géneros alimenticios onde foram aplicados dleos essenciais como em carne, peixe,
produtos lacteos, vegetais, arroz e frutas (BAINES; SEAL,2010).

Sd0 necessdrias abordagens inovadoras e naturais para melhorar a
alimentacdo do ponto de vista microbioldgico. Considerando a importancia da
fitossanidade na agricultura e com os problemas ocasionados pelos produtos
quimicos a saude e ao ambiente, os 6leos essenciais e seus componentes vém sendo
uma alternativa de controle de agentes fitopatogénicos, pragas agricolas e plantas

infestantes (OOTANI et al., 2013).

3.4 CONSIDERACOES SOBRE O CARVACROL

Considerando que a contaminacio de cereais como o milho sd@o hoje um grande
problema para os produtores, a busca de novos produtos que auxiliem de alguma a
forma a inibir este processo se torna urgente. E, neste contexto, os produtos naturais sao
importantes instrumentos no desenvolvimento de novas ferramentas terapéuticas ou de
aplicabilidade na ciéncia dos alimentos, onde as plantas se colocam como fontes
importantes de moléculas biologicamente ativas que podem ser utilizadas obtencdo de
novas drogas. Especialmente na ciéncia dos alimentos, a busca de novas ferramentas
para assegurar a producdo de alimentos isentos de perigos microbiolégicos é de
interesse relevante. Na drea de agentes antimicrobianos, € notdvel o nimero de drogas
derivadas de produtos naturais para uso clinico ou como agente saneante de ambientes,
eugenol, citral, citronelal sdo alguns exemplos (BRAZ FILHO, 2010; NEWMAN;
CRAGG, 2012;).

Dentre os produtos provenientes das plantas com destacdvel aplicabilidade
antifingica, destacam-se os Oleos essenciais e seus componentes. Os 6leos essenciais
sdo complexos de compostos volateis caracterizados pelo odor forte e sdo formados
pelas plantas como metabdlitos secundarios, encontrados em suas folhas, resinas, frutos,
flores, troncos e outras partes. Esses Oleos sdo fitocomplexos que podem ser
constituidos por até mais de 60 componentes individuais, entre fenilpropanoides e
terpenos (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010).

Os terpenos sdao compostos hidrogenados de cadeias carbOnicas ciclicas ou
alifdticas, largamente distribuidos na natureza. Os terpenos sdo classificados de

acordo com suas unidades de dtomos de carbono em hemiterpenos (C s),
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monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cao), triterpenos (C3o) e

tetraterpenos (Ca0) (HYLDGAARD et al. 2012).

Figura 4 — Férmula molecular do Carvacrol
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Fonte: TONGNUANCHAN; BENJAKUL (2014)

O carvacrol é um monoterpeno fendlico que possui atividade antimicrobiana
reconhecida contra fungos de importancia para os alimentos como Fusarium
verticillioides, Penicillium expansum, Rhizopus oryzae, Alternaria alternaria,
Cladosporium spp e Aspergillus spp. (ABBASZADEH et al., 2014; BASSOLE et
al., 2010; LIMA et al., 2013; MOTA et al., 2012). O crescimento de Aspergillus
niger foi completamente inibido por carvacrol na concentragio de 0,025%
(BOUDDINE et al., 2014). O carvacrol € o principal componente do 6leo essencial
de Origanum vulgare L. (GOVINDARAJAN et al.,, 2016; STANOJEVIC et al.,
2016).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE EXECUCAO

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia,
ambos da Unidade Académica de Satide (UAS) do Centro de Educacdo e Saide
(CES), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCQG).

4.2 DROGAS

Carvacrol foi adquirido da Sigma-Aldrich® (Brasil). As emulsdes foram
preparadas no momento de execugdo dos testes, dissolvendo-os primeiramente em
100 pL dimetilsulfé6xido (DMSO) a 100% e utilizando dgua destilada esterilizada
em quantidade suficiente para obter a concentracdo inicial de 1024 pg/mL. A partir
desta concentracdo, foram feitas dilui¢des seriadas em razdo de dois até alcancar a

concentracdo de 1 pg/mL utilizando o préprio meio de cultura RPMI 1640.

