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SANTOS, A. S. Analise dos efeitos inibitorios de geraniol sobre o crescimento de fungos
contaminantes do género Cladosporium spp. 2016. 43 f. Trabalho de Conclusdao de Curso

(Graduacao em Nutri¢ao) - Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2016.
RESUMO

Cladosporium spp. sao fungos filamentosos negros ou dematidceos. S3o contaminantes
importantes de alimentos, ocasionando perdas de produtos na industria de alimentos e
problemas de satde. Com isso, varios estudos buscam formas de controle do crescimento de
tais organismos, € com isso, estudos acerca da ag¢do de produtos naturais com atividade
antifungica vém se destacando cada vez mais, dada as fragilidades da utilizacdo de produtos
sintéticos. Dentre os produtos naturais, o uso de terpenos ganha destaque, pois sdo compostos
largamente distribuidos na natureza e dotados de potencial atividade antifungica. Por isso, no
presente estudo investigou-se o possivel potencial antifiungico de geraniol frente as cepas de C.
carrioni LM 227 e URM 5109, C. oxysporum URM 5234 ¢ URM 5412, C. cladosporioides
URM 5737 ¢ URM 6246. Para isto, foram determinadas a concentragdo inibitoria minima
(CIM) e fungicida minima (CFM) do geraniol, por microdiluicdo em RPMI 1640. Apos isto,
foram analisados os efeitos de diferentes concentragdes do geraniol (1/2CIM, CIM e 2xCIM)
sobre o crescimento micelial, producgdo e germinagao de conidios. Os resultados de CIM obtidos
foram de 256 pg/mL para a cepa de C. carrioni URM 5109 e de 512 pg/mL para as demais
cepas. Os resultados da CFM se mostraram iguais ou maiores que a CIM em todas as cepas
ensaiadas. Nos experimentos realizados para a avaliacdo das interferéncias do geraniol no
crescimento micelial, na producao e germinagao de conidios fingicos, foi possivel observar que
o geraniol inibiu de forma significativa (p<0,05) a producdo de massa micelial seca e a
conidiogénese das cepas C. cladosporioides URM 5737, C. carrioni LM 227 e C. oxysporum
URM 5234, nas concentracdes de CIM e 2xCIM. Todas as cepas testadas tiveram a germinagao
de conidios inibida significativamente (p<0,05) nas concentracoes testadas (1/2CIM, CIM e
2xCIM). Com isso, 0 monoterpeno geraniol apresentou agdo antifiingica satisfatoria frente as
cepas de Cladosporium spp., logo, se destaca como uma promissora alternativa natural na
aplicagdo em alimentos nas industrias.

Palavras-chave: Contaminantes de alimentos. Cladosporium spp.. antifungicos. terpenos.

geraniol.



SANTOS, A. S. Analysis of the inhibitory effects of geraniol on the growth of
contaminating fungi of the genre Cladosporium spp. 2016. 43 f. Work of Conclusion of

Course (Graduation in Nutrition) - Federal University of Campina Grande, Cuité, 2016.
ABSTRACT

Cladosporium spp. filamentous fungi are black or dematiaceous. They are important food
contaminants, causing product loss in the food industry and health problems. Thus, several
studies look for ways to control the growth of such organisms, and thus, studies on the action
of natural products with antifungal activity has been increasing more and more, given the
weaknesses of the use of synthetics. Among the natural products, the use of terpenes is
highlighted, as they are widely distributed compounds in nature and endowed with potential
antifungal activity. Therefore, this study investigated the possible potential antifungal geraniol
a monoterpene alcohol type, compared to strains of C. carrioni LM 227 and URM 5109, C.
oxysporum URM 5234 and URM 5412, C. cladosporioides URM 5737 and URM 6246. To
this, it was determined the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal
(MFC) of geraniol by microdilution in RPMI 1640. After this, the effects of different
concentrations of geraniol were analyzed (1/2MIC and 2xMIC) of the mycelial growth,
production and conidial germination. The MIC results obtained were 256pug/ml for the strain of
C. carrioni URM 5109 and 512 ug/ml for the others strains. The results are shown MFC equal
to or greater than the MIC in all strains esaiadas. In the experiments for the evaluation of
geraniol interference in mycelial growth, production and germination of fungal conidia, it was
observed that geraniol inhibited significantly (p <0.05) dry mycelial mass production and spore
production of the strains C. cladosporioides URM 5737, C. carrioni LM 227 and C. oxysporum
URM 5234, the concentrations of MIC and 2xMIC. All tested strains had conidia germination
significantly inhibited (p <0.05) at different concentrations (1/2MIC, MIC and 2xMIC). Thus,
the monoterpene geraniol showed satisfactory antifungal front strains of Cladosporium spp.,
right, stands out as a promising natural alternative for use in food in industries.

Keywords: Contaminants food. Cladosporium spp.. antifungals. Terpenes. geraniol.
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1 INTRODUCAO

Os fungos sdo seres eucarioticos e heterotroficos, uma vez que possuem membrana
nuclear e ndo possuem pigmentos fotossintéticos, logo aproveitam a energia contida nas
ligagdes quimicas de varios nutrientes (SINDRIM; ROCHA, 2010). Os fungos podem ser
encontrados em vegetais, na 4gua, no homem, em detritos e no solo, e sua dispersao ¢ feita por
varias vias como, animais, homem, insetos, dgua e, principalmente pelo ar (GOMPERTZ et al.,
2008). Sao estudados devido ao seu envolvimento no surgimento de doengas em humanos, bem
como seus efeitos econdmicos na industria de alimentos, estando envolvido tanto na produgao
como na contaminagao e deterioragdo de alimentos (TORTORA; FUNK; CASE, 2012).

Os estudos com fungos apresentam-se de grande relevancia na area de alimentos, uma
vez que tais micro-organismos podem causar a contaminagdo e deteriora¢do de alimentos
podendo ocasionar alergia e intoxicagdo alimentar, pois sdo seres produtores de toxinas
importantes (OGOREK et al., 2012). Com relagio a contaminagdo de alimentos por fungos,
isto resulta em prejuizos econdomicos aos produtores de alimentos e para os consumidores, tendo
em vista os riscos que tais micro-organismos oferecem a satide humana.

