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RESUMO

BASTOS, Silvana Maria Batista. Estudo da atividade antifingica do Netrix sobre cinco
espécies flingicas e superficie interna de um silo. 2010. 46p. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

O desenvolvimento de fungos em paises situados em regides tropicais ¢ propiciado pelas
condigdes psicométricas do ar ambiente, portanto ¢ importante dispensar atencao ao estudo do
controle desses microrganismos tanto em alimentos como nas instalagdes de processamento e
armazenamento dos mesmos, tendo em vista que a ingestdo de produtos contaminados por
fungos pode estar associada a presenca de micotoxinas, substancias toxicas que podem causar
danos a saude de humanos e animais, podendo vir a ser letal dependendo da quantidade
ingerida. Considerando a grande importancia deste controle, este trabalho investigou, in vitro
e in locus, a agdo antifingica de um produto a base de compostos quimicos organicos,
presente na maioria dos 6leos essenciais, o qual recebeu a denominacdo de Netrix. O teste in
vitro foi realizado em cinco espécies de Aspergillus, A. carbonarius, A. flavus, A. niger, A.
ochraceus e A. parasiticus, através do método de plaqueamento em superficie, em meio Agar
Extrato de Malte, onde se observou o efeito inibitoério do produto sobre o desenvolvimento
dos fungos e o teste in locus foi feito por contagem de unidades formadoras de colonias em
amostras coletadas da superficie interna do prototipo de um silo, antes e apos tratamento com
o produto, pelo método de Plaqueamento em Superficie, em meio Agar Dicloran Rosa de
Bengala Cloranfenicol. Em ambos os testes submeteu-se as placas a incubagdo de 25°C. As
colonias detectadas antes do tratamento, nao foram encontradas apos aplicagdao do produto. Os
resultados dos ensaios realizados demonstraram a eficiéncia do produto, tanto in vitro, como
in locus.

Palavras chave: fungos, Aspergillus, armazenamento.



ABSTRACT

BASTOS, Silvana Maria Batista. Study of the antifungal activity of Netrix on five fungal
species and the inner surface of a silo. 2010. 46p. Dissertation (Master of Science and Food
Technology). Institute of Technology, Department of Food Technology, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

The development of fungi in countries located in tropical regions is made possible by the
psychometric conditions of ambient air, so it is important to give special attention to study the
control of microorganisms both in the food as food processing and storage, the ingestion of
products contaminated by fungi may be associated with the presence of mycotoxins, toxic
substances that can damage the health of humans and animals and could be lethal depending
on the amount ingested. Considering the great importance of controlling fungi in food, this
study investigated, in vitro and in locus, the antifungal effect of a product based on organic
chemical compounds called Netrix. The test in vitro carried out in five species of Aspergillus,
A. carbonarius, A. flavus, A. niger, A. ochraceus and A. parasiticus, through the method of
plating surface in culture Medium Malt Extract Agar, where we observed the inhibitory effect
of the product on development of fungi and the test in locus by counting of colony forming
units in samples collected from the inner surface of the prototype of a silo, before and after
treatment with the product, through the method surface plating in culture medium Dichloran
Rose Bengal Chloramphenicol Agar. In both tests the plates were incubated at 25 ° C. The
colonies detected before treatment, after application of the product were not found. Test
results have shown the efficiency of the product, both in vitro and in locus.

Key words: fungi, Aspergillus, storage.
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1 INTRODUCAO

O Brasil, por se situar em uma area tropical apresenta clima e condigdes
psicrométricas do ar que favorecem o desenvolvimento de fungos. Estes seres estdo
amplamente distribuidos no meio ambiente. Na agricultura em condig¢des propicias para sua
multiplica¢do podem contaminar desde a semente até os graos, inclusive equipamentos e
instalagdes de armazenagem, podendo causar problemas a satde publica, portanto torna-se
importante a atencao dispensada ao estudo do combate destes organismos.

Os fungos sdo os principais microorganismos presentes em armazenamento, Seus
esporos podem ser disseminados de diversas maneiras: pelo vento, pela chuva, por insetos,
ferramentas, utensilios agricolas, colhedoras, entre outros. Pela grande dispersao natural dos
esporos, pode-se dizer que os fungos estdo presentes praticamente em qualquer local e em
condigdes favoraveis do meio, estes esporos podem germinar e se multiplicar.

Em uma condi¢do ideal de armazenagem, o ambiente abiotico € alteravel, ainda que
lentamente, os niveis de temperatura, umidade relativa, CO, e O, sobem e descem, qualquer
variagdo anormal em qualquer um dos fatores pode originar condi¢des favoraveis ao
crescimento desses microorganismos.

O Brasil ¢ considerado o celeiro do mundo devido a grande quantidade de graos que
produz, sendo os principais em ordem decrescente de produgdo soja, milho, arroz, trigo,
feijao, sorgo e amendoim.

Existe todo um processo de beneficiamento, o qual engloba desde o recebimento até o
armazenamento dos graos, esse sistema deve ser realizado de modo que ndo ocorra
contaminacdo do produto, visando assegurar a qualidade final do mesmo, porém esta
condigdo s6 sera garantida se houver um cuidado no controle da contaminacao, ndo somente
dos graos como também dos equipamentos e instalagdes de armazenagem.

A presenca de fungos potencialmente toxigénicos em armazenamento pode
contaminar os graos, que ddo origem as racdes, as quais ao serem ingeridas por animais
podem ser veiculos para levar as toxinas aos seus produtos alimenticios, como carnes, ovos,
leite e vir a chegar até a mesa do consumidor.

A natureza nos fornece a maioria das substancias organicas conhecidas,
principalmente por meio dos vegetais, os quais t€ém contribuido de maneira significativa para
o fornecimento de substancias uteis a humanidade, entre elas encontram-se os monoterpenos e
sesquiterpenos, presentes nos 0leos essenciais, 0s quais possuem agao antifingica.

A procura de agentes antifungicos tem sido extensiva, tanto de substancias quimicas,
como bioldgicas, entre estas as mais estudadas nas ultimas décadas sdo os 6leos essenciais,
por serem substancias naturais, constituidas de compostos quimicos organicos, portanto mais
adequados para serem utilizados na area de alimentos do que certas substancias quimicas
inorganicas, pois estas podem apresentar efeitos toxicos e deixarem residuos nos produtos
alimenticios.

O grande desafio da pesquisa nesta linha, consiste em estudar produtos que além de
possuirem poder antifungico, ndo causem danos a saude humana e de animais e ainda possam
ser viaveis sob o ponto de vista econdmico e ambiental.

Levando em consideragdo o exposto anteriormente a presente dissertacdo apresenta
como objetivo geral investigar a atividade antifingica e a volatilidade de um produto a base
de compostos quimicos organicos sintéticos, similares aos presentes na maioria dos oleos
essenciais, que recebeu o nome de Netrix. Para tanto, ao longo do trabalho foram realizados
ensaios e analises com 0s seguintes objetivos especificos:

1. Testar o produto in vitro cinco espécies fungicas do género Aspergillus;



2. Testar in locus na superficie interna de um prot6tipo de silo;

3. Verificar a volatilidade do produto através de analises cromatograficas.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Producio de Graos

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) a safra atual brasileira
de graos (cereais, leguminosas e oleaginosas), correspondente a 2008/2009 foi de 136,7
milhdes de toneladas, comparando a safra de 2007/2008, que foi de 144,1 milhdes de
toneladas, houve uma redugdo de 7,52 milhdes de toneladas. Esta redugdo ¢ explicada pela
quebra de produgdo do milho 1* safra (6,0 milhdes de toneladas) e da soja (2,4 milhdo de
toneladas) decorrente de clima adverso, sobretudo da estiagem ocorrida nos Estados do
Parana, Rio Grande do Sul e de Mato Grosso do Sul. Vale lembrar que o inicio das chuvas,
nesta safra, foi retardado em toda a regido Centro-Sul do Pais, situagdo esta, que retardou o
plantio do milho 2* safra, sobretudo nos Estados do Parand e de Mato Grosso,
respectivamente o primeiro € o segundo maior produtor da cultura (CONAB, 2009).