4.3 CEPAS FUNGICAS

Para os ensaios de atividade antifungica, foram utilizadas quatro cepas de F.
oxysporum (01, 02, 03 e 04) isoladas de graos de Zea mays (milho) e quatro de F.
graminearum (01, 02, 03 e 04) isoladas de grdos de Triticum aestivum L. (trigo),
gentilmente cedidas pela colaboradora Me. Juliana Moura Mendes Arrua do Centro
Multidisciplinario de Investigacioneis Tecnoldgicas da Universidad Nacional de
Asuncién, San Lorenzo, Paraguai. Todas as cepas foram mantidas em tubos de
ensaio contendo &gar batata dextrose inclinado sob refrigeracdo (8°C), no

Laboratério de Bioquimica até o momento dos testes.

4.4 MEIOS DE CULTURA

Foram utilizados os meios s6lidos dgar Sabouraud dextrose (ASD) e agar
batata dextrose (ABD), os quais foram solubilizados com dgua destilada e
esterilizados em autoclave, a 121 °C por 15 minutos, conforme normas do

fabricante (Difco®). O meio liquido RPMI 1640 com glutamina e sem bicarbonato
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também foi utilizado e preparado de acordo o documento M38-A do Clinical and

Laboratory Standarts Institute (CLSI) (2002).

4.5 INOCULO

As cepas fungicas foram cultivadas em ABD a 28°C por 7 dias. As recentes
coldnias flingicas foram cobertas com solugdo salina estéril (NaCl 0,9 %), e as
suspensdes feitas por suaves agitagcdes com auxilio de uma al¢a descartivel. A
mistura resultante de conidios e fragmentos de hifas foi transferida para tubos de
ensaio esterilizados. Apds agitacdo de 15 segundos, cada suspensdo foi deixada em
repouso por 3-5 minutos e o sobrenadante foi recolhido em tubos de ensaio estéreis.
As densidades das suspensdes de cada cepa foram ajustadas em espectrofotdmetro a
530 nm para um valor de 68-70% de transmitincia, a qual corresponde a um
inéculo de aproximadamente 1-5 x 10° unidades formadoras de colonias em 1 mL

(UFC/mL) (CLSI, 2002; PETRIKKOU et al., 2001).

4.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A determinagdo da CIM do carvacrol foi realizada pela técnica de microdilui¢do,
utilizando placas de microtitulacdo contendo 96 cavidades com fundo chato, conforme
adaptacdo do documento M38-A do CLSI (2002). Em cada linha da placa, foram
adicionados 100 pL de carvacrol duplamente concentradas e diluidas em RPMI 1640.
Em cada cavidade da placa, foram adicionados 100 pL do in6culo previamente
preparado, diluido em RPMI 1640 na propor¢ao 1:50. Um controle fungico foi realizado
substituindo as drogas-teste por solucdo salina esterilizada (controle de crescimento).
Um controle de esterilidade também foi realizado, colocando-se apenas o meio de
cultura, sem o in6culo. Para verificar a auséncia de interferéncia nos resultados pelo
DMSO utilizado na preparacdo das solugdes, foi feito um controle com DMSO (0,5%)
na concentragdo usada para a solubiliza¢do das drogas acrescido do in6culo e do meio
de cultura. As placas foram seladas e incubadas a 28°C por 7 para a realizacdo da
leitura. Os valores de CIM foram determinados pela andlise visual da inibicdo do
crescimento em cada cavidade, comparando os testes com o controle de crescimento

(auséncia de drogas). A CIM ¢é definida como a menor concentragdo de carvacrol capaz
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de inibir 100% o crescimento fungico observado nas cavidades. O experimento foi

realizado em triplicata.

4.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Uma aliquota de 10 pL de cada cavidade onde nao houve crescimento fungico foi
semeada em uma placa com ASD, a qual foi incubada a 28°C por 7 dias. A CFM foi
considerada a menor concentracdo semeada em ASD em que houve crescimento menor
que 3 unidades formadoras de coldnias. O experimento foi realizado em triplicata e os
valores de CIM foram expressos como média geométrica (ABBASZADEH et al.,
2014).