O género Cladosporium spp. ¢ formado por micro-organismos dematidceos ou negros.
Sdo organismos cosmopolitas, comumente encontrados em varias partes do mundo.
Geralmente, sdo isolados a partir de areas de uso residencial, publica e de areas de
armazenamento de produtos alimentares. Sdo considerados agentes decompositores,
deteriorantes ou contaminantes de alimentos ou produtos industriais, causam alergias ou mesmo
infec¢des em plantas e animais (BENSCH et al., 2012; OGOREK et al., 2012). Logo, é um
género de grande interesse para investigadores em uma ampla variedade de areas de estudos,
principalmente naqueles que visam a busca de drogas que possam ter aplicabilidade no controle
de crescimento fingico.

Com base nessa problematica, varios estudos de atividade antifiingica in vitro estao sendo
realizados com produtos naturais (AOUDOU, et al., 2010; KIM; PARK, 2012; FARDIN;
YOUNG, 2015; MENEZES et al., 2015; SOUZA et al., 2015; RUIZ et al., 2016).

. Dentre eles, o uso de terpenos ganha destaque, pois sdo compostos largamente
distribuidos na natureza, constituindo uma ampla variedade de compostos vegetais,
principalmente 6leos essenciais, dotados de potencial atividade antiflingica contra fungos
patogénicos e contaminantes (BAKKALI et al., 2008). Com isso, o presente projeto de pesquisa
se propde a investigar os efeitos inibitdrios de geraniol, um monoterpeno tipo alcool, frente a

cepas do género Cladosporium spp., importante na contaminagdo de alimentos. Apesar de



12

existirem relatos sobre a atividade antifungica de geraniol frente a micro-organismos na
literatura, contra as cepas do género Cladosporium spp. ndo ha evidéncias. Logo, achados que
interferem em diferentes etapas do desenvolvimento fungico sdo importantes como

contribuicao dos estudos nesta area
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antifingica in vitro de geraniol frente a cepas de Cladosporium spp.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a concentracdo inibitdria minima e concentragdo fungicida minima de geraniol;
e Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de geraniol sobre a conidiogénese, germinagao

de conidios e crescimento micelial das cepas ensaiadas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 FUNGOS CONTAMINANTES

Os fungos sdo seres vivos que possuem organiza¢do celular ¢ DNA delimitado
(eucarioticos), geralmente aerobios, necessitando entdo de O para sobreviverem. Variam
quanto ao tamanho, estrutura e morfologia, se diferenciam dos vegetais por serem desprovidos
de clorofila, logo ndo realizam fotossintese, porém sao capazes de absorver nutrientes, com uma
nutricdo heterotrofica por absor¢do e armazenamento de glicogénio (LACAZ et al., 2002;
PELCZAR; CHAN; KRIEG, 2012). Sao organismos ubiquos, podendo ser encontrados em
vegetais, na 4gua, em animais, no homem, em detritos e no solo, de forma abundante, uma vez
que podem viver na matéria organica morta ou em decomposi¢do. Tais organismos constituem
um grande grupo, formado por leveduras, fungos filamentosos e cogumelos (BURTON;
ENGELKIRK, 2005; GOMPERTZ et al., 2008). A importancia do estudo de tais organismos
se da, principalmente pela capacidade de muitos desses seres causar doengas em plantas,
animais ¢ em humanos, com manifestagdes clinicas das mais variadas. Na industria de
alimentos a importancia dos fungos se da pela sua capacidade de deterioragdo de alimentos,
bem como a producao de toxinas importantes.

Fungos denominados “contaminantes" sdo fungos que possuem como via de dispersao
principal o ar atmosférico, onde sua veiculagdo se d4 principalmente através do vento, mas
também através de outras vias como agua, insetos, homem e animais. Logo, seus propagulos
(esporos) podem ser encontrados em altas concentracdes nos mais variados ambientes (LACAZ
et al., 2002; MEZZARI, 2002).

Com isso os alimentos e produtos alimenticios sdo frequentemente contaminados por
infestagoes fungicas, micotoxinas produzidas por fungos e formagao de radicais livres que
levam ao estresse oxidativo. Isso ocorre geralmente durante a pds-colheita, transporte e
armazenamento. O que resulta em perdas na quantidade, qualidade e no valor nutricional dos
alimentos (PRAKASH et al., 2014).

Os principais micro-organismos responsaveis por esse tipo de contaminagdo sao os
fungos contaminantes, que sdo amplamente encontrados na natureza. Estes fungos podem
causar a deterioracdo, levando a modifica¢do das caracteristicas organolépticas de alimentos e

produtos alimentares, levando a perdas comerciais importantes, bem como causar
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micotoxicoses e provocar reagdes ¢ hipersensibilidade (LACAZ et al., 2002; MEZZARI, 2002
TORTORA; FUNK; CASE, 2012).

3.2 Cladosporium spp.

Dentre os fungos contaminantes, destacam-se os do género Cladosporium spp.,
conhecidos como fungos negros ou escuros. O género Cladosporium spp. € composto por
fungos contaminantes e oportunistas dematidceos, considerados saprofitas por serem
encontrados no solo e em materiais em decomposi¢cao, como em restos vegetais. Possuem
crescimento lento, necessitando de um ambiente com baixas temperaturas ¢ alta umidade para
crescer de forma vigorosa. Sdo fungos caracterizados por produzir colonias com textura
aveludada e plana (Figura 1), que possuem tonalidades que variam do verde oliva a0 marrom
enegrecido (BENSCH et al., 2012; OGOREK, et al. 2012).

A unidade basica de crescimento de um fungo filamentoso, como ¢ o caso do género
Cladosporium spp., € a hifa, estruturas em forma de tubo com uma regido apical hemisférica
ou heme elipsoide, pois produzem corpos reprodutivos chamados de conidios (Figura 2). Os
conidios destes fungos podem ser encontrados no ar, solo e dgua, podendo causar doengas em
plantas, alimentos e produtos alimentares. A forma dos conidios produzidos por estes fungos ¢
muito variavel, podendo se apresentar de forma semiglobular, ovoide, elipsoide, fusiforme,

limoniforme a semicilindrica ou cilindrica (BENSCH et al., 2012; RIQUELME, 2013).

Figura 1- Micélio aéreo de Cladosporium cladosporioides.

Fonte: Proprio autor
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Sdo micro-organismos cosmopolitas amplamente encontrados da natureza, geralmente
sdo isolados a partir de areas de uso residencial e publico e em areas de armazenamento de
produtos alimenticios, principalmente em regides de clima temperado. Geralmente estdo
associados a perdas econdmicas importantes, uma vez que podem causar a deterioragdo de
produtos alimentares, comuns em vegetais e frutas, além de poder causar alteragdes em carnes,
manteiga e margarina (FRANCO; LANDGRAF, 2008; ZOPPAS; BARRERA; GONZALES,
2011; OGOREK, et al. 2012).

