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RESUMO 

 

A deterioração de alimentos acontece frequentemente por microrganismos, a exemplo dos 
fungos, que tornam-se responsáveis por sérias perdas na produção e problemas de saúde 
relacionado ao consumo destes alimentos contaminados. Fusarium é um dos principais gêneros 
de fungos micotoxigênicos causadores de diversos danos em matriz alimentar, em que a 
contaminação de grãos de milho é um exemplo. Em virtude disso, pesquisas que envolvem a 
utilização de produtos naturais para o controle de fungos em alimentos vem se mostrando como 
uma alternativa viável em substituição aos conservantes químicos usuais. O presente estudo 
avaliou o potencial antifúngico de BSB15 (sesquiterpeno), também quando associado ao 
Cloreto de Sódio (NaCl), a partir da determinação da Concentração Inibitória Mínima(CIM) de 
ambas as substâncias, por técnicas de microdiluição, que então permitiram posteriores ensaios 
in vivo, e assim, a observação de seus efeitos contra fusariose em grãos de milho para o 
consumo humano e animal. A determinação da CIM do BSB15 e NaCl, possibilitou quantificar 
suas atividades frente as cepas de Fusarium oxysporum, onde observou-se também a 
interferência que os mesmos causavam no crescimento miscelial (crescimento micelial radial) 
da espécie fúngica. Testes envolvendo a contaminação artificial de grãos de milho foram 
realizados frente a diversas concentrações de BSB15 e NaCl isolados e asociados, visto que 
este grão se apresentar como uma excelente fonte energética e nutricional, e bastante susceptível 
a contaminação por Fusarium, desta forma, diante dos resultados obtidos, BSB15 se mostrou 
eficaz no controle do F. oxysporum, principalmente quando associado ao NaCl, com 
significativo sinergismo entre estes. Ainda nos ensaios in vivo, é possível que alguns 
interferentes do próprio grãos tenham causado resistência do F. oxysporum ou até mesmo 
redução na eficiência do BSB15, mesmo quando associado ao NaCl, necessitando de maiores 
concentrações do produto natural e sal para que se obtivesse o mesmo efeito protetor da matriz 
alimentar. BSB15 e NaCl se mostraram eficientes mesmo em seus valores subinibitórios, 
quando associados. 

Palavras-chave: Fusarium, Infecção fúngica, Associação,Terpenos, Alimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Food spoilage often occurs by micro-organisms, such as fungi, which are responsible for 
serious losses in production and health problems related to the consumption of these 
contaminated foods. Fusarium is one of the main genera of mycotoxigenic fungi causing 
several damages in food matrix, in which the contamination of corn kernels is an example. As 
a result, research involving the use of natural products to control fungi in food has been 
shown to be a viable alternative to the usual chemical preservatives. The present study 
evaluated the antifungal potential of BSB15 (sesquiterpene), also when associated to Sodium 
Chloride (NaCl), from the determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 
both substances by microdilution techniques, which then allowed further tests in vivo, and 
thus the observation of its effects against fusariosis on corn grains for human and animal 
consumption. The determination of the CIM of BSB15 and NaCl made it possible to quantify 
its activities against the strains of Fusarium oxysporum, where it was also observed the 
interference that they caused in the mycelial growth (radial mycelial growth) of the fungal 
species. Tests involving the artificial contamination of corn grains were carried out against 
different concentrations of BSB15 and NaCl isolated and associated, since this grain presents 
as an excellent energetic and nutritional source, and is very susceptible to contamination by 
Fusarium, in this way, before the BSB15 was effective in the control of F. oxysporum, 
especially when associated with NaCl, with significant synergism between them. Even in the 
in vivo assays, it is possible that some interferers of the grain itself caused resistance of F. 
oxysporum or even reduction in the efficiency of BSB15, even when associated to NaCl, 
requiring higher concentrations of the natural product and salt to obtain the protective effect 
of the food matrix. BSB15 and NaCl were efficient even in their subinhibitory values, when 
associated. 

Key words: Fusarium, Fungal infection, Association, Terpenes, Food. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A contaminação e a deterioração de alimentos por microrganismos acarretam a 

grandes problemas relacionados a perdas de produção e a Doenças Transmitidas por Alimentos 

(DTA), respectivamente. Dentre um dos principais causadores de contaminação de vários 

commodities agrícolas antes da colheita ou até mesmo em condições pós-colheita, destacam-se 

os fungos. (ABBASZADEH et al., 2014; MACWAN et al., 2016; VILLEGAS-RASCON et al., 

2017). Além de causarem fortes impactos econômicos e apresentar alta variabilidade 

populacional e genética, os fungos fitopatogênicos afligem a segurança alimentar, uma vez que 

suas micotoxinas entrem na cadeia alimentar humana e animal (JIMTHA et al., 2016). 

Os cereais, como os grãos de milho, são produtos alimentícios considerados como 

uma excelente fonte nutricional que podem ser colonizados facilmente por fungos, no qual 

causam significativas perdas de qualidade dos grãos e redução de seu cultivo.  Dentre os 

principais gêneros fúngicos, Fusarium, de filamentos hialinos e septados, apresenta-se como 

um dos maiores grupos responsáveis por esta contaminação. (DOMENICO et al., 2015; 

ESCRIVÁ, FONT e MANYES, 2015;). 

Fusarium oxysporum é a espécie mais amplamente distribuída do gênero, 

comumente encontrada como agente contaminante de milho, causando desde trombamento da 

planta por infecção e podridão de suas raízes, até interferindo no desenvolvimento normal da 

mesma. Sua patogenicidade se deve a capacidade de produção uma variedade de micotoxinas, 

sendo principalmente a fumonisinas, zearalenona e tricotecenos, representando desde efeitos 

tóxicos agudos e crônicos, ou até propriedades carcinogênicas (GRENIER E APPLEGATE, 

2013; GORDON et al., 2015). 

Com o objetivo de reduzir as perdas, o uso de fungicidas químicos durante a 

produção de alimentos tornou-se uma alternativa viável, porém tanto a questão econômica 

como segurança alimentar e ambiental têm desestimulado a utilização desses compostos, visto 

que estes podem ser associados também a problemas teratogênicos, carcinogênicos e tóxicos 

quando aplicados em alimentos para consumo (ABBASZADEH et al., 2014). 

Além das problemáticas supracitadas, a recente percepção negativa do consumidor 

e a resistência de fungos em relação a produtos químicos sintéticos mudou o rumo de pesquisas 
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para o desenvolvimento de alternativas naturais. Atualmente, este controle pode ser realizado 

por métodos físicos ou adição de produtos que podem causar danos à célula microbiana, 

interferindo no seu processo de desenvolvimento, adaptação ou multiplicação. Alguns 

exemplos desses produtos são sais, como o cloreto de sódio (NaCl), muito utilizados na 

conservação de alimentos, ou ácidos orgânicos, como terpenos, diversamente encontrado e 

extraídos de matrizes vegetais (ESPINA et al., 2014; MACWAN et al., 2016; TAWEMA et al., 

2016). 