4.8 EFEITOS SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL

A anélise da interferéncia de carvacrol sobre o crescimento micelial foi realizada
pela medi¢do do crescimento micelial radial em meio sélido. Para isto, inicialmente
foram preparadas placas de Petri com 10 mL de ASD acrescido de carvacrol em
diversas concentragdes (1/2 CIM e CIM). Em seguida, um fragmento de
aproximadamente 5 mm do micélio das cepas fungicas recém cultivadas foram
colocadas no centro da placa contendo o ASD. Um controle negativo foi também
realizado na auséncia de qualquer droga. Todo o sistema foi incubado a 28°C por um
tempo total de 7 dias, quando a cada dia o crescimento micelial radial foi registrado. O

experimento foi realizado em triplicata (KHAN; AHMAD, 2011).

4.9 EFEITOS SOBRE A CONIDIOGENESE

Os efeitos do carvacrol sobre a produgdo de conidios pelas cepas fungicas
foram analisados apds cultivo das cepas em ASD na auséncia e presenca de
diferentes concentragdes das drogas-teste, conforme Tzortzakis e Economakis
(2007). Em placas de Petri (90 x 15mm) descartdveis e esterilizadas, foram vertidos
10 mL de ASD fundido e ajustado na temperatura de 35°C em banho-maria. Em
seguida, foi adicionada a droga com o objetivo de alcancgar diferentes concentragdes

(1/2 CIM e CIM). Um experimento controle sem adi¢ao das drogas ao ASD fundido
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também foi realizado. Os fungos foram cultivados na superficie do meio e as placas
incubadas a 28°C por até 7 dias. Apos periodo de incubagdo, os conidios foram
coletados adicionando 5 mL de solucdo salina estéril sobre a superficie das colonias
fingicas, e apds suaves agitagdes com auxilio de uma pipeta de transferéncia. A
suspensdo foi entdo coletada, e analisada em um hemocitdmetro para contagem do

ndmero de conidios em cada grupo testado. Os ensaios foram feitos em triplicata.

4.10 EFEITOS SOBRE A GERMINACAO DOS CONIDIOS

Em tubos de ensaio estéreis, 500 uL de RPMI 1640 acrescido de carvacrol em
diversas concentracoes (1/2 CIM e CIM), foram homogeneamente misturadas com
500 pL da suspensdo dos conidios fungicos e imediatamente incubados a
temperatura de 28°C. Amostras dessa mistura foram tomadas apés 24 h para
andlise. O nimero de conidios germinados e ndo germinados foi determinado em
cada grupo experimental, utilizando um hemocitometro. O percentual de conidios
germinados foi calculado para cada grupo experimental. Um controle com auséncia
de drogas foi utilizado. Todo o experimento foi feito em triplicata (PEREIRA et al.,
2015).

4.11 CONTAMINACAO EM GRAOS DE MILHO

Foram utilizados dois grupos de graos de milho: grdos para consumo
humano cedidos pela Secretaria de Agricultura de Cuité e grdos para consumo
animal (racdo) fornecidos pela CONAB, entre os meses de maio e julho de 2016.
Os graos de milho foram secos a 40°C for 48 horas, uma condi¢do recomendada
durante os periodos de estoque das sementes antes do consumo. SO foram utilizadas
os graos que ndo apresentaram doenga aparente. Os graos saudaveis de cada grupo
de milho (300 g) foram acondicionadas em erlenmeyers ambar e autoclavadas por
15 minutos a 121°C em dois dias consecutivos e guardadas a temperatura ambiente
até o momento dos testes para garantir a esterilidade dos mesmos (DAMBOLENA
et al., 2010).

Para avaliar os efeitos inibitorios de carvacrol sobre a infec¢do in vivo, as

sementes autoclavadas foram imersas (200 uL) no inéculo fiingico (10° UFC/mL)
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por 1 minuto, em um béquer estéril. Apds isso, foram divididas em tubos de ensaio,
obedecendo aos seguintes grupos: teste (CIMx2 e CIM) e controle, contendo 10
sementes cada. Nos grupos teste, foi adicionadas diferentes concentracdes de
carvacrol. E nos grupos controle, foi adicionada solugdo salina estéril. Apés isso,
todos os tubos foram selados e incubados a 28°C por 7 dias para determinar a
incidéncia de graos de milho infectadas (crescimento do micélio fiingico sobre os
graos) e ndo-infectadas (auséncia de crescimento micelial fingico sobre os graos)
em todos os grupos. Para identificar a incidéncia de infeccio de sementes sem
sinais de infec¢do aparente apds o tratamento, as sementes foram transferidas para
placas de Petri com agar batata dextrose com cloranfenicol (10 sementes por
placas) e incubadas a 28°C por 3, 6 ¢ 9 dias, para promover o crescimento do fungo.
Ap6s incubagdo, uma colonia fuingica foi analisada morfologicamente para
identificar a presenca do fungo em questdo (MENNITI et al., 2010). Os ensaios
foram realizados em triplicata.