Figura 2 — Microscopia Optica de hifas e conidios de Cladosporium cladosporioides.

Fonte: Bensch (2012)

Estudos de ar atmosférico de varias regides da Europa mostram que os conidios de
Cladosporium spp. dominar em 80% de todos os conidios capturados (OGOREK et al., 2012).
Um estudo realizado na microrregido do Curimatati paraibano, no nordeste brasileiro
(MEDEIROS et al., 2015), também mostrou que fungos do género Cladosporium spp.
apresentou maior incidéncia de isolamento em uma empresa de produciao de polpa de fruta,

com a presenc¢a acima de 70% em relagdo a outros micro-organismos presentes, demonstrando
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a importancia de se controlar o crescimento desse microrganismo, pois sua presenca esta

associada a deterioragdo de alimentos e produtos alimentares.

3.3 CONTROLE DO CRESCIMENTO MICROBIANO

O desenvolvimento de micro-organismos em alimentos pode causar alteragdes em suas
propriedades fisicas, quimicas e estruturais. A maioria dos casos de deterioracdo de alimentos
ocorre na producdo agricola, onde os fungos se destacam como um dos principais causadores,
acarretando perdas econdmicas significativas, além do risco alguns deles podem oferecer aos
consumidores, uma vez que podem ser fungos potencialmente patogénicos (FRANCO;
LANDGRAF, 2008). Dentre as principais fontes de contamina¢do microbioldgica estdo os
alimentos, os manipuladores, os vetores e pragas urbanas que incluem animais e insetos, além
de equipamentos, utensilios e componentes estruturais do prédio, quando mal higienizados
(SILVA JR, 2008).

Nas industrias de alimentos, a higienizacdo ¢ dividida em duas etapas muito bem
definidas: limpeza e sanitizacdo. A limpeza tem como objetivo a remogao de residuos organicos
e inorganicos aderidos as superficies. Apds a limpeza, a sanitizacdo se faz necessaria, pois visa
a destrui¢do dos micro-organismos patogénicos e a reducdo dos deteriorantes, uma vez que o
numero de micro-organismos ainda ¢ alto. Logo, a limpeza e desinfec¢do sdo considerados
procedimentos de extrema importancia, uma vez que podem remover a maioria dos micro-
organismos que podem contaminar equipamentos e alimentos (OLIVEIRA; BRUGNETRA;
PICCOLI, 2010; BELTRAME et al., 2012; ARAUJO et al., 2015).

Segundo a ANVISA, na Portaria n°15 de 23 de agosto de 1988, sanitizantes ou
desinfetantes sdo formulagdes que tém na sua composi¢do substancias microbicidas e
apresentam efeito letal para micro-organismos ndo esporulados. A desinfeccdo pode ser
realizada por meios fisicos e quimicos, sendo a tiltima a mais comum, principalmente por razdes
econdmincas (GERMANO et al., 2011).

Dentre os sanitizantes mais usados na industria de alimentos se destacam os compostos
citados a seguir:

e Compostos clorados: O cloro ¢ o mais usado, possui sua atividade germicida da
combinagdo com radicais oxidaveis. S@o classificados ainda em organico e
inorganicos e as hipdteses de seu mecanismo de a¢do sugerem que a a¢ao ocorre
por meio da interferéncia na sintese proteica dos micro-organismos (GERMANO

etal., 2011).
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e Compostos quaternarios de amoénio: S3o compostos tensoativos catidnicos
utilizados como conservantes e desinfetantes ambientais, com boa atividade
germicida, porém possuindo atuacdo limitada na presenca de matéria organica.
(BUFFET-BATAILLON et al., 2011)

e Compostos iodados: Sao aplicados a mais de um século de véarias formas, dentre
elas tintura de iodo e solucao de iodo alcodlico. Possuem baixa solubilidade em
agua. O iodo ¢ eficiente contra células bacterianas, ¢ moderadamente eficiente
sobre virus, leveduras e fungos (GERMANO et al., 2011).

No entanto, a reducdo da eficiéncia microbioldgica aliada a toxicidade potencial dos
subprodutos da clora¢do, vem tornando este processo cada vez menos atrativo (BERBARI et
al., 2001; ARAUJO et al., 2015; COELHO et al., 2015).

Com base nesses fatores, varios pesquisadores buscam novas alternativas que possam
evitar o crescimento microbiano, além dos produtos sintéticos, uma vez que tais produtos vém
demonstrando propriedades que causam problemas ambientais e de saide. Sabendo disso, tanto
os consumidores como os produtores de alimentos e produtos alimentares, exigem mais
conservantes que sdo biodegradaveis e possam demonstrar uma maior seguranga para os seres
humanos e para o ambiente. Com isso, varios produtos vegetais tém sido reconhecidos e
utilizados para inativacdo microbiana nas industrias de alimentos devido de suas propriedades
antimicrobianas e sua origem natural, e aparentemente sustentavel (TIAN et al., 2011;

COELHO et al., 2015).

3.4 GERANIOL

Os produtos naturais sdo importantes instrumentos no desenvolvimento de novas
ferramentas terapéuticas, onde as plantas medicinais e os produtos derivados delas sdo
reconhecidamente importantes para a pesquisa farmacologica e o desenvolvimento de drogas
(BRASIL, 2006; NEWMAN; CRAGG, 2007). As plantas sdao fontes importantes de moléculas
biologicamente ativas que podem ser utilizadas ndo apenas como modelo para a sintese e
obtenc¢ao de novos farmacos. Na area de agentes antimicrobianos, € notavel o numero de drogas
derivadas de produtos naturais para uso clinico ou como agente saneante de ambientes
(NEWMAN; CRAGG, 2007; BRAZ FILHO, 2010).

Dentre tais produtos ganham destaque os 6leos essenciais e seus componentes. Os 6leos
essenciais sdo compostos volateis produzidos diferentes partes da planta, encontrados em suas

folhas, resinas, frutos, flores, troncos e outras partes. Possuem caracteristicas importantes como
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a usa alta viscosidade e odor forte, devido aos seus compostos aromaticos volateis. Sao
conhecidos por terem varias fungdes, dentre elas estdo propriedades fungicida, formicida,
acaricida, bactericida, entre outras (TZORTZAKIS; ECONOMAKIS, 2007; SANTOS, 2011).
Esses oleos sdo fitocomplexos que podem ser constituidos por até mais de 60 componentes
individuais, entre fenilpropanoides e terpenos (SIMOES; SPITZER, 2007).