De acordo com Quintanilha et al., (2017) e Corpas-Lópes et al., (2018), dentre os 

terpenos, destaca-se o BSB15, um álcool sesquiterpênico monocíclico insaturado, presente em 

óleos essenciais de várias plantas, principalmente das flores de Matricaria chamomilla, sendo 

amplamente utilizado devido as suas propriedades antinflamatórias, microbicidas (MAURYA 

et al. 2014), larvicidas e anticancerígenas (MIRAJ e ALESAEID, 2016). 

Neste contexto, este trabalho representa uma possibilidade de obtenção de 

informações ainda ausentes na literatura científica a respeito do potencial inibitório do BSB15 

associado ao NaCl, frente as cepas de F. oxysporum isolados de grãos de milho, com ênfase em 

métodos de conservação que visem a sustentabilidade. Embora este sesquiterpeno seja relatado 

na literatura, ainda não há registros de sua atividade inibitória de crescimento fúngico desta 

espécie. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

 Investigar o potencial antifúngico de BSB15 e suas associações com NaCl frente a cepas 

fúngicas de Fusarium oxysporum. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 Determinar a concentração inibitória mínima de BSB15 e NaCl frente às cepas 

ensaiadas. 

 Avaliar o efeito da associação de BSB15 com NaCl frente às cepas ensaiadas. 

 Avaliar o efeito de BSB15, NaCl e suas associações sobre crescimento micelial das 

cepas ensaiadas. 

 Avaliar o potencial protetor de BSB15, NaCl e suas associações frente a contaminação 

das cepas fúngicas ensaiadas em grãos de milho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 
 

3. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1. Milho e sua importância 

 

O milho classifica-se como um cereal de grande importância econômica em diversos 

países. Isso se deve ao potencial produtivo, composição química e valor nutritivo, sendo 

bastante utilizado para consumo humanos e animais, além de importante matriz energética na 

produção de biocombustível como o etanol (ABUZAR et al., 2011; DI DOMENICO, 2015; 

ABUDABUS et.al 2017). 

Na maioria das vezes, o grão de milho apresenta-se amarelo ou branco, podendo variar 

também de preto ou vermelho. Sua composição é basicamente amido (72%), proteínas (9,5%), 

fibras (9%) e óleo (4%), conhecido botanicamente como cariopse, o grão de milho é formado 

por quatro principais estruturas físicas: endosperma, gérmen, pericarpo (casca) e ponta, as quais 

diferem em composição química e também na organização interna, como podemos observar na 

figura 1 (PAES, 2006). 

O Brasil é o único país onde as condições climáticas permitem o cultivo de milho em 

duas épocas do ano, sendo o terceiro maior produtor mundial do milho, caracterizando uma 

considerável importância dentro do cenário da produção agropecuária. Na safra 2017/2018, a 

produção total das culturas de grãos no país foi estimada em 229,5 milhões de toneladas, sendo 

a segunda maior da história (CONAB, 2017). 

Especialmente no Nordeste, o milho tem papel fundamental na alimentação, sendo 

consumido desde o litoral ao sertão, sob uma variedade de comidas regionais. Está na história 

do Brasil desde os primórdios do descobrimento, e possui tradição na culinária brasileira com 

pratos como pamonha, curau, mingau, pipoca, cuscuz, dentre outros que são produtos 

alimentícios dotados de grande valor nutricional (CAMPOS et al., 2008). 

Considerando a vasta produção, grande parte de todo o milho é armazenado para 

fornecer demanda ao longo do ano, acarretando como consequência a exposição dos grãos a 

uma série de perdas de tributos, como as propriedades nutricionais, viabilidade das sementes, 

qualidade sanitária e valor comercial. Isso se deve ao fato de ser um substrato rico em amido, 

tornando-se bastante suscetível ao desenvolvimento de infecções por pragas e fungos tanto no 

campo como durante o armazenamento (FARONI et al., 2005; REED et al., 2007; DAWLAL 

et al., 2012; NOGAIM, 2012).   
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Figura 1 – Anatomia do grão de milho 

 

Fonte: PAES (2006) 

 

É então que grande parte da tecnologia que permite obter melhores resultados em 

diferentes condições de cultivo e armazenamento do milho aplica-se no principal insumo que é 

a semente. No entanto, o avanço da biotecnologia possibilitou uma grande ascensão na 

produção de milho no Brasil, diante a novas ferramentas que proporcionam a proteção do grão 

através da aplicação de uma variedade de produtos e técnicas que permite a flexibilidade no 

cultivo, na colheita, no armazenamento e no processamento, reduzindo perdas e levando em 

consideração os aspectos nutricionais, culturais e econômicos do cereal (PEREIRA FILHO, 

BORGUI, 2016). 

 

3.2.  Considerações sobre fungos e Fusarium oxysporum   

 

Os fungos compreendem um grupo heterogêneo formado de leveduras, fungos 

filamentosos e cogumelos, que atuam como sapróbrios, parasitas e, com menor frequência, 

como simbiontes, que vivem em associação com outros organismos (OLIVEIRA, et al, 2011). 

São seres estudados como agentes causadores de doenças em humanos, animais e plantas, bem 

como quanto ao seu papel na indústria de alimentos e medicamentos (ENGELKIRK; DUBEN-

ENGELKIRK, 2012). 
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A denominação “fungos contaminantes” é aplicada aos diversos gêneros capazes de 

colonizar o ambiente, cujas estruturas fúngicas podem ser veiculadas através do ar atmosférico 

ou por outras vias como água, insetos, homem e animais. Logo, seus propágulos (conídios) 

encontram-se em altas concentrações nos mais variados ambientes, podendo causar desde a 

contaminação e deterioração de materiais e alimentos até alergias, intoxicações e infecções 

(LACAZ et al., 2002).  

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), uma doença de origem 

alimentar é algo geralmente de natureza infecciosa ou tóxica, provocada por agentes que entram 

no organismo através da ingestão de alimentos ou de água contaminada. Neste caso em especial, 

os alimentos podem funcionar como veículos para muitos fungos produtores de toxinas (WHO, 

2002; NEWELL et al., 2010). 

Estes alimentos e produtos alimentícios são frequentemente contaminados por 

infestações fúngicas e suas micotoxinas. Isso ocorre geralmente durante a pré e pós-colheita, 

transporte e armazenamento, quando realizados de forma inadequada, o que resulta em perdas 

na quantidade, qualidade, no valor nutricional dos alimentos e também impactos na saúde da 

população, e em especial, nas comunidades agrícolas que mantém contato contínuo com tais 

alimentos, onde, no geral, essas substâncias causam efeitos tóxicos agudos e/ou crônicos 

(KEDIA et al., 2014; ESCRIVÁ; FONT; MANYES, 2015).  

Diante dos diversos grupos de fungos contaminantes de alimentos, destaca-se o gênero 

Fusarium, capaz de acometer as mais variadas espécies de cereais quando os mesmos se 

encontram tanto no campo como em armazenamento (BRYDEN, 2012).  