Apesar da expressiva produgao brasileira de graos e do aumento da capacidade estatica
averiguada nos ultimos anos, a rede armazenadora brasileira, continua ainda deficiente tanto
em relagdo a sua distribuicdo espacial quanto a modalidade de manuseio da producdo
agricola, com capacidade de armazenar cerca de 22 milhdes de toneladas de graos,
convencional. (SILVA et al., 2008a).

2.2 Importancia do Armazenamento de Alimentos

Em paises com grandes extensdes territoriais deve-se priorizar a regularidade do
abastecimento de alimentos e matérias-primas agricolas que fazem parte do consumo diario
da populagdo (SILVA et al., 2008a). As redes armazenadoras ao receber a producao que nao
encontra consumo imediato, formam os estoques que permitem a distribui¢do cronoldgica dos
produtos e impedem as flutuagdes dos precos, que resultam das safras e entressafras. Estas
redes de armazenamento ao receberem a producao devem conserva-la em perfeitas condigdes.
Para a agricultura a rede armazenadora ¢ indispensavel para o incentivo da producao, para o
consumidor ¢ um dos principais fatores para a estabilizagdo dos pregos, além de garantir o
abastecimento normal (PUZZI, 2000).

O objetivo da armazenagem € preservar as qualidades fisicas, sanitdrias e nutricionais
dos produtos agricolas, pos-colheita. Os fatores que influenciam a boa conservagdo desses
produtos sdo a temperatura versus umidade relativa do ar e temperatura versus umidade do
produto. Além desses as caracteristicas estruturais e de higiene das instalagdes sdo fatores
indispensaveis para atingir as boas praticas de armazenagem (SILVA et al., 2008a).

Diversos fungos de armazenamento sdo encontrados em grande nimero em armazéns,
moinhos, silos, moegas, elevadores, equipamentos e lugares onde os produtos agricolas sao
armazenados, manuseados e processados. Podendo causar danos ao produto se as condi¢des
de armazenagem forem improprias & manutengdo da qualidade do produto (MALMANN
etal., 1994).

Em relacdo aos graos, no momento em que a célula de armazenamento estiver sendo
carregada, estes poderdo variar em temperatura e contetido de umidade, devido a variagdes de
maturidade, condi¢des climaticas e variagdo de secagem. Por¢des de grios quentes e
deterioradas podem ser criadas dentro do silo, mesmo que a condi¢gdo média da massa de
graos possa ser considerada adequada (SILVA et al., 2008b). Esta situagdo comentada por
este autor pode levar a uma contaminagado do silo por fungos, portanto a assepsia do silo entre
um carregamento e outro ¢ muito importante.

O controle quimico das pragas nos produtos armazenados ¢ feito com fumigantes
liquefeitos (bissulfeto de carbono, entre outros) ou solidificados, a exemplo da fosfina.



Entretanto, a utilizagdo indevida da fosfina levou ao surgimento de populacdes de insetos
resistentes ¢ a detecgdo de residuos em graos e sementes expurgados com alto teor de
umidade (FARONI, 1997). Os inseticidas quimicos geraram efeitos negativos aos seres

humanos, devido a sua alta capacidade de bioacumulagdo e seu poder residual prolongado
(IANNACONE et al., 2005).

2.3 Rede Armazenadora Brasileira

Segundo Silva et al. (2008a) a rede armazenadora brasileira , do seu surgimento até a
década de 70, concentrou-se no litoral e s6 avangou para o interior em condigdes muito
especiais, conforme a cultura. Sua modalidade voltou-se para conservagdo em sacaria,
somente a partir dos anos 70 que foi adotado o sistema de armazenagem a granel. Em 2005
correspondia a 51% do total e em 2006 segundo a CONAB ja representava 78%.

2.3.1 Unidades de armazenagens a granel

Silos sdo células individuais que podem ser construidas de chapas metalicas, de
concreto ou de alvenaria, geralmente em forma cilindrica, possuindo ou ndo sistema de
aeracdo. Quando sdo agrupados em uma unica unidade de recebimento e processamento, sao
denominados “bateria”. Dependendo da relagdo que apresentam entre a altura e o didmetro
podem classificar-se em verticais e horizontais. Os verticais se forem cilindricos podem
possuir o fundo em forma de cone, para facilitar a descarga (SILVA et al., 2008c).

Em uma bateria o produto entregue em caminhdes, inicialmente ¢ pesado e em seguida
¢ procedida a descarga da massa na moega de recepgao onde € transportada por sistemas de
elevadores que podem ser de canecas ou pneumaticos e transportadores horizontais, para as
células de estocagem, a saida ¢ realizada por um transportador horizontal inferior, a descarga
do produto a partir das células de estocagem ¢ feita por gravidade, também por gravidade ¢
despejado nos caminhdes ou vagdes, que ao deixarem o silo sdo novamente submetidos a
pesagem.

Os silos metalicos sdo de média e pequena capacidade, construidos de chapas lisas ou
corrugadas, de ferro galvanizado ou aluminio, os de ferro galvanizado sdo pintados de branco
para evitar a intensa radiacdo solar. Para carregamento e descarga sdo usados equipamentos
metalicos que podem ser portateis, empregando-se elevadores de cagamba, helicoidais ou
pneumaticos. Nos silos de fundo chato o equipamento pneumatico facilita a operagdo de
descarga (PUZZI, 2000).

A movimentacao interna em uma unidade armazenadora pode ser classificada em trés
grupos, transportes verticais, horizontais ou inclinado, com o emprego de diversos
equipamentos assim designados: elevador de caneca ou cagamba; transportador por
gravidade; correia transportadora; rosca sem fim ou helicoidal; transportador de corrente ou
REDLER; transportador pneumatico (PUZZI, 2000).

Elevador de caneca ou cagamba ¢ um equipamento utilizado para transportar material
granular ou pulverulento em posi¢do vertical ou com pequena inclina¢do, constituido das
seguintes partes: cabeca; mddulos do corpo; pé ou base; correia ou corrente; canecas ou
cagambas. O transporte do produto ¢ efetuado pelo acondicionamento em cagambas ou
canecas fixadas em correias ou correntes. As cagambas podem ser constituidas de metal,
plastico ou fibra de vidro. A principal caracteristica operacional deste tipo de transportador ¢ a
elevagdo do produto a uma altura que possibilite a distribuicdo por gravidade, por meio de
condutos especiais, a carga do elevador ¢ feita na sua base ou pé (SILVA et al., 2008d).

Os transportadores por gravidade ndo utilizam uma fonte motora, o fluxo ¢ realizado
através de queda livre, planos inclinados, calhas ou tubulagdes fechadas (PUZZI, 2000).



A correia transportadora € composta por uma correia sem fim de lona ou borracha
operando entre duas polias, ¢ empregada para o transporte horizontal. Para o transporte de
cargas pesadas, ou a grandes distancias a correia deve ser apoiada em rolos, os quais t€m uma
grande vantagem de impedir atrito (PUZZI, 2000).

Transportador helicoidal consiste de um helicoide montado em um eixo que, ao girar
transporta o produto, pode ser fixo ou portatil. Na maioria das vezes opera dentro de
condutores, calhas em forma de U ou tubos metdlicos. As roscas sem fim que operam livre
sdo chamadas de roscas varredoras e sdo empregadas em silos de fundo plano, fazendo chegar
os graos até o canal coletor, moega (PUZZI, 2000).

Os transportadores de corrente ou “Redler” consistem em uma corrente que se move
sobre uma superficie metalica, arrastando os graos, a corrente também ¢ sem fim, como nos
transportadores de correia. O transportador de corrente opera no interior de caixas fechadas,
impedindo a saida de pd para a parte externa, eliminando assim a possibilidade de poluir o
ambiente (PUZZI, 2000).