Os terpenos sdo compostos largamente distribuidos na natureza, constituindo uma ampla
variedade de compostos vegetais. Sao compostos derivados do metabolismo secundario de
plantas, formados a partir do isopentenil difosfato, um derivado do acetilCOA. Os terpenos sao
compostos organicos hidrogenados de cadeias carbonicas ciclicas ou alifaticas, com diferentes
grupos funcionais. Os terpenos sdo classificados de acordo com suas unidades de atomos de
carbono em hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Czo),
triterpenos (C3o) e tetraterpenos (Cao) (SIMOES; SPITZER, 2007; BAKKALI et al., 2008).
Algumas atividades biologicas sdo descritas para drogas do tipo terpenos, entre elas pode-se
destacar a atividade antibacteriana, antifingica, repelente, inseticida, antineoplasica,
antioxidante e larvicida (PADUCH et al., 2007; EDRIS, 2007; BAKKALI et al., 2008).

Neste estudo, foi utilizado geraniol, um fitoconstituinte volatil classificado como um
monoterpeno aciclico, com estrutura quimica CioH130, possuindo um grupo hidroxila, e fungao
alcool (Figura 3), encontrado principalmente nas frutas citricas;-e 6leos de ervas aromaticas,
como Monarda fistulosa, Cymbopogon citratus e Cymbopogon flexuosus (CHEN; VILJOEN,
2010). O geraniol puro ¢ um liquido oleoso, com perfil predominantemente hidrofobico
(MADANKUMAR et al., 2013; DEVAKI; MADANKUMAR, 2015). Pesquisadores tém
mostrado que o geraniol ¢ um agente com proeminente acao repelente (BARNARD; XUE,
2004; REIS et al., 2016), inseticida (JEON et al., 2009; REIS et al., 2016), antimicrobiano
(MARUYAMA et al., 2008) e antineoplasica (WISEMAN et al., 2007; MADANKUMAR et
al., 2013). Mais recentemente, encontram-se na literatura relatos que confirmam o potencial
antifingico de geraniol frente a cepas de Aspergillus spp, Fusarium oxysporum € Penicillium

digitatum (AOUDOU et al., 2010; KIM; PARK, 2012) e Candida spp. (VAN ZYL et al., 2006).



Figura 3 - Estrutura quimica do geraniol.
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4 METODOLOGIA

4.1 LOCAL DE TRABALHO

Trata-se de uma pesquisa laboratorial, realizada no Laboratério de Bioquimica e no
Laboratorio de Microbiologia, ambos da Unidade Académica de Saude (UAS) do Centro de
Educagao e Saude (CES), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

4.2 GERANIOL

O monoterpeno geraniol foi adquirido da Sigma-Aldrich® (Brasil). As emulsdes foram
preparadas no momento de execucdo dos testes, dissolvendo-os primeiramente em 100 pL
dimetilsulfoxido (DMSO) a 100% e utilizando agua destilada esterilizada em quantidade
suficiente para obter a concentracdo inicial de 1024 pg/mL. A partir desta concentragdo, foram
feitas diluigdes seriadas em razdo de dois até alcancar a concentragdo de 1 pg/mL utilizando o

proprio meio RPMI 1640.

4.3 CEPAS FUNGICAS

Para os ensaios de atividade antifungica, utilizou-se as cepas de C. carrioni, C. oxysporum
e C. cladosporioides obtidas da colegao de culturas do Laboratorio de Micologia do
Departamento de Ciéncias Farmaceéuticas, Centro de Ciéncias da Satde da Universidade
Federal da Paraiba (c6digo LM) ou obtidas da cole¢do de culturas da Micoteca do Departamento
de Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (codigo
URM). Todas as cepas foram mantidas em tubos de ensaio contendo agar batata dextrose

inclinado sob refrigeracdo (8 °C), no Laboratdrio de Bioquimica.

4.4 MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura que foram utilizados foram os meios s6lidos agar Sabouraud dextrose
(ASD) e agar batata (AB), os quais foram solubilizados com 4gua destilada e esterilizados em

autoclave, a 121° C por 15 minutos, conforme normas do fabricante (Difco®). O meio liquido
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RPMI 1640 com glutamina e sem bicarbonato também foi utilizado e preparado de acordo o
documento M38-A do CLSI (2002).
4.5 INOCULO

Para induzir a formag¢ao de conidios, as cepas fungicas foram cultivadas em AB a 28°C
por 7 dias. As recentes colonias fungicas foram cobertas com de solugdo salina estéril (NaCl
0,9 %), e as suspensoes feitas com auxilio de uma pipeta de transferéncia. A mistura resultante
de conidios e fragmentos de hifas foi transferida para tubos de ensaio esterilizados. Apds
agitacdo de 15 segundos, cada suspensao ficou em repouso por 3-5 minutos, tempo para que os
fragmentos de hifas (particulas mais pesadas) se depositassem no fundo, e o sobrenadante fosse
recolhido em tubos de ensaio estéreis. Apos agitacdo, os conidios foram contados utilizando-se

hemocitometro e ajustados com solu¢do salina para fornecer um indculo de, aproximadamente,

10° conidios/mL (RASOOLI; ABYANEH, 2004; MOTA et al., 2012).

4.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A determinagdo da CIM de geraniol foi realizada através da técnica de microdiluicao,
utilizando placas de microtitulagdo contendo 96 cavidades com fundo chato, conforme
adaptacdo do documento M38-A do CLSI (2002). Em cada linha da placa, foram adicionados
100 uL de geraniol duplamente concentradas e diluidas em RPMI 1640 com o objetivo de
atingir diversas concentracdes. Em cada cavidade da placa, foram adicionados 100 pL do
indculo previamente preparado, diluido em RPMI 1640 na propor¢do 1:50. Um controle
fungico foi realizado substituindo geraniol 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 realizado um controle com DMSO na concentracdo
usada para a solubiliza¢do das drogas acrescido do inoculo e do meio de cultura. As placas
foram seladas e incubadas a 28 °C por até 7 dias para a realizagdo da leitura. Os valores de CIM
foram determinados pela andlise visual da inibic¢do do crescimento em cada cavidade,
comparando os testes com o controle de crescimento (auséncia de drogas). A CIM ¢ definida
como a menor concentragdo das drogas (produto natural ou droga-padrao) capaz de inibir 100%
o crescimento fungico observado nas cavidades. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.
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4.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Uma aliquota de 10 pL de cada cavidade onde ndao houve crescimento fingico 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. Os valores de CIM foram expressos como média geométrica

(KLEPSER et al., 1998; ERNST et al., 1999).