O gênero Fusarium atualmente apresenta-se como um grupo de fungos contaminantes 

de alimentos que possuem filamentos hialinos, septados e, em alguns casos, hifas irregulares. 

Os filamentos podem apresentar ramificações, com ângulo de 45 graus. As espécies desse 

gênero apresentam fiálides perpendiculares aos filamentos fúngicos, isoladas ou ramificadas, 

evidenciando-se ou não sobre estas, macrofialoconídios ou microfialoconídios. Suas colônias 

são de textura algodonosa e tom branco que pode adquirir diferentes tonalidades, com o 

decorrer do tempo. Sua micromorfologia ode ser observada na Figura 2 (SUMMERELL; 

LESLIE, 2011).  
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Figura 2 – Micromorfologia do Fusarium oxysporum por microscopia óptica  

 

Fonte: LESLIE (2006)   

A – B: Macroconidio; C – D: Microconidio; E – F: Microconidio. Barra de escala: A – D = 

25 μm; E – F = 50 μm. 

 
Sendo assim, observou-se o milho como um dos principais alimentos favoráveis à 

contaminação por fungos filamentosos do gênero Fusarium, onde diversos relatos apontam para 

sua alta incidência nestes grãos, incluindo culturas realizadas em território brasileiro 

(DOMENICO et al., 2015; OLDENBURG et al., 2017). Ainda, outros estudos relatam a 

frequência destes fungos contaminantes de milho em outros países como Itália, Estados Unidos, 

Irã e Síria (VENTURINI et al., 2011; MADANIA et al., 2013). 

Diversos estudos apontam o Fusarium como uma das espécies que estão entre as mais 

prevalentes produtoras de micotoxinas. Estas últimas, classificadas como uma gama de 

metabólitos secundários produzidos por fungos, que causam problemas tóxicos agudos e 

crônicos aos animais e homens, geram problemas em todo o mundo, especialmente quando 

contaminam cereais cultivados (BRYDEN, 2012; ESCRIVÁ, FONT, MAYNES, 2015). As 

mais importantes classes de micotoxinas produzidas por esta espécie são fumonisina, 

zearalenona e tricotecenos. Além destas, também produzem toxinas emergentes como a 

fusaproliferina, beauvericina, eniatinas e moniliforminas. Alguns destes metabólitos 
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secundários são considerados altamente tóxicos e/ou cancerígenos para seres vivos. 

(SUMMERELL; LESLIE, 2011). 

O conhecimento dos efeitos das micotoxinas está crescendo rapidamente, 

principalmente devido ao desenvolvimento de novas técnicas que facilitam o estudo desses 

compostos. Após a ingestão dos alimentos contaminados e a exposição tanto de altas quanto de 

baixas concentrações das toxinas, pode-se gerar alterações de ordem metabólica, fisiológica e 

distúrbios imunológicos ou até desordens agudas e crônicas na saúde dos seres vivos 

(ESCRIVÁ; FONT; MANYES, 2015; KANORA; MAES, 2009). 

Com relação as principais toxinas, os tricotecenos são facilmente absorvidos através dos 

sistemas tegumentares e gastrointestinais, permitindo um rápido efeito em tecidos que se 

proliferam rapidamente. São tóxicos para animais e sua exposição tem sido associada a 

distúrbios reprodutivos. Por causa de seus efeitos sobre o sistema imunológico, a exposição 

humana à tricotecenos poderia predispor uma ampla gama de doenças infecciosas, 

especialmente na população mais sensível como crianças, pessoas imunodeficientes e idosos. 

Vários estudos in vivo relatam também o efeito toxicológico da zearalenona no sistema 

reprodutivo, incluindo aumento do útero, diminuição da fertilidade e mudanças nos níveis 

séricos de progesterona e estradiol em animais de laboratório. Os efeitos tóxicos causados por 

essas toxinas incluem vômitos, dor abdominal, náuseas e ganho de peso reduzido em animais 

(KORAICHI et al., 2012; ESCRIVÁ, FONT, MAYNES, 2015). 

O Fusarium oxysporum, espécie mais amplamente distribuída do gênero, classifica-se 

como um dos mais incidentes em relação a contaminação de grãos de milho por ser comumente 

encontrado em solos contaminados ou nos próprios vegetais, gerando tombamento da planta 

tanto por contaminação como por podridão de suas raízes. Além disso, o acometimento do F. 

oxysporum em estoques de grãos de milho, podem vir a interferir no desenvolvimento normal 

da planta, visto que parte da produção deste grão muitas vezes é destinada para a utilização em 

um novo plantio, e assim os mesmos poderão carregar estruturas fúngicas como fragmentos de 

hifas e conídios que contaminarão a nova plantação (GORDON et al., 2015). 

Também frente a contaminação ocasionada por estes fungos ao milho, vários fatores do 

próprio grão podem afetar o crescimento dos mesmos, tais como, teor de umidade, condição 

física e sanitária, nível de inoculação do fungo, conteúdo de oxigênio, armazenamento, insetos 

e ácaros. Uma indicação de que F. oxysporum esteja envolvido, é a presença de esporulação 



24 
 

sob a forma de coloração laranja a cor amarela sobre os caules de plantas infectadas (GELLI; 

JAKABI; PORTO, 1990; GORDON et al., 2015). 

 

3.3. Importância da conservação de alimentos  

 

A conservação no ramo de alimentos tem como garantia a segurança do alimento, que 

visa a garantia do direito de todos ao acesso a alimentos de qualidade, que não causem 

problemas à saúde do consumidor, e que tenham tempo de vida útil bem extenso em quantidade 

suficiente e de modo permanente, com curso em práticas saudáveis e respeitando as 

características culturais de cada povo. As práticas de segurança voltadas ao alimento 

começaram a ser empregadas após o fim da Primeira Guerra Mundial, apontando para a 

necessidade de formação de estoques estratégicos de alimentos e fortalecendo a ideia de que a 

soberania de um país dependia de sua capacidade de auto suprimento de produtos essenciais 

(MALUF; MENEZES, 2013). 

A saúde humana, a produção agrícola e a estabilidade no comércio nacional e 

internacional de grãos podem ser gravemente afetadas pela contaminação por microrganismos. 

O clima temperado do Brasil favorece o crescimento de fungos produtores de micotoxinas, além 

de que muitos alimentos oferecem diversos atributos favoráveis para o crescimento dos 

mesmos. (BRYDEN, 2012).  

Dessa forma, grandes avanços na área de tecnologia dos alimentar têm se instaurado 

com intuito de reduzir casos de DTA. Entretanto, um número inaceitável de DTA ocorre todos 

os anos, demonstrando que os controles na produção de alimentos ainda precisam apresentar 

diversas melhorias (NICOLAU, 2014). 

Visto que esta falha no controle gera consideráveis contaminações e perdas econômicas, 

o aumento da produtividade e demanda exige maior qualidade e segurança principalmente na 

cadeia produtiva, e sabendo que o período de produção agrícola torna-se susceptível a 

contaminação, o desenvolvimento de fungos em alimentos pode causar alterações em suas 

propriedades físicas, químicas e estruturais (FRANCO; LANDGRAF, 2008). 