Os efeitos do vapor das drogas-teste sobre a infeccao artificial de sementes
de milho também foram avaliados. Apds idéntico processo de inducdo da infeccdo,
cerca de 10 sementes foram colocadas em placas de Petri descartdveis contendo um
papel de filtro (90 mm) embebido de diversas concentragdes (CIM e 2xCIM) de
carvacrol no interior da tampa da placa. As placas foram rapidamente seladas e
incubadas a 28°C por 24 horas. Apds isso, o papel foi removido e a placa foi
novamente selada e incubada por 7 dias para realizacdo da leitura das sementes
infectadas. Para identificar a incidéncia de infeccdo de sementes sem sinais de
infec¢do aparente, as sementes foram transferidas para placas de Petri com agar
bata dextrose com cloranfenicol (10 sementes por placas) e incubadas a 28°C por 3,
6 e 9 dias, para promover o crescimento do fungo. Apds incubag¢do, uma colonia
fingica foi analisada morfologicamente para identificar a presenca do fungo em

questdao (MENNITI et al., 2010).

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os valores de CIM foram expressos pela média geométrica dos resultados. Os

resultados de crescimento micelial, germinacdo de conidios e conidiogénese foram

expressos em média + desvio padrdo. A avaliacdo estatistica destes resultados foi
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feita para determinar diferencas significantes, quando um valor de p<0,05 aplicando-
se teste t ndo pareado. Para os resultados da infeccao no milho foi utilizado o teste de

Fischer.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, a CIM do carvacrol foi determinada pelo método de
microdilui¢cdo. Os seus respectivos valores sdo apresentados na tabela 1. O
carvacrol conseguiu inibir o crescimento das cepas testadas nas concentracdes que

variaram de 32 a 128 pg/mL (Tabela 1).

Tabela 1: Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentrac¢do fungicida minima

(CFM) de carvacrol frente as cepas de Fusarium spp.

Cepas CIM (pg/mL)* CFM (ug/mL)*
F.oxysporum 01 64 64
F.oxysporum 02 64 64
F.oxysporum 03 128 128
F.oxysporum 04 64 128
F.graminearum 01 128 128
F.graminearum 02 32 256
F.graminearum 03 32 32
F.graminearum 04 32 256

*Média geométrica de trés experimentos.

As cepas F.graminearum 02, 03 e 04 se mostraram mais sensivel ao
monoterperno, uma vez que teve seu crescimento inibido quando exposta 32 pg/mL
de carvacrol, enquanto todas as outras cepas apresentaram inibi¢ao de crescimento
quando expostas a concentragdes maiores de carvacrol. O crescimento no grupo
controle (auséncia de droga) foi visualizado, confirmando a viabilidade do in6culo
fungico. DMSO nio inibiu o crescimento fungico, nas concentragdes testadas,
confirmando que o impedimento do crescimento foi devido a presenca de carvacrol.
Desse modo, fica evidente o poder antiftingico do carvacrol frente as cepas testadas.
Os métodos de dilui¢do em caldo sdo os ensaios mais utilizados para determinar
a atividade antifingica. O documento padronizado para fungos filamentosos (M38-A2,
2008) de CLSI, descreve a susceptibilidade do teste de microdiluigdo para drogas
antifingicas. Esses métodos fornecem dados quantitativos sobre a Concentra¢io
Inibitéria Minima (CIM).
O ensaio de microdilui¢do € recomendado para a triagem de compostos devido
ao alto potencial de produgdo, considerdvel reducdo no uso de tecnologias e exigéncia
de uma pequena quantidade de amostra. Além disso, esse método poderia ser aplicado

para diferentes microorganismos (DJOUOSSI et al., 2015; GEHRKE et al., 2013;
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JOHANN et al., 2010; MELO et al., 2013; NJATENG et al., 2015; POZZATT]I et al.,
2008; SCORZONTI et al., 2016).