4.8 EFEITOS SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL

A andlise da interferéncia de geraniol sobre o crescimento micelial foi realizada pela
determinagdo da massa micelial seca (SHARMA; TRIPATHI, 2008; PEREIRA et al., 2011).
Em um tubo de ensaio esterilizado foram adicionados 4,5 mL do RMPI 1640, previamente
acrescido da solugdo das drogas-teste nas respectivas 1/2CIM, CIM e 2xCIM. Em seguida,
foram adicionados 0,5 mL do in6culo de C. carrioni LM 227, C. oxysporum URM 5234 e C.
cladosporioides URM 5737 em cada tubo. No tubo controle correspondente, o inoculo foi
adicionado em RMPI 1640 sem adi¢do das drogas testadas. Todo o sistema foi incubado a 28
°C por até 7 dias para leitura, onde foi determinado o peso da massa micelial seca. Para isso, as
culturas foram filtradas utilizando papel de filtro esterilizado (porosidade: 11 pm) e lavadas
com agua destilada esterilizada. O micélio retido no papel de filtro foi submetido a secagem em
estufa a 60 °C por 10 minutos. Ao término, o papel de filtro contendo o micélio seco foi pesado
e o percentual de massa micelial seca produzida calculado, considerando o experimento

controle como 100% de produgdo micelial.

4.9 EFEITOS SOBRE A CONIDIOGENESE

Os efeitos de geraniol sobre a producao de conidios pelas cepas fingicas foram analisados
apos cultivo das cepas em ASD na auséncia e presenca de diferentes concentragdes de geraniol,
conforme Tzortzakis e Economakis (2007). Em tubos de ensaio estéreis, foram vertidos 5 mL
de ASD fundido e ajustado na temperatura de 35°C em banho-maria. Em seguida, foi
adicionada a droga com o objetivo de alcangar diferentes concentracdes (1/2CIM, CIM e
2xCIM). Um experimento controle sem adicdo dos produtos ao ASD fundido também foi
realizado. As cepas de C. carrioni LM 227, C. oxysporum URM 5234 e C. cladosporioides

URM 5737 foram cultivados na superficie do meio e as placas incubadas a 28 °C por 7 dias.
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Ap6s periodo de incubagdo, os conidios foram coletados adicionando 5 mL de solugdo salina
estéril sobre a superficie das colonias fungicas, e ap6s suaves agitagdes com auxilio de uma
pipeta de transferéncia. A suspensdo foi coletada e analisada em um hemocitdmetro para

contagem do nimero de conidios em cada grupo testado.

4.10 EFEITOS SOBRE A GERMINACAO DOS CONIDIOS

Em tubos de ensaio estéreis, 500 pL do CSD acrescido de geraniol em diversas
concentragdes (1/2CIM, CIM, e 2xCIM). foram homogeneamente misturadas com 500 pL da
suspensao dos conidios fungicos das cepas de C. carrioni LM 227, C. oxysporum URM 5234
e C. cladosporioides URM 5737 e imediatamente incubados a temperatura de 28 °C. Amostras
dessa mistura foram tomadas apds 24 h para andlise. O nlimero 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 geraniol foi utilizado. Todo o experimento foi feito em triplicata (LIU et al.,

2008; PEREIRA et al., 2011).

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os valores de CIM foram expressos pela média geométrica dos resultados. Os resultados
dos ensaios que avaliaram os efeitos de geraniol sobre o crescimento micelial, a conidiogénese
e a germinacao dos conidios, foram expressos como média * desvio padrdo (d.p.). A avaliagdo
estatistica destes resultados foi realizada empregando-se o teste t ndo pareado para determinar

diferencas significantes, quando um valor de p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A CIM do Geraniol foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo. Os
respectivos valores sdo apresentados na Tabela 1. Geraniol conseguiu inibir o crescimento de
100% das cepas testadas na concentragao de 512 ug/mL. A cepa C. carrioni URM 5109 se
mostrou mais sensivel ao monoterperno, uma vez que teve seu crescimento inibido quando
exposta a 256 pg/mL de Geraniol. Os controles realizados mostraram auséncia de inibi¢ao do
crescimento fungico por DMSO, confirmando que o impedimento do crescimento foi devido a
presenca geraniol. O crescimento foi detectado quando todas as cepas foram cultivadas na
auséncia de drogas, o que confirmou a viabilidade do inoculo fungico.

A CFM do Geraniol foi determinada pelo método de semeadura em placa. A atividade
antifungica de um produto ¢ caracterizada pela sua capacidade de impedir o crescimento de um
fungo, de tal modo que ele seja incapaz de ser cultivado quando uma amostra do mesmo seja
transferida para um meio de cultura adequado para seu crescimento (SMITH-PALMER et al.,
1998). Nesse teste, foi observado que a concentragdo de 512 pg/mL foi capaz de causar a morte
de aproximadamente 70% das cepas avaliadas (Tabela 1). A cepa mais resistente foi a C.
oxysporum URM 5234, onde foi necessario 2048 pg/mL de Geraniol para ocasionar a sua

morte.

Tabela 1 — Valores de concentragdo inibitéria minima (CIM) e fungicida minima (CFM) de

geraniol sobre cepas do género Cladosporium spp.

Cepas CIM (pg/mL)* CFM (pg/mL)*
C. carrioni LM 227 512 512
C. carrioni URM 5109 256 512
C. cladosporioides URM 5737 512 512
C. cladosporioides URM 6246 512 512
C. oxysporum URM 5234 512 2048
C. oxysporum URM 5412 512 1024

*Média geométrica de trés experimentos.

Existem na literatura varios métodos que visam a verificagdo da atividade antifungica de
compostos ou substancias de origem vegetal, e cada método pode influenciar de forma

significativa os resultados dos experimentos (JIANG et al., 2012).
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Para a determinagdo da CIM e posterior CFM utilizou-se do método de microdilui¢do em
caldo adaptado aos padrdes da norma de referéncia do documento M38-A da Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002), que ¢ um dos métodos mais utilizados em
laboratorios, em ensaios de atividade antimicrobiana de compostos ou moléculas isoladas. O
teste de microdiluicdo gera uma economia de espago de materiais e reagentes, que possibilita a
determinagdo quantitativa da CIM, sendo sensivel, reprodutivel e pode ser facilmente
padronizado além de ser possivel a realizacdo de varias repeticdes do experimento com
concentragdes uniformes da droga estudada (JIANG et al., 2012; DE BONA et al. 2014).