A qualidade microbiana dos alimentos pode ser estabelecida por métodos que garantam 

a inativação ou a destruição de micro-organismos como fungos. Atualmente, este controle pode 

ser realizado por métodos físicos, como congelamento, aquecimento, liofilização, secagem, 
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irradiação entre outros (ESPINA et al., 2014; TAWEMA et al., 2016). Segundo Lacroix (2007), 

a irradiação de alimentos é um tratamento físico onde os alimentos são expostos à ação direta 

das radiações ionizantes para ampliar sua vida de prateleira e garantir sua segurança. Irradiação 

inativa os micro-organismos, danificando seu DNA, o que impede sua proliferação. A luz 

ultravioleta (UV) e a irradiação gama são dois dos principais métodos utilizados na indústria 

alimentar. 

Ainda visando o aumento da vida útil dos alimentos, através da destruição dos 

microrganismos, a ação letal de diferentes temperaturas é bastante considerada. Existem dois 

tipos de tratamento térmico com calor, uma denominada pasteurização, que pretende 

fundamentalmente a higienização dos alimentos, e a outra, esterilização, cujo objetivo é a 

destruição, ou não, dos microrganismos presentes (ORDÓNEZ et al., 2005).  

Assim como o calor, o emprego de baixas temperaturas também é um método bastante 

utilizado, o qual se baseia na inibição total ou parcial dos principais agentes responsáveis pela 

alteração dos alimentos. A aplicação do frio, tanto pelo método da refrigeração como pelo 

congelamento, permite prolongar a vida útil dos alimentos, sejam eles frescos ou processados, 

durante períodos relativamente longos, sem alteração mínima em suas características nutritivas 

e sensoriais (ORDÓNEZ et al., 2005).  

A adição de produtos com ação antimicrobiana também é bastante utilizada. Estes 

podem causar danos à célula microbiana, interferindo seu processo de desenvolvimento, 

adaptação ou multiplicação. Alguns dos exemplos desses produtos são sais e ácidos orgânicos. 

A definição das Autoridades Européias de Segurança Alimentar (EFSA) para o aditivo 

alimentar é "qualquer substância normalmente não consumida como alimento e não usado como 

ingrediente característico dos mesmos, com a adição intencional para aumentar a vida útil, o 

valor nutritivo, e que possui propósito tecnológico na fabricação, processamento, preparação, 

tratamento, embalagem, transporte ou armazenamento de tais alimentos (EFSA, 2008; 

SALTMARSH; SALTMARSH, 2013; TAWEMA et al., 2016). 

Dessa forma, o uso de sais como o NaCl e sais de cura para o controle microbiano vem 

sendo visto como alternativa em desfavor a deterioração alimentar há anos. Estes agentes têm 

como base de sua propriedade antimicrobiana a redução da disponibilidade intracelular de água 

no agente contaminante (HARPER; GETTY, 2012). A presença destes produtos propicia uma 

reduzida atividade de água nos alimentos que induz diversas respostas adaptativas dos micro-
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organismos na perspectiva de manter o equilíbrio osmótico das membranas biológicas. Isto 

inclui a alteração da composição lipídica das membranas celulares (BLESA et al., 2008). 

O cloreto de sódio (NaCl) é um dos sais mais utilizados como método de conservação, 

onde além de conferir o sabor salgado aos alimentos, podem inibir o crescimento de fungos 

patogênicos e deteriorantes. No entanto, há relatos afirmando os possíveis danos do excesso de 

sais à saúde humana, levando ao foco de aplicações destes em conjunto com outros aditivos, 

visando uma redução na sua concentração efetiva para conservação do alimento (KAMLEH et 

al., 2012). 

Muitos produtos químicos sintéticos também receberam destaque por bastante tempo 

como opção eficaz na conservação de alimentos com objetivo principal de reduzir perdas. 

Porém, em razão de questões econômicas, segurança alimentar e ambiental, houve um 

desinteresse no uso desses compostos, visto que estes podem ser associados a problemas 

teratogênicos, carcinogênicos e tóxicos quando aplicados em determinada matriz que será 

consumida por humanos e animais e por estarem também relacionados a resistência de insetos, 

pragas, fungos fitopatogênicos devido ao seu uso indiscriminado (OOTANI, 2013; 

ABBASZADEH et al., 2014). 

Sendo assim, diante de diversas polêmicas e da negativa percepção dos consumidores a 

respeito do uso de produtos químicos sintéticos em matriz alimentar, e considerando a 

importância da fitossanidade na agricultura, pesquisadores vêm mudando o rumo das pesquisas 

para o desenvolvimento de alternativas naturais de controle desses agentes fitopatogênicos, sem 

causar impactos negativos e que sejam seguros e eficientes (OOTANI, 2013; MACWAN et al., 

2016). 

Assim, vários produtos naturais vieram a ser reconhecidos nas indústrias de alimentos, 

devido suas propriedades antimicrobianas e sustentáveis, que não agridam o meio ambiente ou 

que não prejudique a saúde dos consumidores, garantindo que as futuras gerações tenham os 

recursos necessários para suprir suas necessidades (TIAN et al., 2012; COELHO et al., 2015). 

Uma dessas alternativas é o uso de Óleos Essenciais (OE). Tratam-se de fitocomplexos 

compostos por substâncias voláteis, naturais e aromáticos, derivados de vias metabólicas 

complexas, a fim de proteger o organismo vegetal de diversos microrganismos patogênicos, e 

que se apresentam como uma resposta às necessidades atuais do mercado consumidor: a 

obtenção de alimento isento de conservantes artificiais, mas que tenham vida útil prolongada 

(CHERRAT et al., 2014; MACWAN et al., 2016). 
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No entanto, o uso desses OEs em alimentos é limitado por causa da necessidade de altas 

concentrações dos mesmos para atingir o seu potencial antimicrobiano, que acabaria por 

influenciar negativamente nas propriedades sensoriais destes produtos alimentícios, mesmo 

havendo uma melhoria na qualidade e segurança (CHERRAT et al., 2014; RIBEIRO SANTOS 

et al., 2017). 

Muitas vezes, esta necessidade do uso de altas concentrações de OEs para obter o 

potencial protetor, vem de fatores característicos da própria matriz alimentar, onde teor de 

gordura, proteína, atividade de água, pH e enzimas podem diminuir a eficácia destes compostos 

(BURT, 2004). 

Para contornar este problema, a utilização de estratégias que permitam aumentar a 

eficácia dos produtos naturais em concentrações mais baixas começou a ser necessária, e 

novamente muitos pesquisadores atentaram-se para o desenvolvimento de combinações 

inteligentes de diferentes tecnologias. Dessa forma, a utilização de terapias combinatórias 

permitiu alcançar os níveis exigidos de segurança, mantendo a qualidade sensorial dos 

alimentos (CHERRAT, 2014).  