Embora o potencial antifingico deste monoterpeno seja relatado na literatura,
nao hé registros de sua atividade frente a estas espécies (Tabela 1), com €nfase em seus
aspectos de desenvolvimento e contaminacdo de cereais. Fatores relevantes como estes,
impulsionam para a realizagao desta pesquisa.

A CFM do carvacrol foi determinada por semeadura em placa. Nesse teste, foi
observado que a concentracdo de 128 pg/mL foi capaz de causar a morte de 37,5% das
cepas avaliadas (Tabela 1). A cepa F.graminearum 03 mostrou-se mais sensivel, com a
morte causada com 32 pug/mL de carvacrol, ja as cepas mais resistentes foram a
F.graminearum 02 e F.graminearum 04, onde foram necessdrio 256 pg/mL de
carvacrol para ocasionar a sua morte (Tabela 1).

O uso continuo de herbicidas tem sido um problema, por causar
contaminag¢do do lencol fredtico e o acumulo de metais pesados nos alimentos
(VYVYAN, 2002). Os oleos essenciais sdo produtos naturais de plantas que
degradam se rapidamente no ambiente, e sdo geralmente considerados como
sustentdveis Os Oleos e seus componentes como os terpenos podem ser aplicados
antes do plantio ou em pulverizacdes dirigidas entre cultivo de plantas, ou mesmo
como um tratamento pds-emergéncia para o tratamento de algumas espécies
vegetais (TWORKOSKI, 2002).

Os agentes antimicrobianos naturais sdo preferidos para serem usados na
preservacao de alimentos contra patdgenos transmitidos por alimentos, uma vez que
sdo mais aceitdveis para o consumo humano (PISKERNIK et al.,, 2011;
TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010; TIWARI et al., 2009).

Foram investigados os efeitos do carvacrol sobre o crescimento micelial,
conidiogénese e germinacdo de conidios sobre o género Fusarium spp. Através da
escolhidas de duas cepas F.oxysporum 01 e F.graminearum 02. Onde a cepa
F.oxysporum 01 apresentou valores da CIM e CFM de 64 ug/mL, e a cepa
F.graminearum 02 de 32 e 256 pg/mL, respectivamente.

O efeito de 1/2CIM e CIM do carvacrol sobre o crescimento micelial foi
determinada através do crescimento radial do micélio (Figura 5). A Figura 5A
mostra que apenas a concentracdo de CIM inibiu de forma significativa o

crescimento micelial F. graminearum 02 (p<0.05) em comparagdo com o controle e
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com 1/2CIM. Em relacdao F. oxysporum 01, os efeitos foram semelhantes, porém
com inibi¢do de forma significativa nas concentracdes de CIM e 1/2CIM do
carvacrol (Figura 5B) no quinto dia de andlise. Com esses resultados, € perceptivel

a inibi¢do da producdo de micélio pelas cepas testadas, na presenca do carvacrol.

Figura 5- Crescimento micelial radial (mm) de Fusarium gramninearum 02 (A) e
Fusarium oxysporum 01 (B) na presenca e na auséncia de carvacrol.
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*p < 0,05 quando comparado ao controle (teste t ndo pareado), no ultimo dia de andlise.

O micélio € caracterizado como um conjunto de células que formam hifas

septadas — filamento fingico ou um segmento do micélio filamentoso — encontrados
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no interior ou na superficie do meio de crescimento, quando cultivados em laboratdrio.
O crescimento flingico envolve transporte e assimilacdo de nutrientes, seguido pela sua
integracdo pelos componentes intracelulares que posteriormente desencadeiam divisdo
celular e o consequente o aumento da biomassa fingica (LACAZ et al.,, 1998;
WALKER; WHITE, 2005).