Os pneumaticos sao utilizados para transportar diferentes tipos de materiais em dutos
fechados por meio de fluxo de ar em alta velocidade, como vantagens apresentam baixo custo
inicial, simplicidade mecanica, percurso de transporte inico ou ramificado, facilidade na
variagdo da trajetoria e seu sistema ¢ auto limpante. De acordo com as caracteristicas de
funcionamento pode ser classificado em trés sistemas: sistema por sucgdo; sistema por
pressdo e sistema combinado de succao e pressdao. O Sistema por Sucgdo opera com pressao
abaixo da pressdo atmosférica, muito utilizado na descarga de caminhdes, vagdes e barcos e
no transporte de materiais cuja textura dificulta a fluidez através de outros tipos de
transportadores. O sistema por pressdo trabalha com pressdao acima da pressao atmosférica e o
sistema combinado de suc¢do e pressdo ¢ o sistema mais comum no qual o transporte ¢é
realizado parte por succdo e parte por pressao (SILVA et al., 2008d).

Armazéns graneleiros sao unidades armazenadoras horizontais, de metal, alvenaria ou
concreto, podem apresentar fundo chato, em V ou W, construidos no nivel do solo ou semi-
enterrados e tem o objetivo de armazenar o produto por mais tempo € na maioria dos casos
representam menor investimento que o silo, para uma mesma tonelagem estocada (SILVA
et al., 2008c). Apresentam ainda outras vantagens, como, manipulagdo de quantidades e tipo
de produtos variaveis, simultaneamente; individualizacdo de produtos dentro de um mesmo
lote; e em caso de deterioragdo, pode-se remové-la sem a deterioragdo de todo o lote.

2.3.2 Unidades de armazenagens convencionais

Os armazéns convencionais s3o de um unico compartimento, apresentam fundo chato,
os produtos sdo armazenados em blocos individualizados de acordo com a sua origem e
caracteristicas. Podem ser construidos em alvenaria, estruturas metalicas ou mistas e devem
apresentar as caracteristicas técnicas necessarias a boa armazenagem, como ventilacdo,
impermeabilizagdo do piso, iluminacdo e pé direito adequado (SILVA et al., 2008c).

2.4 Micotoxinas e Fungos Toxigénicos

Alguns fungos podem produzir metabdlitos secundarios, esses fungos sdo
denominados fungos toxigénicos e os metabolitos, micotoxinas (SABINO et al., 1982). A
presenca de fungos nos alimentos pode diminuir o valor nutritivo das proteinas, por hidrolise
das mesmas, além de prejudicar o seu aspecto externo (FONSECA, 2003).

As micotoxinas de interesse em saude publica e agricultura sdo aflatoxinas,
ochratoxinas, tricotecenos, zearalenona, fumonisinas e os alcaldides de ergots, as quais sao



responsaveis por prejuizos de milhdes de ddlares anuais tanto em satide humana e animal,
como na produgdo agricola (HUSSEL; BRASEL, 2001).

No grupo das micotoxinas as mais encontradas em graos sao as aflatoxinas B1, B2, G1
e G2 (HILL et al., 1983; KUMEDA; ASAO, 2001), essas micotoxinas tém sido
freqlientemente encontradas em milho amendoim, feijdo, arroz, trigo, sementes de algodao,
sorgo, especarias e frutas (CORREA, 2000), as quais sdo produzidas principalmente por cepas
de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus (ANGLE et al., 1982). Segundo Scussel
(1994) as aflatoxinas t€ém ponto de fusdo alto, sdo estaveis ao calor sendo decompostas a
temperatura de cerca de 220 °C.

O género Aspergillus consta de fungos toxigénicos, causadores de deterioragdo em
graos e sementes, sao saprofitos cosmopolitas de disseminagao facil por seus esporos leves e
secos. Sao xerofilicos ou xerotolerantes, ou seja, podem crescer em baixo potencial de agua,
sendo os primeiros a se desenvolverem nas condi¢des de baixa umidade dos graos e sementes
assim facilitando o desenvolvimento de outros géneros que necessitam de mais umidade
(PUZZI, 2000).

As micotoxicoses foram responsaveis por importantes epidemias em homens e
animais, o “‘ergotismo” matou dezenas de milhares de pessoas na Europa nos tltimos 1000
anos; a aleucia toxica alimentar (ATA) foi responsavel pela morte de milhares de individuos
na antiga Unido Soviética na década de 30 e a aflatoxicose matou 100.000 perus na Inglaterra
em 1960 e tem causado doencas e mortes em outros animais ¢ também no homem
(ANDRADE, 2004).

Segundo Forsythe (2002) as micotoxinas podem provocar quatro tipos de toxidade:
aguda, provocando danos nos rins ou figado; cronica, resultando em cancer de figado;
mutagénica, causando danos no DNA; teratogénica originando cancer em embrides. De
acordo com Corréa (2000) os microfungos podem causar trés tipos de manifestagdes clinicas
no homem e animais, infec¢des ou doencgas decorrentes da invasdo de um tecido vivo; alergias
ou reacdes de hipersensibilidade e toxicoses: intoxicagdes resultantes da ingestao de
alimentos ou ragdes contendo metabolitos toxicos.

Hussel e Brasel (2001) constataram através de estudos em animais que as aflatoxinas
se ligam ao DNA e induzem efeitos mutagénicos, carcinogénicos, diminui¢ao da funcao das
células T e da imunidade celular.

2.5 Legislacao

Diversos paises adotaram limites de tolerancia para toxinas em produtos destinados ao
consumo humano a partir da descoberta das aflatoxinas em 1960. O Brasil em 1977
estabeleceu o limite de 30pg.Kg" para o somatoério das fragdes B; e G, abrangendo qualquer
tipo de alimento, todavia a Portaria n® 183 de 1996 do Ministério da Agricultura e do
Abastecimento estabelece um limite de 20ug.Kg” para Aflatoxinas B; + B, + G| + G, e um
limite maximo de 50ug.Kg" para ragdo animal (BRASIL, 1977, 1996).

Sao apresentados na Tabela 1 os niveis de toxinas permitidos em alimentos e ragdes
em diversos paises conforme legislagdes especificas.



Tabela 1 - Niveis de toxinas em alimentos e graos permitidos em diferentes paises

Produto Micotoxina Limite - ppb
Argentina
Alimentos infantis Bl 0
Amendoim, milho e B1 5
derivados B1B2G1G2 20
Farelo de soja B1 30
Leite in natura e em p6 M1 0,05
Produtos lacteos M1 0,5
Uruguai-
Alimentos infantis B1B2G1G2 3
Leite e derivados M1 0,5
Amendoim, soja e frutas BIB2G1G2 30
secas
Milho e cevada zearalenona 200
Arroz, cevada, café e milho ochratoxina 50
Brasil
Alimentos para consumo BIB2G1G2 20
humano
Matérias primas e ragdes B1B2G1G2 50
Estados Unidos
Ragdes de crescimento - B1B2G1G2 20
aves e suinos zearalenona 2
Ragao final — suinos B1B2G1G2 200
Produtos lacteos Ml 0,5
MERCOSUL
Milho B1B2G1G2 20
Farelo de milho B1B2G1G2 20
Amendoim e subprodutos B1B2G1G2 20

Fonte: BAKKER-ARKEMA (1999).

O controle de micotoxinas nos alimentos ¢ importante para o comércio internacional,
pois a maioria dos paises desenvolvidos ndo permite importagdes de produtos com
quantidades acima dos limites estabelecidos.