 

3.4. Produtos naturais, óleos essenciais e terpenos  

 

O emprego do controle convencional de agentes infestantes, baseado na aplicação de 

produtos químicos sintéticos, é considerado perigoso, podendo ocasionar desequilíbrios ao 

meio ambiente, a saúde do consumidor, bem como o aumento da resistência de insetos e pragas 

aos produtos químicos utilizados (VELEZ, 2016). 

Por estes e outros motivos, as discussões sobre o “sustentável” tornam-se cada vez mais 

constantes. Sustentabilidade é basicamente a capacidade de satisfazer suas necessidades sem 

comprometer a capacidade de futuros também satisfazerem as necessidades. Sendo assim, o 

desenvolvimento sustentável é aquele que melhora a qualidade da vida do homem na terra, não 

coloca em risco os elementos do meio ambiente e respeita à capacidade de produção de diversas 

áreas distintas, e dos ecossistemas nos quais vivemos (MIKHAILOVA, 2004) 

Então, considerando que a contaminação de alimentos é hoje um grande problema para 

os produtores, a busca de novas substâncias que auxiliem de alguma forma a inibir este processo 

se torna urgente. Neste contexto, os produtos naturais são importantes instrumentos no 
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desenvolvimento de novas ferramentas de conservação onde as plantas então como fontes 

importantes de moléculas biologicamente ativas, utilizadas na obtenção de novas drogas. Na 

área de agentes antimicrobianos, é notável o número de drogas derivadas de produtos naturais 

para uso clínico ou como agente saneante de ambientes, BSB15 é um exemplo (BRAZ FILHO, 

2010; NEWMAN; CRAGG, 2012). 

Apesar da descoberta de novas moléculas e da disponibilidade de novas formulações 

para reduzir a toxicidade, o risco de novos ou melhores mecanismos de resistência e ainda 

assegurar produção de alimentos isentos de perigos microbiológicos, a procura por estes novos 

agentes antifúngicos e a caracterização de novos alvos é uma necessidade contínua, 

especialmente na ciência dos alimentos (AGARWAL et al., 2008; MARTINEZ-ROSSI; 

PERES; ROSSI, 2008; WIEDERHOLD; PATTERSON, 2015).  

Dentre os produtos provenientes das plantas com possível aplicabilidade antifúngica, os 

óleos essenciais e seus componentes tem ganhado destaque. São elementos voláteis originados 

do metabolismo secundário das plantas, encontrados em suas folhas, resinas, frutos, flores, 

troncos, exercendo papel fundamental na defesa contra micro-organismos, atração de agentes 

de polinização, proteção contra perda de água, aumento de temperatura e como inibidores de 

germinação. Óleos essenciais consistem numa mistura de hidrocarbonetos (terpenos, 

sesquiterpenos, entre outros) e compostos oxigenados (álcoois, ésteres, éteres, aldeídos, 

cetonas, lactonas, fenóis, éteres fenólicos e outros) (SIMÕES; SPITZER, 2007; BAKKALI et 

al., 2008; ADORJAN; BUCHBAUER, 2010). 

É então que muitos estudos de atividade antifúngica têm sido realizados com estes 

produtos naturais, no caso do presente trabalho, atenta-se para os terpenos. Os mesmos são 

compostos hidrogenados de cadeias carbônicas cíclicas ou alifáticas, largamente distribuídos 

na natureza, presentes em óleos essenciais de uma ampla variedade de plantas aromáticas, que 

abrangem uma grande variedade de substâncias formadas pela união de unidades 

pentacarbonadas chamada isopreno, sendo agrupadas em: hemiterpenos (C5), monoterpenos 

(duas unidades de isopreno, C10), sesquiterpenos (três unidades de isopreno, C15), diterpenos 

(quatro unidades de isopreno, C20), triterpenos (seis unidades de isopreno, C30) e carotenoides 

(SANTOS, 2015).  

Dentre a ampla gama de terpenos, o BSB15 apresenta-se como um álcool 

sesquiterpênico monocíclico, isolado pela primeira vez em 1951 das flores de camomila 

(Matricaria chamomilla). Caracterizado por seu aroma fraco e doce, é um líquido bastante 
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lipofílico, incolor, com uma densidade relativamente baixa (0,93) e propenso à oxidação 

(PERBELLINI et al., 2004; KAMATOU, 2010). 

Muito conhecido principalmente por suas atividades farmacológicas, a utilização do 

BSB1515 como agente anti-inflamatório é bem relatada. Este composto também exibe várias 

outras propriedades tais como atividades analgésicas (BARRETO et al., 2016), antimicrobianas 

(STANOJEVIC et al., 2016) e anticancerígenas (YOKOYAMA et al., 2016). Devido à baixa 

toxicidade do mesmo, tem sido utilizado também como ingrediente em formulações 

dermatológicas e cosméticas, tais como cremes de barbear, loções para mãos e corpo, 

desodorantes, produtos de cuidados com o sol e pós-sol, produtos de cuidados com pediátricos 

e cremes esportivos, sem qualquer relato de efeito adverso (KAMATOU, 2010).  

Devido a estes fatores, o BSB15 é passível de promover ações extraordinárias entre os 

antimicrobianos naturais, como possível inibidor seletivo da biossíntese de ergosterol. Seu uso 

como agente antifúngico na forma pura é considerável, assim, pode ser possivelmente utilizado 

como composto principal no desenvolvimento de futuras drogas antifúngicas (PAULI, 2006).  
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1. Local da pesquisa 

 

O trabalho foi realizado no Laboratório de Bioquímica e no Laboratório de 

Microbiologia, ambos da UAS/CES/UFCG. 

 

4.2. Droga-teste 

 

BSB15 foi cedido pelo Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho do Departamento de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade Federal da Paraíba. O NaCl foi adquirido na (Sigma-Aldrich®, 

Brasil). Suas respectivas soluções foram preparadas no momento de execução dos testes, 

dissolvendo-os primeiramente em 100 µL dimetilsulfóxido (DMSO) a 100% e utilizando água 

destilada esterilizada em quantidade suficiente para obter a concentração inicial de 1024 µg/mL. 

A partir desta concentração, foram feitas diluições seriadas em razão de dois até alcançar 

concentrações inferiores utilizando o próprio meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®, Brasil). 

 

4.3. Inóculo fúngico 

 

Para os ensaios de atividade antifúngica, foram utilizadas cepas de F. oxysporum 

isoladas de grãos de milho (FO 73, 105, 132, 134, 136 e 141) cedidas pela colaboradora Me. 

Juliana Moura Mendes Arrua do Centro Multidisciplinario de Investigacioneis Tecnológicas da 

Universidad Nacional de Asunción, San Lorenzo, Paraguai. Todas as cepas foram mantidas em 

tubos de ensaio contendo ágar batata dextrose inclinado sob refrigeração (8°C), no Laboratório 

de Bioquímica até o momento dos testes. 

As cepas fúngicas foram cultivadas em ágar batata dextrose (Difco®) a 28°C por 7 dias. 