Considerando isto, estes resultados apresentados pelo carvacrol sdo de suma
importancia para evitar a contaminacdo de alimentos, pois esse processo causa a
deterioracdo e perda dos alimentos, uma vez que, um alimento com alteragdes na
aparéncia nao serd consumido. Portanto, a diminuicdo do crescimento radial do
micélio na presenca de carvacrol sugere que as etapas necessdrias para a formacao
do micélio estejam sendo interferidas pela presenca da droga, uma vez que €
necessdrio que haja a formacdo dos conidios, e que eles germinem para que, em
seguida o micélio seja formado (LIU et al., 2007). Com base nisso o presente
estudo analisou também seus efeitos na conidiogénse e na germinag¢ao de conidios.

Os conidios sdo estruturas responsdveis pela reproducdo assexuada dos fungos
filamentosos e por sua disseminacdo espacial como € no caso do Fusarium spp
(SIDRIM; ROCHA, 2010).

A conidiogénese representa a formacdo assexuada do conidio, que possibilita a
reproducdo de células fungicas (KERN; BLEVINS, 1999). A inibicdo dessas etapas
dificultardo o crescimento e disseminagdo fungica, impossibilitando a contaminacao
e, consequentemente a deterioracao dos alimentos pelo fungo.

Os possiveis efeitos do carvacrol sobre a produgdo de conidios frente as cepas
F. graminearum 02 e F. oxysporum 01 estdo expressos na Figura 6. Nas
concentragdes de 1/2CIM e CIM o carvacrol inibiu significativamente a producdo
de conidios (p<0.05) para as duas cepas. Além dessa, outra etapa se faz necessdria,
a germinac¢do dos conidios, processo que possibilita que o fungo produza novas

células concluindo assim seu processo reprodutivo.
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Figura 6 - Nimero de conidios/mL de Fusarium gramninearum 02 (A) e Fusarium
oxysporum 01 (B) na presenca e na auséncia de carvacrol.
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*p < 0,05 quando comparado ao controle (teste t ndo pareado), no tltimo dia de analise.

A porcentagem de conidios germinados de F. graminearum 02 e F. oxysporum
01 podem ser observados na Figura 7. O carvacrol inibiu significativamente

(p<0.05) a germinacdo de conidios em todas as concentracdes (1/2CIM e CIM) nas

cepas testadas.

Figura 7 - Percentual de conidios germinados de Fusarium gramninearum 02 (A) e

Fusarium oxysporum 01 (B) na presenga e na auséncia de carvacrol.
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*p < 0,05 quando comparado ao controle (teste t ndo pareado), no tltimo dia de andlise.

O mecanismo da atividade antifingica que o carvacrol atuou ndao € bem
compreendido, embora ruptura da membrana e parede celular com deformacio

morfoldgica, colapso e deterioragdo dos conidios e/ou hifas t€m sido propostos

(ABBASZADEH et al., 2014).
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Em um estudo realizado com células planctdnicas, foi identificado que por
causa de sua natureza hidrofébica, o carvacrol interage com a bicamada lipidica das
membranas citoplasmadticas, interferindo na permeabilidade da membrana, levando
a perda de integridade celular e vazamento de material celular (LUZ et al., 2012;
ESPINA et al, 2017). Diante do que foi observado com os resultados obtidos nos
testes realizados, acredita-se que o carvacrol atuou de forma parecida, rompendo a
integridade da membrana celular corroborando assim com o estudo de Espina
(2017).

Lima et al. (2013) propds que o modo de acdo de carvacrol contra fungos do
género Candida envolve a interacdo com ergosterol, sendo capaz de atuar alterando
a estrutura da membrana celular fungica. Outro estudo mostrou que o carvacrol
apresenta atividade antifingica contra Cryptococcus neoformans, podendo atuar
ligando-se ao ergosterol exégeno (NOBREGA et al., 2016).

O carvacrol apresentou atividade antifiingica in vitro e in vivo promissora contra
leveduras deteriorantes do vinho, causando dano e vazamento do contetddo
citoplasmatico da membrana (CHAVAN; TUPE 2014).

Apos trés dias da realizagdo do teste com o vapor do carvacrol verificou-se
que todos os graos de milho apresentaram infec¢cdo aparente, indicando assim que o
sistema de vapor de carvacrol nas concentracdes de CIM e 2xCIM ndo foram
eficazes para o controle do crescimento das cepas analisadas.