O Ministério da Saude, pela resolugdo RDC n. 274 da Agéncia Nacional de vigilancia
Sanitiria (ANVISA) de 15 de outubro de 2002 estabelece o limite de 20pg.Kg' para
aflatoxinas totais em amendoim, pasta de amendoim e milho, e 0,5 — 5,0 pg.L" para
aflatoxinas M; no leite liquido e em pd respectivamente (BRASIL, 2002). Este limite ¢
compativel com o de outros paises ¢ ¢ recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude e
pela Organizagdo para Alimentagdo e Agricultura (FONSECA, 2004).

2.6 Principais Grupos de Fungos Presentes em Armazenamento
Os fungos presentes nas sementes e graos armazenados sao tradicionalmente divididos
em fungos de campo e de armazenamento. Os fungos de campo invadem as sementes ainda

no campo, requerendo para o seu crescimento, umidade relativa em torno de 90-95%. Estes
fungos podem ser encontrados em graos armazenados. O tempo de sobrevivéncia desses
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fungos nas sementes estd diretamente relacionado com as condigdes de ambiente do
armazenamento. Esta divisdo ndo ¢ taxonOmica, baseia-se no teor de umidade dos graos
(PUZZI, 2000; LAL; KAPOOL, 1979; BERJAK, 1987; MERONUK, 1987).

2.6.1 Fungos de campo

Dentre os fungos de campo veiculados pelas sementes de milho, no Brasil, Fusarium
moniliforme ¢ o mais freqliente (REIS et al., 1995; PEIXOTO et al., 1998). Este fungo ¢
considerado como o principal fitopatogeno de varias gramineas, sendo que no milho se
destaca pela alta freqiiéncia e alta porcentagem de ocorréncia, tanto no Brasil como em outros
paises e caracteriza-se também, pela produg¢ao de fumonisinas em milho, alimentos derivados
do milho pipoca e ragdes a base de milho (CASA et al., 1998).

Matioli e Almeida (1997) verificaram em trigo e milho respectivamente aumentos
significativos no teor de umidade e contaminagdo por fungos em graos atacados por
carunchos.

2.6.2 Fungos de armazenamento

Os fungos de armazenamento, por sua vez, estdo presentes nas sementes recém-
colhidas, geralmente em porcentagens muito baixas. Sao capazes de sobreviver em ambiente
com baixa umidade, proliferando em sucessao aos fungos de campo e causando a deterioragao
das sementes (BERJAK, 1987; WETZEL, 1987; CARVALHO; NAKAGAWA, 1988).

Os fungos de armazenamento mais freqlientes geralmente sdo Aspergillus spp. e
Penicillium spp. (TUITE et al., 1985).

Espécies de Aspergillus sdo iniciadoras da deterioracdo das sementes e graos,
causando descoloracdo e alteracdes nutricionais conforme Meronuck (1987). Aspergillus
candidos ¢ exclusivamente fungo de armazenamento e estd associado ao primeiro estagio de
deterioragdo do grao. Aspergillus flavus pode ser considerado fungo de armazenamento,
podendo invadir sementes de milho no campo quando as condi¢des forem favordveis
(LAZZARI, 1997). Esse comportamento relaciona se com a redugdo da umidade do
subproduto durante o processamento. De acordo com Meronuck (1987), espécies de
Aspergillus podem crescer com menor teor de 4gua, em seguida inicia-se a contaminagao por
Penicillium, com uma umidade mais elevada, desenvolvida em funcdo da atividade
metabolica dos primeiros invasores.

De acordo com Puzzi (2000) se o teor de umidade ¢ aumentado a um nivel que permite
que outras espécies se desenvolvam, ocorre um aquecimento da massa de graos e elevado
nivel de deterioragdo. O desenvolvimento dos fungos de armazenamento segue a seguinte
seqliencia: Aspergillus candidos — A. ochraceus — A. versicolor — A. flavus. Em seguida
surgem os fungos do género Penicillium.

Ao microscopio o Aspergillus e Penicillium revelam formas das quais t€ém origem seus
nomes, Aspergillus pela etimologia da palavra quer dizer pequeno aspersorio, apresenta uma
vesicula arredondada em que se fixam células em forma de garrafa, que sustentam os esporos
(Figura 1). Penicillium significa pincel, tem o “pelo” constituido de células em forma de
garrafa com gargalo alongado, o qual possui células redondas (esporos) dispostas em
correntes (Figura 2) (PUZZI, 2000).



Ciclo evolutivo do Aspergillus spp.
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Figura 1 - Forma do fungo que mostra a vesicula com os esporos e o ciclo
evolutivo do Aspergillus spp (Segundo Herrera Campi).

Penicillium sp.

Figura 2 - Forma do Penicillium spp, mostrando as células em forma de
garrafa com os esporos, cujo conjunto se assemelha a um pequeno pincel.
( Segundo Herrera Campi).



A Tabela 2 apresenta o crescimento dos principais fungos de armazenamento no
intervalo de temperatura de 25 a 27° C com respectivas percentagens de umidades, dos graos
e do ar.

Tabela 2 - Condigdes para o crescimento de fungos em graos para temperaturas de 25 a 27°C

Umidade relativa do ar Teor de umidade dos graos (%)

Especie intergranular (%)

Aspergillus halophilieus 68 12-14
Aspergillus restrictus 70 13-15
Aspergillus glaucus 73 13-15
A. candidus, A. ochraeus 80 14-16
A. flavus, A. parasiticus 82 15-18
Penicillium spp. 80-90 15-18

Fonte: BAKKER-ARKEMA (1999)

Tabela 3 - Temperaturas minimas, 6timas e maximas e umidades relativas minimas para o
desenvolvimento dos fungos de armazenamento.

Fungos Temperatura (°C) Umidade
Minima Otima Méxima relativa minima (%)

Aspergillus restrictus 5-10 30-35 40 - 45 70

A. glaucus 0-5 30-35 40 - 45 73

A. candidus 10 - 15 45-50 50-55 80

A. flavus 10-15 40 — 45 45 - 50 85

Penicillium spp. -5-0 20 -25 35-40 80 - 90

Fonte: BAKKER-ARKEMA (1999)
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2.7 Agentes Antifungicos

Vérias substancias ja foram testadas como antimicrobianas diretamente em bactérias e
fungos, como também em alimentos contaminados por esses microrganismos, tanto
substancias quimicas sintéticas, como substancias quimicas obtidas a partir de Oleos
essenciais e 6leos essenciais na forma integral.

2.7.1 Substancias quimicas sintéticas

A clorexidina teve sua descoberta em 1940 e por sua eficiente acdo antimicrobiana,
inicialmente foi usada na anti-sepsia da pele (HAUGEN; JOHANSEN, 1974). Esse anti-
séptico pertence ao grupo das biguanidinas e, atualmente, o gluconato de clorexidina (GC),
por ser mais soltivel, ¢ a preparacdo mais utilizada. Sua a¢do ¢ praticamente, imediata (cerca
de 15 segundos apos friccdo), apresenta baixo potencial de toxicidade, atividade
antimicrobiana in vitro e in vivo contra bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos,
bem como baixa irritabilidade, sendo seguro para uso inclusive em criangas recém-nascidas
(CERQUEIRA, 1997). Fowler e Schuh (1992) demonstram a eficacia do gluconato de
clorhexidina em estudos in vitro e in vivo em humanos e animais. Sanchez et al (1988)
relataram que bactérias, como Staphylococcus aureus, sdo sensiveis a esse anti-séptico. No
entanto, outras bactérias como Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Serratia rubidae €
Pseudomonas cepacia podem desenvolver resisténcia ao gluconato de clorhexidina. Da Silva
et al (2000) testaram a efetividade do gluconato de clorexidina em assepsia de pele, na
experiéncia com vinte e quatro cdes, onde comparam com o efeito do iodo e observaram,
através da contagem de unidades formadoras de colonias, redugdo bacteriana significativa nos
dois anti-sépticos testados. Segundo Xavier et al (2008) o uso de clorexidina ¢ recomendavel
em programas de desinfec¢do ambiental, tendo em vista a eficacia no controle de Aspergillus,
observado em seu trabalho.