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana, Sartoratto et al. (2004) elencaram critérios
para categorizar o poder antimicrobiano de 6leos essenciais com base no valor da CIM, onde
6leos com CIM < 500 pg/mL sdo considerados com forte atividade antimicrobiana, com 500
pug/mL > CIM < 1500 ng/mL possuem moderada atividade e CIM > 1500 pg/mL ¢ considerado
com fraca atividade. Diante desse referencial, nesse estudo pode-se considerar que Geraniol
apresentou forte atividade antifungica frente a C.carrioni URM 5109, e moderada atividade
antifingica sobre as demais cepas.

Na anadlise dos resultados obtidos, ¢ possivel perceber que os valores de CFM sdo iguais
ou maiores aos valores das concentragdes da CIM, o que ¢ considerado normal, pois os valores
fungicidas de agentes antimicrobianos comumente ensaiados geralmente sdo mais elevados em
relacdo aos respectivos valores de CIM (AOUDOU et al., 2010).

O potencial antimicrobiano do geraniol ja € referido em varios trabalhos contra cepas de
Aspergillus spp, Fusarium oxysporum, e Penicillium digitatum (AOUDOU, et al., 2010; KIM;
PARK, 2012), Candida spp. (VAN ZYL, et al., 2006).No estudo realizado por Pereira et al.
(2015), os autores avaliaram o potencial antifingico do geraniol através da técnica de
microdilui¢do em caldo contra cepas de Trichophyton rubrum, fungos comumente causadores
de dermatofitoses em humanos, obtendo resultados de CIM variarando entre 16 e 256 pg/mL,
valores que se assemelham aos encontrados nesse estudo, sendo que o presente estudo
encontrou valores de CIM mais altos para cepas de Cladosporium spp., o que pode ser explicado
devido as caracteristicas proprias do género.

Na literatura, o0 mecanismo de a¢do dos monoterpenos nio € totalmente compreendido,
porém algumas hipoteses sao relatadas. Sugere-se que o mecanismo de a¢do antimicrobiana dos
terpenos estd associado com suas propriedades lipofilicas. Eles podem influenciar,
preferencialmente, nas estruturas de membrana ou na sintese dessas estruturas, alterando a
permeabilidade e fluidez da membrana (PADUCH et al., 2007; DI PASQUA et al., 2007;
BAKKALI et al., 2008).
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No caso do geraniol, além de sua caracteristica lipofilica, ele possui estrutura quimica
muito semelhante ao geranil-pirofosfato, um intermediario essencial para a biossintese do
ergosterol, um esterol encontrado nas membranas celulares de leveduras e fungos filamentosos
e funciona como um regulador importante da fluidez da membrana. Logo, esta semelhanga
sugere que a agdo do geraniol esteja associada com inibi¢do de enzimas envolvidas no processo
de biosintese do ergosterol, causando assim alteragdes dindmicas da membrana celular de
micro-organismos, como os fungos (BARD et al., 1988; PEREIRA et al., 2015).

Pinto et al. (2013) investigaram a atividade antifingica do o6leo essencial de Thymus
villosus subsp. lusitanicus, geranil acetato, terpinen-4-ol, linalool e geraniol, contra Candida,
Cryptococcus, Aspergillus e espécies de dermatoéfitos, utilizando também o método de
microdilui¢do em caldo, onde o geraniol apresentou a maior atividade fungicida contra os
isolados testados, com valores de CIM variando entre 0,8 e 64 ng/mL, mostrando que o geraniol
possui forte atividade antifungica.

Os estudos com relagdo a atividade anti-Cladosporium de geraniol ainda sdo considerados
escassos na literatura, e seu potencial inibitdrio frente cepas de Cladosporium spp., ainda ndo ¢
relatado. Porém, fungos desse género ja foram testados frente a outros produtos de origem
natural, como 6leos essenciais de Piper cernuum, Piper diospyrifolium, Piper crassinervium, e
Piper solmsianum umbelata (MORANDIM et al.,2010), Avicennia schaueriana (FARDIN;
YOUNG, 2015).

Menezes et al. (2015) também investigaram a atividade antifungica do 6leo essencial de
Melissa officinalis, contra cepas de Cladosporium carrioni, uma importante espécie do género
que também foi testada no presente estudo. Seus resultados revelaram que o dleo essencial
inibiu de forma significativa (p<0.05) o crescimento micelial radial e a germinagao de conidios
em todas as concentracoes.

A partir do exposto, fica claro a relevincia deste estudo, por ser o primeiro que avalia a
acdo antifingica do geraniol frente aos fungos do género Cladosporium spp., promovendo
destaque na area de produtos naturais, principalmente na area de produgdo de alimentos, uma
vez que se enxerga a possibilidade do mesmo futuramente ser utilizado nas industrias para o
controle do crescimento de fungos filamentosos do género estudado.

A partir dos resultados obtidos através dos testes de CIM e CFM, avaliou-se a acao do
geraniol em outras fases desenvolvimento fingico como o crescimento micelial, producao e
germinacdo de conidios, uma vez que sdo fases muito importantes para o crescimento e

desenvolvimento do fungo. Além de estarem relacionadas diretamente com sua viruléncia
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fingica no alimento, sua interferéncia pode prejudicar a capacidade de fungos do género
Cladosporium spp. causarem deterioracdo em alimentos e/ou produtos alimentares.

Para estudar a interferéncia do geraniol no crescimento micelial, conidiogénese e
germinagdo de conidios, as cepas C. cladosporioides URM 5737, C. carrioni LM 227 e C.
oxysporum URM 5234 foram escolhidas, todas com valores de CIM e CFM de 512 pg/mL. A
analise da interferéncia de geraniol sobre o crescimento micelial foi realizada pela determinacao
da massa micelial seca, onde o indculo fingico foi exposto ao meio de cultura RMPI 1640
acrescido do geraniol em diferentes concentracdes (1/2CIM, CIM, e 2xCIM).

Todas as concentracdes de geraniol testadas inibiram de forma significativa (p<0.05) o
crescimento micelial das cepas de C. cladosporioides URM 5737 e C. oxysporum URM 5234
em comparagdo com o controle (100% de rendimento micelial); a cepa C. carrioni LM 227,
apresentou sensibilidade semelhante. Porém, observou-se que a cepa C. carrioni LM 227 teve
seu crescimento micelial inibido de forma significativa (p<<0.05) nas concentra¢des de CIM e
2xCIM da droga (Figura 4). Logo, a cepa C. cladosporioides URM 5737 demonstrou
sensibilidade a droga, porém o geraniol inibiu o crescimento micelial das cepas de C. carrioni
LM 227 e C. oxysporum URM 5234 de forma mais eficaz nas concentra¢des de CIM e 2xCIM.