As recentes colônias fúngicas foram cobertas com de solução salina estéril (NaCl 0,9 %), e as 

suspensões feitas por suaves agitações com auxílio de uma pipeta de transferência. A mistura 

resultante de conídios e fragmentos de hifas foi transferida para tubos de ensaio esterilizados. 

Após agitação de 15 segundos, cada suspensão foi deixada em repouso por 3-5 minutos e o 
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sobrenadante foi recolhido em tubos de ensaio estéreis. As densidades das suspensões de cada 

cepa foram ajustadas em espectrofotômetro a 530 nm para um valor de 68-70% de 

transmitância, a qual corresponde a um inóculo de aproximadamente 1-5 x 106 unidades 

formadoras de colônias em 1 mL (UFC/mL) (PETRIKKOU et al., 2001; CLSI, 2002). 

 

4.4. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

 

A determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) das drogas-teste foi realizada 

pela técnica de microdiluição, utilizando placas de microtitulação contendo 96 cavidades com 

fundo chato (CLSI, 2002). Em cada linha da placa, foram adicionados 100 µL das drogas-teste 

duplamente concentradas e diluídas em RPMI 1640. Em cada cavidade da placa, foram 

adicionados 100 µL do inóculo previamente preparado, diluído em RPMI 1640 na proporção 

1:50. Um controle fúngico foi realizado substituindo as drogas-teste por solução salina 

esterilizada (controle de crescimento). Um controle de esterilidade também foi realizado, 

colocando-se apenas o meio de cultura, sem o inóculo. Para verificar a ausência de interferência 

nos resultados pelo DMSO utilizado na preparação das soluções, foi feito um controle com 

DMSO na concentração 0,5%, usada para a solubilização das drogas acrescido do inóculo e do 

meio de cultura. As placas foram seladas e incubadas a 28°C por até 7 dias para a realização da 

leitura. Os valores de CIM foram determinados pela análise visual da inibição do crescimento 

em cada cavidade. A CIM é definida como a menor concentração das drogas-teste capaz de 

inibir 100% o crescimento fúngico observado nas cavidades.  

 

4.5. Estudos de associação de BSB15 com NaCl 

 

O efeito da associação do BSB15 com NaCl foi determinado pela técnica de 

checkerboard, utilizando placas de microtitulação contendo 96 cavidades com fundo chato. 

Diluições das soluções dos terpenos e sais (1/8CIM, 1/4CIM, 1/2CIM, CIM, 2×CIM, 4×CIM) 

foram feitas em RPMI 1640. Após isto, uma alíquota de 50 μL de NaCl foi adicionada nos 

poços da placa no sentido vertical e, em seguida, 50 μL de uma determinada diluição dos 

terpenos foram adicionados no sentido horizontal da placa. Por fim, foram adicionados 100 μL 

do inóculo diluído em RPMI 1640 (1:50). Desta maneira, foram obtidas misturas de diversas 
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concentrações de ambas as drogas. As placas foram seladas e incubadas a 28°C por até 7 dias 

para a realização da leitura das melhores concentrações que inibiram o crescimento do fungo. 

O índice da concentração inibitória fracionada (ICIF) foi calculado através da soma: CIFA + 

CIFB, onde A representa o BSB15 e B o NaCl. O CIFA = CIMA combinado/CIMA sozinho, 

enquanto que o CIFB = CIMB combinado/CIMB sozinho. O ICIF foi interpretado da seguinte 

maneira: sinergismo (< 0,5), aditividade (0,5-1,0), indiferença (> 1,0 e < 4,0) ou antagonismo 

(> 4,0) (LEWIS et al., 2002; CORREA-ROYERO et al., 2010). 

 

4.6. Efeitos sobre o crescimento micelial 

 

A análise da interferência das drogas-teste sobre o crescimento micelial foi realizada 

pela medição do crescimento micelial radial em meio sólido. Para isto, inicialmente foram 

preparadas placas de Petri com 10 mL de agar Sabouraud dextrose (Difco®) acrescido das 

drogas-teste em diversas concentrações múltiplas de CIM. Em seguida, um fragmento de 

aproximadamente 5 mm do micélio das cepas fúngicas recém cultivadas foram colocadas no 

centro da placa contendo o ASD. Um controle negativo foi também realizado na ausência 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 (KHAN; AHMAD, 2011). 

 

 

4.7. Contaminação em grãos de milho 

 

Foram utilizados dois grupos de grãos de milho: grãos para consumo humano cedidos 

pela Secretaria de Agricultura de Cuité e grãos para consumo animal (ração) fornecidos pela 

CONAB, entre os meses de maio e julho de 2016. As sementes de milho sem doenças aparentes 

foram secas a 40ºC por 48 horas, uma condição recomendada durante os períodos de estoque 

das sementes antes do consumo. As sementes saudáveis de cada grupo de milho (300 g) foram 

acondicionadas em erlenmeyers âmbar e autoclavadas por 15 minutos a 121ºC em dois dias 

consecutivos e guardadas a temperatura ambiente até o momento dos testes (DAMBOLENA et 

al., 2010).  
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Para avaliar os efeitos inibitórios das drogas-teste sobre a contaminação in vivo, as 

sementes previamente autoclavadas foram imersas (200 µL) no inóculo fúngico (106 UFC/mL) 

por 1 minuto, em tubos de ensaio estéreis. Após isso, houve a divisão da seguinte forma, em 3 

grupos teste (NaCl; terpeno isolado; associação de NaCl + terpeno) e um controle, contendo 10 

sementes cada. Nos grupos teste, adicionou-se diferentes concentrações das drogas-teste 

(BSB15 na CIM, BSB15 1/2CIM, BSB15 1/4CIM, BSB15 1/8CIM, BSB15 1x2CIM, BSB15 

1x4CIM; assim como para NaCl na CIM, NaCl 1/2CIM, NaCl 1/4CIM, NaCl 1/8CIM, NaCl 

1x2CIM, NaCl 1x4CIM) e associações (NaCl + BSB15 em concentrações de 1/8CIM, 1/4CIM, 

1/2CIM, CIM, 1x2CIM). E nos grupos controle, adicionou-se água destilada estéril. Após isso, 

todas as placas foram seladas e incubadas a 28ºC por 7 dias para determinar a incidência de 

sementes de milho contaminadas e não-contaminadas em todos os grupos. Para identificar a 

incidência de contaminação de sementes sem sinais de contaminação aparente após o 

tratamento, as sementes foram transferidas para placas de Petri (10 sementes por placas) e 

incubadas a 28ºC por 7, 14 e 21 dias. Já para determinar a presença de unidades formadoras de 

colônias (UFC) viáveis, uma alíquota de 10 microlitros do líquido de conserva foi retirada e 

transferidas para placa de Petri com agar saboraud dextrose e incubada durante 5 dias para 

análise de crescimento fungico. Após incubação do milho, uma colônia fúngica foi analisada 

morfologicamente para identificar a presença do fungo em questão (MENNITI et al., 2010).  