Helander et al. (1998) utilizaram os produtos quimicos Carvacrol, trans-Cinamaldeido,
Carvona e Timol, obtidos sinteticamente, os quais sdo similares aos existentes em 6leos
essenciais, com a finalidade de avaliar suas atividades inibitorias contra Escherichia coli
O157: H7, Salmonella typhimurium ¢ Photobacterium leiognathi. Ainda observaram seus
mecanismos de acdo indutores da inibig¢do, por agdo na membrana plasmatica e interferéncia
no ATP. Carvacrol, timol, e trans-cinamaldeido inibiram E. coli e S. typhimurium enquanto
que carvona foi menos inibitorio. trans-Cinamaldeido foi o componente mais inibitorio para
P. leiognathi. O carvacrol e timol, com féormulas estruturais apresentadas na Figura 3, foram
responsaveis pela desintegragdo da membrana externa e conseqiiente liberagdo de material
intracelular para o meio externo, como também diminui¢cdo do ATP intracelular.
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Figura 3 - Formula estrutural do timol (a). Formula estrutural do Carvacrol (b). Fonte: The
Pherobase (2010).

Lee et al. (2008) determinaram o efeito do 4cido clorogénico (CRA), um composto
polifendlico, na artrite causada por Candida albicans, que provoca artrite fungica, para
induzir artrite em camundongos foi injetada nesses animais uma mistura de C. albicans, uma
vez por dia durante 3 dias, 24 horas apds a ultima injecao, afim de detectar o efeito do CRA,
foi injetado peritonialmente (1 mg/dose/camundongo) todos os dias 3 vezes, o edema foi
medido por 15 dias, os resultados mostraram que o tratamento com CRA reduziu
aproximadamente 40% da artrite, a atividade anti-artritica foi medida pela supressdo da
proliferagao de células T. Além disso o CRA também inibiu o crescimento de C. albicans.

Grigoletti (2007) avaliou a eficacia do tratamento a base de uma associagdo de acidos
organicos (4cido propidnico, acido benzdico, acido acético e acido sérbico) no controle do
desenvolvimento de fungos em milho armazenado e concluiu que os acidos organicos sao
eficientes, pois eliminaram completamente as colonias fungicas que infectavam os graos. De
acordo com Krabbe ef al. (1994) os acidos inibem o crescimento dos microorganismos através
de sua penetracdo nas células e dissociacao no interior destas, acidificando o citoplasma,
resultando na inibi¢ao do transporte de nutrientes, com isso o consumo de energia por parte
dos fungos aumenta na tentativa de manter o pH homeostatico, com esse processo o
microrganismo perde a capacidade de desenvolvimento.

2.7.2 Substancias biologicas

As substancias bioldgicas que tém agdes antiflingicas sdo encontradas nos oleos
essenciais, 0s quais sdo compostos organicos volateis, que podem ser encontrados em um sé
orgao vegetal ou em toda a planta (MARTINS et al., 2000).

De acordo com a International Standar Organization (ISO), 6leos essenciais sdo
produtos obtidos de partes de plantas através de destilacao por arraste com vapor de 4gua bem
como produtos obtidos por expressao dos pericarpos de frutos citricos.

2.7.2.1 A¢do de alguns dleos essenciais sobre espécies do género Aspergillus

Diversos estudos tém comprovado o efeito de 6leos essenciais de plantas inibindo a
atividade fungica do género Aspergillus.

Viegas et al. (2005) estudaram a toxidade dos dleos essenciais de casca de canela
(Cinnamomum  zeilanicum Breym) e de bulbilho de alho (Allium sativum) sobre o
desenvolvimento micelial de Aspergillus flavus, in vitro e constataram a eficacia desses 6leos.
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Os oleos de thyme, summer savory e clove (cravo) tiveram eficiéncia comprovada em
Aspergillus flavus (OMIDBEYGI et al. 20006).

O oleo de Thumus vulgaris (Tomilho) foi testado in vitro contra Aspergillus flavus,
inibindo totalmente seu crescimento micelial e in locus em outras espécies de Aspergillus
contaminantes alimentares (Aspergillus terreus, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus),
demonstrando amplo espectro fungitoxico, € mostrou significativa eficacia contra a aflatoxina
B; (KUMAR, 2008).

Dikbas et al.( 2008) testaram o 6leo essencial de Satureja hotensis quanto a atividade
antifungica contra Aspergillus flavus in vitro em meios so6lidos e liquidos e in locus em limdes
sob condi¢des de armazenamento. Os resultados obtidos nesse estudo mostraram forte
atividade antifiingica contra o patdgeno testado, tanto in vitro como in locus.

Segundo Tatsadjieu et al. (2009), o 6leo essencial de Lippia rugosa foi testado in vitro
para a observacdo de sua eficdcia contra Aspergillus flavus. A composi¢cao quimica do 6leo
foi determinada por cromatografia em fase gasosa / espectrometria de massa (CG-SM). Os
monoterpenos, Geraniol (51,5%), nerol (18,6%) e geranial (10,4%), cujas formulas estruturais
estdo expressas na Figura 4, foram os principais componentes do 6leo de Lippia. Apos 8 dias
de incubagdo em meio contendo dleo essencial, o crescimento micelial de A. flavus foi
totalmente inibido. O efeito do o6leo essencial na sintese de aflatoxina B1, também foi
avaliado e os resultados mostraram que a sintese desta aflatoxina foi inibida. A enzima H+-
APTase teve sua atividade completamente inibida por acdo deste 6leo essencial.

CH,

X"on X0 A

OH

H,c” CH,
1 2 3

Figura 4 - Formulas estruturais (1) Geraniol, (2) Geranial, (3) Nerol. Fonte: Chem Bilink
online Database (2010).

2.7.2.2 Composigdo quimica de alguns dleos essenciais e a¢do sobre microorganismos

A composicdo quimica dos 6leos essenciais varia desde hidrocarbonetos terpénicos
(monoterpenos e sesquiterpenos), alcoois simples e terpénicos, aldeidos, lactonas, cumarinas
entre outros. Esses Oleos possuem as seguintes propriedades, antiviroticos, germicidas,
cicatrizantes, expectorantes e outras. (SIMOES et al., 2003).

Brooker e Kleinig (2006) estudaram a composi¢do quimica do dleo essencial de
eucalipto e concluiram que ¢ uma mistura complexa de terpenos, particularmente
monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15) e uma variedade de substancias aromaticas tais
como fendis, 0xidos, éteres, alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas. A presenga de monoterpenos
volateis em 6leos essenciais contidos nas plantas oferece uma importante estratégia de defesa
propria, particularmente contra insetos herbivoros, pragas e fungos patogénicos
(LANGENHEIM, 1994).

O dleo essencial de pau-rosa, nome popular da arvore da familia das Lauraceae, Aniba
duckei, foi testado por Teles (2003), quanto a atividade antimicrobiana frente as bactérias:
Bacillus cereus, Aeromonas hydrophila, Vibrio auginolyticus e Serratia spp., o qual
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apresentou efeito bactericida sob todas as cepas patogénicas dos microorganismos citados.
Segundo Chaar (2000) o constituinte majoritario do pau rosa ¢ o linalol (Figura 5). Os outros
componentes minoritarios sdo: a-terpinol, 1,8-cineol, a-pineno, geraniol, citronelal, limoneno,
pineno e acetato de linalol.

Figura 5 - Formula estrutural do Linalol. Fonte: Chem Bilink online Database (2010).

Silva et al.( 2005) testaram in vitro o extrato da folha de Ocimum gratissimum e
Eugenol (obtido comercialmente) contra Microsporum canis, M. ypseum, Trichophyton
rubrum e T. mentagrophytes. Ambos demonstraram atividade antifungica contra esses fungos
causadores de dermatites em humanos. O Eugenol, principal constituinte desse 6leo essencial,
foi capaz de inibir o crescimento de 80% dos dermatofitos isolados. A Tabela 4 expde a
nomenclatura oficial, a formula molecular e a formula estrutural do Eugenol.
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Tabela 4 - Nomenclatura, Formula Molecular e Estrutural do Eugenol.