Na figura 8 e 9 mostra o crescimento do flingico no milho (grao). Quando
ndo houve crescimento aparente (milhos sadios), ndo foram observados presenca do
fungo no microscopio. Devido a esse fato, os graos que ndo apresentaram infec¢ao

aparente foram cultivados para verificar sua viabilidade.
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Figura 8 — Imagens de grios de milho infectados por Fusarium graminearum 02 por

microscopia optica.

Fonte: prépria.
A: grao de milho sem adi¢do de indculo, a regido negra (seta) € o grao. B: micélio de F. graminearum 02
sobre o grao de milho (seta). Barras: 200 pum (40x).

Figura 9 — Imagem de grao de milho infectado por Fusarium oxysporum 01 por

microscopia optica.

Fonte: prépria.
A: grdo de milho sem adig@o de in6culo, a regido negra (seta) € o grao. B: micélio de F. oxysporum 01
sobre o grao de milho (seta). Barras: 200 um (40x).

Buscando maior aplicabilidade do carvacrol como alternativa na conservagao
de graos de milho, no presente estudo, foi explorada a capacidade do carvacrol de
controlar crescimento de F. gramninearum 02 e F. oxysporum 01 em grdos de

milho para consumo animal (Figura 10) e humano (figura 11) armazenados em
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solucdo de conserva com carvacrol. A incidéncia de graos infectados por F.
gramninearum 02 (A) e F. oxysporum 01 (B) foi completa (100% apds trés dias de
incubacdo) no controle (auséncia de droga) quando analisados visualmente. Por
outro lado, no experimento teste, nenhum grao apresentou-se visualmente infectado
pelos fungos apds exposicdo ao carvacrol (CIM e 2xCIM).

Os graos visualmente nao infectados foram semeados em placas com ASD
para verificar a viabilidade flingica presente no sistema de conserva. A exposi¢do a
2xCIM de carvacrol sobre a cepa de F. gramninearum 02 alcancou um bom
controle de seu crescimento (p<0,05) apresentando apenas 20% no terceiro dia de
incubagdo (figura 10A); a concentracdo de CIM também se mostrou bastante eficaz
(p<0,05) com crescimento de 40% (Figura 10A). Na figura 10B pode-se observar
que com trés dias houve um crescimento de 100% de crescimento fungico. No final
dos nove dias houve um crescimento de 100%, que pode ser explicado, devido ao
fato de o carvacrol ser um produto volétil e pode facilmente evaporar, diminuindo a
concentracdo da droga que deveria estar em contato com as células fungicas. O
carvacrol mostrou melhor atividade frente a cepa de F. gramninearum 02 (A).

Na figura 11 pode-se observar que houve crescimento de 100% apds trés
dias de incubacdo em todas as concentracdes testadas. Esses resultados podem ter
sido afetados pela baixa presenca de umidade no grio. Nenhum dos graos de milho

tratados com carvacrol apresentou algum tipo de odor caracteristico do produto.

Figura 10 - Efeitos das concentracdes de carvacrol no crescimento de Fusarium
gramninearum 02 (A) e Fusarium oxysporum 01 (B) em graos para de milho para

consumo animal artificialmente infectados.
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Figura 11 - Efeitos das concentracdes de carvacrol no crescimento de Fusarium
gramninearum 02 (A) e Fusarium oxysporum 01 (B) em graos de milho para

consumo humano artificialmente infectados.
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*p < 0,05 quando comparado ao controle (teste exato de Fischer), por dia de andlise.

O carvacrol mostrou maior eficicia quando em contato com o grao,
indicando a possibilidade de um sistema de conservacdo onde o grao esteja em
contato direto com o carvacrol. Esse sistema poderia ser na forma de conservas que
normalmente utiliza sais como o cloreto de s6dio (NaCl) e o cloreto de potéssio
(KCI). Além de conferir o sabor salgado aos alimentos, os sais podem inibir o
crescimento de fungos patogénicos e deteriorantes. No entanto, ha relatos
afirmando os possiveis danos do excesso destes sais a saide humana, exigindo-se
sua diminui¢do nos alimentos. Associado a isto, alguns estudos relatam a presenca
de tolerancia ou adaptacdo microbiana a estes sais (KAMLEH et al., 2011; LIM;
HAMMER, 2015 ). Sugere-se que com o uso do carvacrol nas conservas a
quantidade de sais utilizada diminua. Outros estudos sdo necessdrios para confirmar
essa hipétese.