 

4.8. Análise estatística 

 

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

ensaios que avaliaram os efeitos das drogas-teste sobre o crescimento micelial e contaminação 

dos grãos de milho foram expressos como média  desvio padrão (DP). A avaliação estatística 

destes resultados foi feita empregando-se o teste t não pareado, onde determinou-se diferenças 

significantes, quando um valor de p<0,05. 

 

 

 

 



34 
 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Com objetivo de determinar o potencial antifúngico de BSB15, os diversos ensaios 

foram realizados para obter a relação de suas concentrações capazes de exercer o efeito protetor 

inibitório. Os valores da CIM para o BSB15 e NaCl frente as cepas de F. oxysporum estão 

expostos na Tabela 1. BSB15 conseguiu inibir o crescimento das cepas testadas nas 

concentrações que variaram de 128 a 1024 μg/mL, porém, se mostrou mais eficaz, apresentando 

menor valor de CIM quando comparado ao NaCl.  

As cepas F. oxysporum 132, 134, 136 e 141 se mostraram mais sensíveis, uma vez que 

tiveram seu crescimento inibido quando exposta a 128 μg/mL de BSB15, enquanto todas as 

demais cepas apresentaram inibição de crescimento quando expostas a concentrações maiores 

do mesmo.  Em relação ao controle (ausência de droga), houve crescimento de F. oxysporum 

em todas as cepas. O DMSO não impediu o crescimento fúngico na concentração testada. 

 

Tabela 1: Concentração inibitória mínima (CIM) de BSB15 e NaCl frente a cepas de 
Fusarium oxysporum. 

Cepas BSB15 (µg/mL)*        NaCl (µg/mL)*    

Fusarium oxysporum 73 256 16384 

Fusarium oxysporum 105 1024 16384 

Fusarium oxysporum 132 128 16384 

Fusarium oxysporum 134 128 16384 

Fusarium oxysporum 136 128 16384 

Fusarium oxysporum 141 128 16384 

*Média geométrica de três experimentos 
 

De acordo com Perricone et al., (2015), ensaios feitos com produtos naturais podem se 

apresentar bastante eficientes no controle de fungos, onde a determinação da CIM se torna 

necessária para avaliar quantidades mínimas que controlem os mesmos. Na CIM, os produtos 

naturais causam suficiente estresse na célula do fungo, inibindo seu crescimento. Relata-se 
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também que moléculas lipofílicas como terpenos podem facilmente penetrar a célula fúngica, 

alterando a funcionalidade da membrana plasmática. 

Em estudos realizados anteriormente, presentes na literatura, há relatos da atividade de 

BSB15 contra outros microrganismos, onde o mesmo apresentou uma promissora atividade 

antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Candida albicans, embora tenha exibido 

menor atividade contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Escherichia coli (DUKE, 

2002; VAN ZYL, 2006).  

Quando se trata de utilização de óleos essenciais e seus componentes em matriz 

alimentar, as concentrações destes compostos não podem atingir altos valores de CIM, visto o 

risco de alteração das propriedades sensoriais do alimento. Como resposta à esta necessidade, 

muitas pesquisas focam para o desenvolvimento de combinações inteligentes de diferentes 

compostos, onde os tratamentos com estes produtos atinjam os níveis de segurança, manutenção 

das qualidades do alimento e redução das concentrações necessárias para alcançar suas 

propriedades antimicrobianas (CHERRAT et al., 2014; PERRICONE et al., 2015). 

Em estudos de associação, as variadas concentrações de BSB15 e NaCl que foram 

testadas em conjunto, tiveram o intuito de observar estas possíveis diminuições nos valores da 

CIM. Como resultado a isto, observou-se um aumento da atividade do BSB15 associado ao 

NaCl, com significativa redução nos valores de CIM, representando um sinergismo (ICIF = 

0,25), mesmo tratando-se de valores subinibitórios (1/8CIM, 1/4CIM, 1/2CIM) no ensaio in 

vitro, como pode ser observado na tabela 2.  

 

Tabela 2: Valores de CIM (µg / mL) de BSB15 e NaCl e o efeito da associação contra 

Fusarium oxysporum 134. 

Drogas CIM isolado CIM associado ICIF 

BSB15 128 16 
0,25 (sinergismo) 

NaCl 16384 2048 

*Média geométrica de três experimentos. Índice da concentração inibitória fracionada (ICIF) 

 

A eficácia limitada da monoterapia torna a combinação de drogas um alvo para 

desenvolvimento de novos métodos, no intuito de obter estratégias promissoras para melhorar 
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a eficácia geral e diminuir possíveis interferências na matriz alimentar. O sinergismo representa 

uma interação positiva quando o efeito das substâncias combinadas é maior que a soma dos 

efeitos individuais, com potenciais benefícios que vão desde ação dos efeitos antifúngicos por 

diferentes mecanismos, expansão do espectro de ação, menor dosagem e diminuição de 

resistência (LIU et al. 2014; FINQUELIEVICH et al., 2014; MACWAN et al., 2016; CHANG 

et al. 2017). 

Considerando que as associações das drogas em concentrações subinibitórias foram 

eficazes em inibir o crescimento fúngico, estes valores foram utilizados posteriormente nos 

ensaios de crescimento micelial e contaminação de grãos de milho. Todos os valores 

subinibitórios, quando em associação, foram eficientes na inibição do crescimento do F. 

oxysporum, quando comparado ao controle (p<0,05). 

Os resultados dos ensaios de crescimento micelial estão expostos na figura 3. 

Considerando o último dia da análise (dia 5), BSB15 isolado e associado com NaCl inibiram o 

crescimento micelial quando comparado ao controle (p<0,05). Este mesmo efeito não foi 

observado no caso da utilização do NaCl quando isolado (p>0,05). 

 

Figura 3: Efeito inibitório do BSB15, NaCl e suas associações sobre o crescimento micelial 

de Fusarium oxysporum 134. 
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O micélio é caracterizado como um conjunto de células que formam hifas septadas, 

encontradas no interior ou na superfície do meio de crescimento, quando cultivada em 

laboratório. Considerando que o crescimento do micélio representa o crescimento fúngico, e 

considerando também que este crescimento, quando em matriz alimentar, não gera boa 

impressão, visto que um alimento com alterações nas aparências não será consumido, o BSB15 

associado ao NaCl se mostra eficiente na diminuição deste crescimento radial do micélio, onde 

se sugere que etapas necessárias para formação do mesmo estejam sendo interferidas pela 

presença das drogas (LIU et al., 2007). 

Posteriormente, em ensaios realizados com grãos de milho artificialmente 

contaminados, o tratamento com BSB15 e NaCl associados (1/8CIM ou 1/4CIM), não 

conseguiu controlar o patógeno. Dessa forma, a associação de BSB15 (1/2CIM) e NaCl 

(1/2CIM) se mostrou eficiente quando comparado ao controle (Figura 4 A), inibindo o 

crescimento de F. oxysporum no grão de milho humano e animal (p<0,05), resultado 

semelhante aos obtidos com a associação das drogas na CIM (Figura 4 B), como pode-se 

observar na figura 5. As drogas isoladas nas respectivas CIM não diferiram do controle 

(p>0,05), com exceção do milho humano tratado com BSB15 na CIM. 