EUGENOL
Nomenclatura Oficial 4-Alil-2-metoxifenol
Formula Molecular C10H1202
oH
1
] OCH,
2
Formula Estrutural ] .
4
1|:‘I_H 2
2
e

Fonte: The Pherobase (2010).

Estudos comprovaram que o oleo essencial de Lippia siloids Cham, possui baixa
toxidade, ¢ constituido por timol e tem atividade antifungica contra Candida spp e
Microsporum canis (FONTENELLE et al., 2007).

A composi¢@o quimica e agao antifingica do 6leo essencial extraido a partir da folha
de Silene armeria L., foram estudadas por (BAJPAI et al., 2008), o qual apresentou uma
mistura complexa de hidrocarbonetos olefinicos, mono e sesquiterpenos. Dos 28 compostos
quimicos identificados os que foram encontrados em maior quantidade foram: 1-buteno,
metil-ciclopropano, 2-buteno e o6xido de cariofileno. Os hidrocarbonetos terpendides,
caracteristicos do azeite de S. armeria, porém encontrados apenas tracos, foram: Cumarina
(0,22%), eugenol (0,21%), a-humuleno (0,07%), farnesol (0,05%), linalol (0,12%),
pentilfuran (0,09%), ac acético benzénico (0,38%), acido isovalérico (0,05%), b-mirceno
(0,08%), 2-butanona (0,07%) e acetofenona (0,08%) Em relagdo ao efeito antifiingico foi
comprovado contra Fusarium osysporum, F. solani, Phytophthora capsi, Colletotrichum
capsici, Sclerotinia sclerotiorium, Botrytis cinérea e Phizoctonia solani. Constataram também
um forte efeito contra a germinagao de esporos.

Compostos quimicos isolados a partir do oOleo essencial extraido das folhas de
Calocedrus cacroleps var. Florin Formosa, foram testados in vitro contra fungos patogénicos
(Rhizoctonia soloni, Fusarium oxysporum. F. solene, Colletotrichum gloeosporioides,
Ganoderma australe e Penicillium solane). A andlise quimica permitiu a identificacdo dos
monoterpenos: a-pineno (44,2%), B-pineno (1,2%), limoneno (21,6%) e B-myrcene (8,9%), e
dos sesquiterpenos: a-cadinol (1,6%), T-muurolol (1,1%), B-cariofileno (8,2%), 6xido de
cariofileno (2,4%). Os pesquisadores concluiram que os sesquiterpenos presentes foram mais
eficientes do que os monoterpenos, em particular o a-cadinol (1,6) e T-muurolol (1.1%). As
formulas estruturais destes dois sesquiterpenos estdo representadas na Figura 6. Os autores
fizeram uma analogia comentando que os sesquiterpenos também fazem parte da composi¢ao
quimica do petroleo (CHANG et al., 2008).
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Figura 6 - Formula estrutural do a-cadinol (1) e T-muurolol (2). Fonte: The Pherobase (2010).

Origanum heracleoticum L (Lamiaceae), Oleo essencial nativo da Europa
mediterrdnea, da Espanha a norte dos Balcis e da Asia, foi testado para a atividade
antifungica, cujos resultados das analise quimicas revelaram 24 compostos, que representam
97% do total do o6leo, os principais compostos foram: carvacrol (65%), seguido de timol
(14,84%), B-felandreno (4,36%) e fenois. O dleo apresentou caracteristicas inibitorias contra
as espécies fungicas: Cladosporium fulvum, C. cladosporioides, Penicillium girassol, P.
magdonaldii e Trichophyton mentagraphytes, as quais foram as mais suscetiveis, enquanto as
mais resistentes foram Trichophitum viride, Fusarium sporotrichoides, Penicillium spp e
Aspergillus spp (DZAMIC et al., 2008).

Extratos de Bauhinia racemosa Lamk. (raizes) foram obtidos para extragdo dos
isolados polifendlicos: 1,7,8,12 b-tetra-hidro-2,2, 4-trimetil-10-metoxi-2H-benzo [6,7]
ciclohepta [1,2,3] benzopirano-5, 9-diol (racemosol 1); 1,7,8,12 b- tetra-hidro-2, 2,4-trimetil-
2-benzo[6,7] ciclohepta [1,2,3] [I}benzopirano- 5,10,11- tril (2); 1,7,8,12 b-tetra-2, 2,4-
trimetil-2H-benzo [6,7] ciclo [1,2,3] [1] benzopiran-5,9,10-triol (Di-O-metill racemol 3),
(Figura 7), foram selecionados para atividades antiftingicas (Aspergillus niger, A. flavus,
A. fumigatus, Penicillium chrysogenu e Rhisopus stolonifer) antibacterianas (Bacillus
thuringiensis, Enterobaccter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumonie, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureos). Todos os compostos isolados demonstraram excelente
nivel de atividade contra ambos, bactérias e fungos (JAIN, 2008).

Figura 7 - Formulas estruturais de polifenélicos. Fonte: (JAIN, 2008).
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Kordali et al. (2008) determinaram a composi¢do quimica do 6leo essencial das partes
aéreas de Origanum acutidens, género botanico da familia Lamiaceae e encontraram 27
monoterpenos, as maiores concentragdes foram Carvacrol (87.0%), p-cimene (2.0%), linalol
acetate (1.7%), borneol (1.6%) e b-cariofileno (1.3%). Tanto o 6leo na forma integral como
carvacrol puramente comercial, timol e p-cimeno, foram testados em 17 fungos
fitopatogénicos (Alternaria alternata, Alternaria solani, Botrytis sp., Fusarium acuminatum,
Fusarium culmorum, Fusarium equiseti, Fusarium nivale, Fusarium oxysporum, Fusarium
sambucinum, Fusarium semitectum, Fusarium solani, Monilinia sp., Pythium ultimum,
Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani, Sclerotinia minor, Verticillium dahliae), onde
concluiram que o o6leo essencial de O. acutidens e as substancias comerciais(Carvacrol e
Timol), inibiram completamente o desenvolvimento micelial de todos os fungos testados.

O oleo essencial das folhas de Coriandro sativum L. (Apiacea), obtido por
hidrodestilacdo, foi analisado por cromatografia gasosa e espectrometria de massa, para
avaliar in vitro a atividade antimicrobiana. Foram identificados 27 picos de 24 componentes
que constituem 92,7% do 6leo. Os constituintes predominantes foram aldeidos e alcoois, que
representaram 56,1% e em menores quantidades os monoterpenos: linalol e a-pineno. O 6leo
foi testado para atividade antimicrobiana em bactérias Gram positivas ( Staphylococcus
aureos, Bacillus spp), bactérias Gram negativas (Escherichia coli, Salmonella typhi, Klebsiela
pneumonie, Proteus mirabilis ¢ Pseudomonas aeruginosa) e fungos (Candida albicans). A
experiéncia revelou acentuada atividade antibacteriana e antifingica contra todos os
microorganismos testados, somente a espécie de bactéria P. aeruginosa apresentou resisténcia
(MATOSOYOH et al., 2009).

Liolios ef al. ( 2009) estudaram a composi¢ao quimica do 6leo essencial de Origanum
dictamnus e testaram sua atividade antimicrobiana, foram identificados os seguintes
componentes principais: Carvacrol, timol, p-cimeno, e y-terpineno, os quais tiveram efeitos
em trés fungos patogénicos humanos: Candida albicans, Candida tropicalis ¢ Candida
glabrata. As formulas estruturais do p-cimeno e y-terpineno estdo apresentadas na Figura 8.

n-Cimeno y-terpinenco

Figura 8 - Formulas estruturais do p-cimeno e y-terpineno. Fonte: The Pherobase (2010).