O género Cladosporium spp. € conhecido por causar manchas em plantas e frutas,
geralmente tais manchas sdo ocasionadas pela produgio micelial do fungo (OGOREK et al.,
2012), o que ¢ muito importante na contaminagdo de alimentos, pois esse processo causa a
deterioragdo e perda dos alimentos contaminados. Portanto, a massa micelial seca reflete a
producdo de material celular pelo fungo, embora nao reflita o nimero total de células vivas.

Esses resultados sao de grande importancia nesse estudo, pois ao interferir na formagao
do micélio fingico, o geraniol pode diminuir os estragos que podem ser causados em produtos
alimenticios pelos estes fungos, numa possivel aplicagdo no controle do crescimento desses
fungos na industria de alimentos.

Nao hé na literatura relatos da interferéncia do geraniol no crescimento micelial de fungos
do género Cladosporium spp.. No entanto, para comprovar a eficicia deste teste, foram
encontrados outros trabalhos na literatura que analisaram o poder de interferéncia de agentes
naturais sobre o crescimento micelial de outras espécies de fungos filamentosos, através da
mesma metodologia utilizada neste estudo. A partir disso, Pereira et al. (2011a), que analisaram
os efeitos do dleo essencial de Cymbopogon winterianus frente a cepas de Trichophyton
mentagrophytes, em diversas concentracdes, ao fazer uso a mesma metodologia utilizada neste

estudo, constataram que o 6leo inibiu o crescimento micelial do fungo em 100%.
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Também através do método de determinacdo da massa micelial seca Pereira et al. (2011b),
avaliaram o poder antifungico do 6leo essencial de Cymbopogon winterianus em diversas
concentragdes sobre o crescimento micelial de uma cepa de Trichophyton rubrum, € obtiveram
resultado de inibicao de 100% da producdo de seu micélio.

De Souza et al. (2015) realizaram uma analise dos efeitos de quitosana e carvacrol no
crescimento micelial de cepas de Aspergillus flavus, onde as drogas testadas apesentaram
inibicao eficaz do crescimento micelial das cepas testadas. Recentemente, Pereira et al. (2015)
também analisou a inibi¢do do crescimento micelial 7. rubrum ocasionada pelo monoterpeno
geraniol, isto através do mesmo método utilizado neste estudo, onde obtiveram resultados
satisfatorios, semelhantes aos apresentados neste trabalho, uma vez que o geraniol conseguiu
inibir de significativamente o cresimento micelial das cepas testadas.

A diminui¢do da massa micelial seca das cepas de Cladosporium spp. observada na
presenga do geraniol sugere que etapas necessarias para a formagdo do micélio foram
interferidas pela presenca da droga, uma vez que € necessario que haja a formagao 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 a interferéncia da presenca do monterpeno geraniol
na conidiogénse e na germinacao de conidios.

Os efeitos do geraniol sobre a produgdo de conidios das cepas fungicas de Cladosporium
spp. foram analisados apos cultivo das cepas em ASD na auséncia e presenga de diferentes
concentragdes de geraniol (1/2CIM, CIM e 2xCIM). Os valores da produ¢do de conidios por
mL, na auséncia (controle) e na presenca do geraniol estdo expressos na Figura 5

Os conidios sdo estruturas responsaveis pela reprodugdo assexuada dos fungos
filamentosos, como ¢ no caso do Cladosporium spp (SIDRIM; ROCHA, 2010). A
conidiogénese consiste na formagdo assexuada do conidio, que possibilita a reprodu¢do de
células fungicas (KERN; BLEVINS, 1999). Logo, para que ocorra a contamina¢do de um
alimento ou produto alimenticio pelo fungo € necessario que esse alimento entre em contato
com fragmentos de hifas ou com os proprios conidios, que sdo facilmente encontrados no ar e
na d4gua (GOMPERTZ et al., 2008).

Para isto, outra etapa se faz necessaria, que ¢ a germinacao dos conidios, processo que
possibilita o crescimento apical e formacao das hifas fungicas, estruturas em forma de tubo com
uma regiao apical hemisférica ou hemiellipsoide. Logo, este € um processo importante para a
instalagdo e crescimento do fungo, uma vez que o crescimento das hifas facilita a penetracdo as
camadas internas do alimento, por exemplo, enquanto o crescimento de lateral pode agravar o

dano (RIQUELME, 2013; MENEZES et al., 2015). Com isso, a inibi¢ao dessas etapas implicara
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Figura 4 — Percentual de massa micelial seca de Cladosporium spp. na auséncia (controle) e na

presenga de geraniol 1/2CIM (256 pg/mL), CIM (512 pg/mL) e 2xCIM (1024 pg/mL)
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(a) C. cladosporioides URM 5737; (b) C. carrioni LM 227, (c) C. oxysporum URM 5234. *p < 0,05 quando
comparado ao controle (teste t ndo pareado).



31

em consequéncias que dificultardo crescimento fungico, e assim evitardo a contaminacao e,
consequentemente a deterioracdo dos alimentos pelo fungo.

O teste de andlise da interferéncia do geraniol na germinacao de conidios foi realizado
através da homogeneizacao da suspensdo de conidios com o meio de cultura RPMI 1640
acrescido de geraniol em diferentes concentracdes, 1/2CIM, CIM e 2xCIM, e analisado ap6s
24 horas. A porcentagem de conidios germinados de C. cladosporioides URM 5737, C. carrioni
LM 227 e C. oxysporum URM 5234 podem ser observados na Figura 6. O geraniol inibiu
significativamente (p<0,05) a germinag¢ao de conidios em todas as concentra¢des nas cepas
testadas, quando comparadas com o controle.

Ao comparar os resultados obtidos das cepas entre si, observa-se que as concentragdes
relacionadas ao teste da cepa C. cladosporioides URM 5737, obtiveram acdo inibitoria
semelhante no desenvolvimento dos conidios (p > 0,05), no entanto, as concentragdes do teste
realizado com as cepas C. carrioni LM 227 e C. oxysporum URM 5234, obtiveram semelhanga
quando comparadas CIM e 2xCIM (p > 0,05), diferindo da agdo da 1/2CIM, que demonstrou
menor poder de inibigdo da germinagdo do fungo dentre as concentragdes testadas, sugerindo
que a inibi¢do da produg¢do e germinagdo de conidios € proporcional ao aumento da
concentragdo da droga.