 

Figura 4: Sistema de conserva líquida com BSB15 e NaCl e suas associações frente ao 

desenvolvimento de Fusarium oxysporum 134 em grãos de milho humano e animal. 

    

A: BSB15 (1/2CIM) e NaCl (1/2CIM). B: BSB15 (CIM) e NaCl (CIM). 

A B 
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Figura 5: Efeito inibitório de BSB15 e NaCl e suas associações frente ao desenvolvimento 

de Fusarium oxysporum 134 em grãos de milho humano (A) e animal (B). 

A)                                                                  B) 

 

*p<0,05 quando comparado ao controle (teste t não pareado) 

 

O alto valor nutricional e energético dos grãos de milho justificam a grande incidência 

de doenças fúngicas nele presente, com consequente produção de micotoxinas e formação de 

radicais livres, afetando diretamente sua produção (OLIVEIRA et al., 2017). Dessa forma, 

alternativas naturais e seguras do ponto de vista sanitário e ambiental, com efeitos fungicidas 

ou fungistáticos, se tornam consideráveis em substituição a aditivos sintéticos (PERRICONE 

et al., 2015; GUERRA et al., 2017; RIBEIRO-SANTOS et al., 2017). 

Quanto ao líquido de conserva dos grãos de milho, a análise do mesmo indica que as 

drogas isoladas ou associadas não apresentaram efeito fungicida, e sim fungistático, foi 

observado que todos os grupos-teste demonstraram menores valores de células viáveis 

(LogUFC/mL) do que o controle (p<0,05), como podemos observar na figura 6.  

A partir dos estudos realizados, podemos observar que o BSB15 se apresenta como 

alternativa potencial, em substituição dos aditivos químicos, para o controle da deterioração do 

F.oxysporum. Os caráteres lipofílicos de seu esqueleto de hidrocarbonetos junto ao seu caráter 

hidrofílico de seus grupos funcionais são de principal importância antifúngica (KAMATOU e 

VILJOEN, 2010; MACWAN et al., 2016).  
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Figura 6: Efeito inibitório de BSB15 associado a NaCl, frente ao desenvolvimento de 

Fusarium oxysporum 134 no líquido de conserva de milho humano (A) e animal (B), 

respectivamente. 

 

A)                                                         B) 

 

*p<0,05 quando comparado ao controle (teste t não pareado) 

 

 

Calo et al., (2015), em seus estudos, afirmam que métodos adicionais para aumentar a 

atividade de produtos naturais inclui aumento do teor de sal, resultando em melhor rendimento 

da atividade das drogas, similar aos achados no presente trabalho, onde podemos observar que 

a associação de BSB15 e NaCl é evidentemente sinérgica e torna-se um fato relevante, 

principalmente por conseguirmos menores concentrações efetivas de NaCl, visto que há uma 

inviabilidade do uso de quantidades elevadas de sal nos alimentos, mesmo quando se trata de 

meios de conservas. 

Outros relatos a respeito de utilização de métodos combinatórios entre produtos naturais 

potencialmente antifúngicos e sais são encontrados na literatura, onde os autores afirmam a 

viabilidade dessas estratégias, havendo redução da CIM e ainda combatendo a resistência 

microbiana (CHERRAT et al., 2014; PIPPI et al. 2015, RM MACHADO et al. 2016; MORAES 

et al. al. 2016; DANIELLI et al. 2017).  

Apesar de vários estudos terem sido realizados in vitro para a avaliação das propriedades 

antifúngicas de alguns OEs, poucos estudos relataram sua bioatividade em matriz alimentar. 

Segundo TYAGI et al., (2014), quando se trata da matriz alimentar em si, notou-se que as 
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concentrações das substâncias antifúngicas não são tão eficazes quanto nos ensaios in vitro, 

mesmo quando associadas. Além do mais, alguns componentes alimentares como gorduras, 

hidratos de carbono, proteínas, sais e até o pH podem reduzir os efeitos dos antimicrobianos. 

De fato, o mesmo efeito observado nos ensaios in vitro é conseguido na matriz de alimentos 

somente com concentrações mais altas, como pode ser visto no presente trabalho. 

Ainda se sabe que mesmo os óleos essenciais e seus componentes sendo lipofílicos, os 

fatores intrínsecos e extrínsecos como altas concentrações de gorduras e proteínas em 

alimentos, podem também proteger os microrganismos, fornecendo-os uma camada protetora 

(PERRICONE et al., 2015; MACWAN et al., 2016). 

Em relação ao exposto, podemos observar que mesmo havendo necessidade de aumento 

das concentrações de BSB15 e NaCl nos estudos em matriz alimentar, a interação entre as 

drogas se apresentou relevante (p<0,05), onde os valores subinibitórios (1/2CIM) ainda se 

mostraram suficientes para o controle do patógeno no grão de milho para consumo humano e 

animal.  
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6. CONCLUSÃO 

 

Diante dos resultados observados, é possível concluir que o BSB15 se mostrou eficaz 

no controle do Fusarium oxysporum, porém a aplicação de tecnologias que venham a reduzir a 

sua CIM torna-se benéfica por se tratar de matriz alimentar. Dessa forma, a associação de 

produto natural com NaCl demonstrou sinergismo, onde em concentrações subinibitórias, 

impediu o crescimento micelial fúngico in vitro e em grãos de milho artificialmente 

contaminados por F. oxysporum. 

 Com relação aos ensaios in vivo, conclui-se que as características do próprio alimento 

possivelmente podem interferem na atividade das drogas, ocorrendo uma resistência do fungo 

ao BSB15, mesmo quando associado ao NaCl, onde se fez necessário a aplicação de maiores 

concentrações do produto natural e do sal para obter a mesma atividade antifúngica. Os valores 

subinibitórios da associação (1/2CIM) permaneceram eficientes na garantia de impedir o 

possível crescimento do fungo no grão de milho e posteriormente o adoecimento do mesmo. 

 Tendo em vista a possível utilização do BSB15 e NaCl no grão de milho, para controle 

do microrganismo, novos ensaios para avaliar efeitos também sinérgicos em outras matrizes 

alimentares também serão necessários. Além disso, por se tratar de componentes de óleos 

aromáticos, possíveis alterações em aspectos sensoriais são consideradas, relevantes 

principalmente por tratarmos de ensaios em alimentos, necessitando também de investigações 

futuras quanto a possíveis interferências que estes produtos podem causar. 

Por fim, considerando o potencial tecnológico deste estudo, e a eficiência que o BSB15 

proporciona na proteção de matriz alimentar contra infestações por F. oxysporum, quando 

associado ao NaCl, voltado também para uma alternativa sustentável, este trabalho possibilitou 

a geração de uma patente. A mesma foi registrada no dia 27 de novembro de 2018, com número 

de registro BR 10 2018 074391 0, e intitulada como Composição Antifúngica para Controle de 

Doenças Fitopatogênica Composta de Mistura de BSB15 e NaCl.  
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