Segundo Guerrini et al. (2009), os Oleos essenciais das partes aéreas de Piper
aduncum (corylinda) e Piper obliguum (Anis del Oriente), tiveram suas composicoes
quimicas determinadas e atividades microbiologicas comprovadas para bactérias Gram
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positivas e Gram negativas e fungos dermatofitos e fitopatogenos. Em particular o 6leo
essencial P. aduncum foi ativo tanto contra dermatdfitos como fitopatdgenos e as analises
cromatograficas revelaram 78% de sesquiterpenos aproximadamente.

Os O6leos essenciais das folhas secas, pseudocaule e rizomas de Alpinia conchigera
Griff. recolhidos da provincia Jeli de Kelantan, costa leste da peninsula da Malésia, foram
i1solados por destilacdo e analisados por CGAR ¢ GC-MS. Os compostos identicados foram:
18 monoterpenos (15,8%), 15 sesquiterpenos (36,2%), trés ésteres (1,0%), dois aldeidos
(1,3%), um hidrocarboneto (1,9%) e um fenol (7,5%) a partir do 6leo das folhas. Os 15
monoterpenos 8,0%), 11 sesquiterpenos (51,1%), trés ésteres (1,3%), dois aldeidos (0,2%),
um fenol (2,4%) e um hidrocarboneto (3,0%) foram obtidos do pseudocaule. O 6leo de
rizoma deu 17 monoterpenos (25,7%), 15 sesquiterpenos (31,8%), trés ésteres (0,8%), dois
aldeidos (3,2%), um hidrocarboneto (0,6%) e um fenol (2,9%). Os o6leos essenciais de todas
as partes da planta estudada apresentaram inibicdo contra fungos dermatdfitos e bactérias
(IBBRAIN et al., 2009).

Maxia et al. (2009), analisaram o Oleo essencial Daucus carota L. oriundos de
Sardenha (Italia) e de Portugal, ambos constituidos de monoterpenos e sesquiterpenos,
variando apenas nas quantidades. O o6leo da Sardenha apresentou como principais
constituintes: B-bisaboleno (17,6-51,0%) e 11-a-(H) Himachal-4-en-1-B-ol (9,0-21,6%); o
6leo de Portugal: acetato de geranil (5,2-65,0%) ¢ a-pineno (% 3.5-37.9). A atividade
antifingica desses 6leos foi avaliada contra leveduras (Candida krusei, C. guillermondii, C.
albicans, C. parapsilosis, Cryptococcus neoformans), dermatofitos (Epidermophyton
floccosum, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis, Trichophyton rubrum, M.
gypseum) e tré€s espécies de Aspergillus (A. flavus, A. niger, A. fumigatus), e comprovada
contra todos os fungos investigados

A influéncia do aquecimento sobre a atividade antimicrobiana e composi¢do quimica
do dleo essencial de orégano nos seguintes microorganismos: Candida albicans, C. crusei, C.
tropicalis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureos, Yersinia enterilitica,
Salmonella entérica e Serratia marcencens foi avaliada por Souza et al. (2008), os quais
concluiram que o aquecimento ndo interferiu significantemente sobre sua propriedade
antimicrobiana, nem sobre a sua composi¢ao quimica.

A atividade antimicrobiana dos o6leos essenciais pode ser atribuida a presenca de
monoterpenos que, devido ao seu carater lipofilico, agem interrompendo a membrana
citoplasmatica microbiana, que assim perde a impermeabilidade para protons e ions maiores.
Quando ha alteracdo na integridade da membrana ocorre um comprometimento de todas as
suas fungdes, ndo apenas a de barreira, mas também a de matriz para as enzimas e de
equilibrio energético. (CRISTIANI et al., 2007)

Segundo Tsanuo et al.(1993) a agdo germicida das substancias presentes em 6leos
essenciais, ¢ ocasionada pela interagdo do radical hidroxila, fortemente reativo, com os
microorganismos, causando a desnaturacgao protéica.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 - Teste do Netrix sobre o Desenvolvimento de Cinco Espécies de Aspergillus.
3.1.1 Local
As analises microbiologicas foram feitas no Laboratorio de Atividades Antifingicas
(LAAF), pertencente ao Nucleo de Pesquisas Micologicas e Micotoxicologicas (NPMM),

localizado no prédio do Projeto Sanidade Animal da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, convénio UFRRJ/EMBRAPA.

3.1.2 Espécies fungicas

Nos ensaios in vitro, foram utilizados fungos de interesse, disponiveis no
Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria da UFRRJ. As espécies fungicas de
referéncia (Tabela 5) foram cedidas da colecao de Culturas Micoldgicas do Departamento de

Biologia do Instituto Oswaldo Cruz - RJ,

Tabela 5 - Espécies fungicas a serem utilizadas no estudo e suas respectivas referéncias

Espécies Referéncias
A. carbonarius (00437)
A. flavus (00040)
A. niger (00434)
A. ochraceus (00145)
A. parasiticus (00092)
3.1.3 Antiflingico

O antifungico utilizado neste trabalho ¢ constituido de compostos quimicos organicos
sintéticos, similares aos encontrados na maioria dos 6leos essenciais extraidos de vegetais, os
quais apresentam em suas formulas estruturais anéis aromaticos e radicais hidroxilas.

Segundo Tsanuo (1993), o radical hidroxila é responsavel pela a¢do antifungica das
substancias que o possuem, devido a sua caracteristica altamente reativa. Este mecanismo de
acao caracteriza-se pela interacdo entre a hidroxila do composto quimico organico e 0s
microorganismos, ocasionando a desnaturagao protéica.

Cristiani et al.(2007) ao falar da atividade antimicrobiana dos oleos essenciais,
atribui esta propriedade aos monoterpenos (substancias que possuem anéis aromaticos). O
mecanismo de agdo dos monoterpenos ocorre através de seu carater lipofilico, que age
interrompendo a membrana citoplasmatica, a qual perde a sua impermeabilidade para protons
e ions maiores, com esta alteracdo da membrana, desencadeia-se um desarranjo de todas as
fungdes, ndo s6 a de barreira, mas a de matriz para as enzimas ¢ a de equilibrio energético.
Em virtude desses desarranjos e desequilibrio energético os microrganismos nao conseguem
se multiplicar.
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3.1.4 Ensaios da atividade antifungica
3.1.4.1 Preparo dos inoculos

Foram feitas suspensdes em 2 mL de agua destilada estéril das espécies cultivadas por
sete dias em tubos de ensaio inclinados em meio Agar Extrato de Malte (MEA - ANEXO A).
Através destas suspensdes homogeneizadas, efetuou-se a contagem de conidios e reservou-se
as suspensoes para as inoculagoes.

3.1.4.2 Contagem de conidios

As suspensdes das espécies, devidamente preparadas, foram submetidas ao processo
de contagem de conidios na cAmara de Newbauer (hemacitometro) 0,100 mm/ 0,0025 mm? -
Hirschmann Technicolor. Uma pequena aliquota de aproximadamente 20 mm® ou 0,02 mL foi
colocada sobre a lamina, e a seguir uma laminula sobre esta, deixando-a em repouso por dois
a trés minutos, sendo em seguida levada para a leitura em microscéopio optico. Apds a leitura
foi feita uma média de numero de conidios.mL™, a fim de proporcionar sempre uma contagem
padronizada (CARVALHO, 1988), com adaptagdes. O numero médio de conidios foi 10 °
conidios.mL™".