A OMS recentemente convocou uma redu¢ao mundial do consumo de sal a
fim de reduzir a incidéncia de doengas cardiovasculares. Se o nivel de sal em
alimentos processados é reduzido, é possivel que seja necessdrios outros aditivos
para manter a seguranca dos alimentos (BURT, 2004).

Os Oleos essenciais e seus componentes mostram uma bioatividade
promissora in vitro, no entanto podem interagir com alguns componentes dos
alimentos (gorduras, proteinas, carboidratos) e pH. Diferentes estudos relatam

niveis mais elevados de bioatividade em pHs 4cidos, pois os 6leos essenciais se
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comportam de forma mais hidrofébica e entram mais facilmente nas células ( NEGI,
2012; PERRICONE et al., 2015). Existe uma crescente necessidade de legislacdo
transparente sobre os aditivos naturais, pois eles sdo de crescente interesse em
paises desenvolvidos (CAROCHO; MORALES; FERREIRA 2015).

Os dleos essenciais e seus componentes sao antimicrobianos naturais que
foram utilizados com sucesso na industria alimentar (TIWARI et al.,, 2009;
OOTANNI et al., 2013). Em um estudo realizado com couve-flor fresca a irradiacdo
gama foi combinado com pulverizagdo de formulagdes antimicrobianas contendo
Oleo essencial de orégano e utilizado com sucesso para inibir o crescimento de
bactérias patogénicas e leveduras (TAWEMA et al., 2016). Estes resultados
mostram, assim como, este estudo o grande potencial do carvacrol como
antimicrobiano natural.

Outros estudos foram realizados utilizando O6leos essenciais e seus
componentes como alternativa para conservacdo de alimentos. O dleo essencial de
Origanum vulgare L. que tem como principal componente o carvacrol, foi utilizado
para controlar a podriddo macia de Rhizopus e a qualidade das ameixas (Prunus
domestica L.) durante o armazenamento em temperatura ambiente, onde conseguiu
inibir o crescimento micelial, a germinacdo de esporos e a esporulacdo de R.
stolonifer (ANDRADE et al., 2017).

As investigacdes desenvolvidas nesta pesquisa contribuem para os estudos
de atividade antimicrobiana de produtos naturais, com é&nfase na atividade de
carvacrol contra F. gramninearum 02 e F. oxysporum 01, um importante
contaminante do milho. Os resultados apresentados podem servir de guia para
futuros estudos in vivo, buscando maior aplicabilidade deste produto na industria de

alimentos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este composto apresenta algumas caracteristicas importantes como baixa
toxicidade, volatilidade, facilidade de obtengdo. Além da crescente procura por
alimentos que sejam produzidos, conservados e distribuidos por meio de métodos
sustentdveis, que garantam a seguranca alimentar da populagcdo e dos animais sdo uns
dos fatores responsaveis pelo destaque desse monoterpeno. O uso do carvacrol para
controle do crescimento de fungos e na conservacdo de alimentos é uma alternativa
sustentdvel promissora.

No presente trabalho o carvacrol revelou seu potencial antifingico frente as
cepas de F. gramninearum 02 e F. oxysporum 01. A atividade antifiingica do
carvacrol estd relacionada com a inibi¢do da producao micelial, conidiogenese e da
germinacdo de conidios das cepas analisadas. O carvacrol mostrou uma excelente
atividade in vitro, o que indica um grande potencial para realizar pesquisas in vivo
com possivel aplicabilidade na industria e producdo de alimentos.

O estudo realizado com o milho em contato direto com o carvacrol mostrou
maior eficicia quando comparado com a utilizagdo do vapor do carvacrol,
indicando que seja melhor utiliza-lo em conservas.

Reforga-se a importancia do desenvolvimento de outros estudos para avaliar
o mecanismo de ac¢do do carvacrol frente outras espécies de fungos contaminantes
de alimentos e sua possivel aplicabilidade na industria de alimentos como
alternativa sustentdvel para reduzir o uso de conservantes quimicos que tanto

agridem o meio ambiente.
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