Ainda ndo existem na literatura relatos da acdo do geraniol na germinacao de conidios de
fungos do género Cladosporium spp.. Mesmo nao sendo possivel comparar de forma direta os
resultados obtidos com outros estudos, pode-se dizer que os resultados obtidos foram
satisfatorios. Para comprovar o presente trabalho, € possivel observar e apontar trabalhos que
analisaram os efeitos antifungicos de outros produtos naturais frente cepas de fungos
filamentosos de outras espécies através desta mesma metodologia.

Ruiz et al. (2016) ao analisarem os efeitos do extrato etanolico de Parastrephia
lepidophylla na germinagdo de conidios de Penicillium digitatum e Geotrichum citri-aurantii,
através do mesmo método utilizado neste estudo, e perceberam que o mesmo inibiu de forma
significativa o desenvolvimento dessas estruturas, com valores percentuais de inibicdo que
chegaram a 100% na concentragdo de 400 pg/mL, resultados semelhantes aos apresentados
neste estudo.

Da mesma forma, Pereira et al. (2014) avaliaram os efeitos antifungicos de geraniol sob
a germinacdo de conidios de cepas de 7. rubrum, e verificaram que os mesmos tiveram a
germinagdo de conidios inibida de forma efetiva nas concentragdes de CIM e 2xCIM da droga,

0 que também corrobora com os resultados encontrados no presente estudo.
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Figura 5 — Numero de conidios/mL de Cladosporium spp. na auséncia (controle) e na presenca

de geraniol 1/2CIM (256 pg/mL), CIM (512 pg/mL) e 2xCIM (1024 pg/mL)
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comparado ao controle (teste t ndo pareado).
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Figura 6 — Percentual de conidios germinados de Cladosporium spp. na auséncia (controle) e

na presenga de geraniol 1/2CIM (256 pg/mL), CIM (512 pg/mL) e 2xCIM (1024 pg/mL)
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Com o objetivo de analisar os efeitos do extrato de Punica granatum na germinacao de
conidios de cepas de B. cinerea, P. digitatum and P. expansum, Nicosia et al. (2016), obtiveram
resultados satisfatorios, com inibi¢des que variaram de 82,7% e 100% dos conidios germinados,
em comparacao ao controle. De Souza, et al. (2015) avaliaram os efeitos antifungicos de
quitosana e carvacrol sob a germinagdo de conidios de cepas de Aspergillus flavus, e
constataram que as drogas mostraram inibi¢ao da germinag¢ao de conidios maior ou igual a 85%,
quando comparadas ao controle. Elsherbiny et al. (2016) analisaram a eficiéncia do metanol na
inibicao da germinagdo de conidios de cepas de Fusarium e observaram que o mesmo inibiu
fortemente a germinacdo das cepas testadas, resultados semelhantes aos encontrados neste
trabalho.

Oleos essenciais sdo potencialmente Uteis como agentes antimicrobianos, estas
propriedades sdo atribuidas a seus fitoconstituintes, como os terpenos. Assim, utilizacao de
6leos essenciais, bem como dos terpenos, tanto na desinfec¢do como na conservagdo de
alimentos, tem ganhado cada vez mais visibilidade, devido as suas propriedades
antimicrobianas e sua origem vegetal (KEDIA et al., 2014). Dentre os terpenos, 0 monoterpeno
geraniol ganha destaque a partir dos resultados obtidos neste estudo, se apresentando como um
potencial antifungico, uma vez que se mostrou eficiente na inibi¢do do crescimento,
desenvolvimento micelial, formacao e germinagao de conidios das cepas dos fungos estudados.
Com isso, o geraniol desponta na classe de produtos naturais que poderdo ser utilizados como
principio ativo de desinfetantes de alimentos ou equipamentos, ou até mesmo como um
conservante natural de alimentos.

Contudo, a utilizagdo do geraniol como um conservante natural ou sanitizante, requer
uma certa ateng¢do, pois ha a necessidades de outros estudos que avaliem as suas interferéncias
nas caracteristicas sensoriais dos alimentos e produtos alimentares. Pois, sabe-se que tanto os
Oleos essenciais, como seus constituintes, possuem caracteristica volatil, e com isso apresentam
um aroma intenso, podendo interferir de nas caracteristicas organolépticas dos alimentos
(BURT, 2004). A partir disso, novos estudos sdao necessarios para a atenuagdo dessas
caracteristicas, para que futuramente o geraniol possa ser usado como desinfetantes de
alimentos ou equipamentos, ou at¢é mesmo como um conservante natural de alimentos,
dimnuindo assim os riscos aos consumidores, o desperdicio de alimentos, e aumentando a vida

de prateleira de alimentos e produtos alimentares.
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6 CONCLUSOES

O estudo realizado pode ser considerado de grande importancia para o meio cientifico,
uma vez que ¢ a primeira investigacao acerca da atividade antifingica do geraniol frente a cepas
de fungos do género Cladosporium spp.

A relevancia do presente estudo fica ainda mais evidenciada com os resultados obtidos
através da realizagdo dos ensaios, que permitem afirmar que o geraniol apresenta atividade
antifungica eficaz sobre os fungos testados, considerados importantes contaminantes
ambientais de industrias de alimentos. Uma vez que o geraniol inibiu de forma significativa o
crescimento, desenvolvimento micelial, producdo e germinacdo de conidios das cepas de
Cladosporium spp., fatores que sdo essenciais para proliferacdo e, consequentemente, a
contaminagdo destes micro-organismos.

Logo, estes resultados apresentam grande importancia, uma vez que sugerem que O
geraniol pode ser visto como um promissor constituinte ativo de sanitizantes para aplicagdo em
alimentos e equipamentos nas industrias. Porém, mesmo com a atividade antiflingica do
geraniol comprovada frente fungos do género Cladosporium spp., se faz necessario outros
estudos que tratem da sua utilizacdo in vivo, da toxicidade do geraniol, das alteragdes sensoriais
que podem ser causadas pelo geraniol nos alimentos ou produtos alimentares, como por
exemplo alteracdes no odor dos alimentos, j4 que o geraniol por ser volatil possui um forte
cheiro, o que pode ser uma limitagdo na sua aplicacdo em alimentos, além de estudos que

investiguem as suas possiveis formas de aplicacao.
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