3.1.4.3 Inoculacdo, incubacdo e leitura

Para as inoculagdes foi escolhido o método de plaqueamento em superficie (SILVA et
al., 1997). De cada espécie, inoculou-se nas placas contendo meio MEA, 0,1 ml da cultura em
triplicata e espalhou-se com auxilio de al¢a de Drigalski, em seguida pulverizou-se 0,5 ml do
produto, a 3% sobre a cultura, como testemunha deixou-se uma placa sem aplicacdo do
produto, totalizando para este teste uma quantia de 4 placas para cada espécie de Aspergillus.
As placas foram incubadas em estufa BOD, ajustada para 25° C. Para verificar o efeito do
produto testado foram feitas avaliagdes com base nas leituras em diferentes periodos de
incubacao (48, 96 e 168 h). As leituras das placas foram: positiva para inibi¢ao de crescimento
fungico e negativa para crescimento fingico.

3.2 Teste do Netrix sobre a Superficie Contaminada do Silo

O Teste do Netrix sobre a superficie contaminada do silo consistiu-se de varias etapas:
Preenchimento do silo com milho previamente analisado, com contaminagdo comprovada;
esvaziamento do mesmo para coleta das amostras (em triplicata), com a finalidade de observar
se o milho contaminou a superficie interna do silo; tratamento do silo com o produto; Tomada
de amostras ap6s pulverizagao para avaliagdo do produto.

3.2.1 Tomada de amostras do milho

Inicialmente determinou-se umidade do milho (10,7 % b.u.), contido em uma saca, em
seguida passou-se o milho pelo homogeneizador, coletou-se em sacos de papéis estéreis e
pesou-se 100g de amostras em triplicata (A, B e C) em elermeyers estéreis (Figura 9) e em
seguida levou -se ao laboratério de micologia para contagem das Unidades Formadoras de
Colénias (UFC).g™.
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Figura 9 - Amostras do milho para contagem das UFC.g"
3.2.2 Inoculacgio e incubagio

Foram utilizadas 25 g de cada amostra denominadas A, B e C, sendo procedida a
diluicdo em 225 mL de agua destilada esterilizada (diluigdo 1:10). As amostras foram diluidas
até a diluicao 1:1000. De cada uma das trés dilui¢des, aliquotas de 0,1 mL foram transferidas
para placas de Petri com o meio de cultura Agar Dichloran Rose Bengal Cloranfenicol (DRBC
— ANEXO A), (KING et al., 1979, HENSON 1981, TANIWAKI 1996), em duplicata para ser
tirada a média da contagem das UFC.g", segundo metodologia de dilui¢io decimal seriada
descrita por Pitt e Hoocking (1997). As placas foram incubadas em estufa BOD, ajustada para
25° C. Os meios de cultivo utilizados foram o DRBC, (KING et al., 1979; HENSON 1981;
TANIWAKI 1996). Todas as placas foram observadas diariamente e selecionadas para
contagem dentre aquelas que apresentaram n° de coldnias entre de 10 a 100 (DALCERO et al.,
1997).

3.2.3 Tomada de amostras do silo

O prototipo do silo de 1,5 m* de 4rea superficial interna por 1 m de altura (Fig.10) foi
preenchido com milho naturalmente contaminado, o qual permaneceu por 3 dias, em seguida
foi retirado para realizacdo das coletas para contagem das UFC.mL™. Amostragens
significativas foram coletadas com auxilio de swabs, de 20cm” da superficie interna de cada
anel em tubos de ensaio contendo 10 ml de solugdo de transporte (solugao salina com tween),
o tween foi utilizado com a fungao de evitar aglomeragdo das colonias, e facilitar, portanto a
contagem. A amostra coletada do anel do &pice denominou-se “Amostra A”, a coletada do
anel do meio “Amostra M” e do anel da base “Amostra B”.
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Figura 10 - Prototipo do Silo com trés anéis
3.2.4 Inoculacio, incubacio e leitura

Para plaqueamento das amostras em superficie (SILVA et al., 1997), inoculou-se 0,1
mL da amostra em meio de cultivo DRBC, (KING et al., 1979; HENSON 1981; TANIWAKI
1996), em triplicata e espalhou-se com al¢a de Drigalsk, as placas foram levadas para estufa a
25 °C e observadas em diferentes periodos de incubacdo (48, 96 e 168 h) em seguida foi
efetuada a contagem das UFC.mL ™ e tiradas as médias.

3.2.5 Tratamento do silo com o produto

Foram pulverizados os anéis, do apice, o mediano e o da base com o objetivo de
avaliar a a¢do do produto sobre as colonias desenvolvidas. A pulverizagdo foi aplicada de
forma uniforme atingindo toda a superficie, com a utilizagdo de 200 ml do produto.
3.2.6 Tomada de amostras apos pulverizagdo para avaliacdo do produto

Efetuada a pulverizacdo foram coletadas amostras apods 2 h, apds 1 dia e apds 6 dias
com auxilio de swabs, introduzidas em tubos de ensaio, com 10 ml de solucdo transporte e

levadas ao laboratorio de micologia para avaliagdo, cuja metodologia foi a mesma do item
3.2.4.
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3.3 Analises de Residuo do Produto na Superficie do Silo
3.3.1 Tomada de amostras

As amostras para analise de residuo do Netrix, por cromatografia liquida foram
coletadas também com auxilio de swabs e introduzidas em tubos de ensaio contendo 10 mL de
agua destilada nos mesmos periodos que foram coletadas as amostras para a contagem de
colonias.

3.3.2 Analise cromatografica

A determinacao de residuo na superficie do silo foi feita por cromatografia liquida de
alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR). Usando uma coluna YMC-Pack ODS-AM, 250 x
4,6 mm. A fase movel: acetonitrila-dgua-acido acético (40-60 v/v); fluxo: ImL.min.”". O
método de quantificacdo das amostras foi padrao externo, utilizando curva de calibragdo em
trés pontos (0,2; 0,4 e 0,6 mg.mL™).

3.4 Analises Estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso com quatro épocas e
trés repeticdes (anéis do silo) e as andlises realizadas em triplicata. Os dados das contagens de
UFC foram previamente transformados em raiz quadrada e posteriormente analisados pela
analise de variancia (Teste F) e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade (VIEIRA, 2006).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Efeito do Netrix sobre as Espécies Filingicas

Para os testes micoldgicos foi escolhido o método de superficie, visto que os fungos
por serem aerdbios, sdo inoculados preferencialmente na superficie do meio de cultura,
podendo ser utilizado, em alguns casos, o0 método de plaqueamento em profundidade.

O Netrix foi testado sobre cinco espécies de Aspergillus. Avaliou-se os resultados pelo
crescimento ou nao dos fungos de acordo com o tempo de incubagao.

A contagem de conidios através da cdmara de Newbauer, foi padronizada em 10°
conidios.mL™ para que nenhuma placa recebesse conidios a mais ou a menos em cada espécie
testada. A distribuicao dos conidios em cada uma das 4 placas por espécie de Aspergillus esta
representada na Tabela 6.

Tabela 6 - Quantidade de conidios distribuidos em placas contendo meio de cultura Agar
Extrato de Malte

Espécies Fungicas

A. carbonarius  A. flavus  A. niger  A. ochraceus A. parasiticus
Distribuicao
de Conidios 3,1x10°  85x10° 94x10° 43x10° 4,7x10°

O meio de cultura escolhido para este teste foi o MEA por ser um meio que
proporciona um bom estimulo para o desenvolvimento das colonias, bem como a produgao de
conidios e ainda por ter sido utilizado por Dugan et al. (1993) em seus testes.

A Figura 11 mostra o contraste das placas com e sem a presenca do Netrix, em relacao
ao crescimento das coldnias de fungos.

As substancias quimicas que compde o Netrix apresentam toxidade diretamente
relacionada com a concentragdo a ser utilizada. A dosagem usada neste produto teve seu
efeito toxico comprovado para microrganismos, porém faz-se necessario novos estudos para
averiguar os efeitos toxicoldgicos que 0 mesmo possa causar em animais.
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Aspergillus carbonarius Aspergillus flavus Aspergillus niger
Aspergillus ochraceus Aspergillus parasiticus

Figura 11 - Foto das placas contendo meio MEA, mostrando a inibicdo do crescimento de
espécies de Aspergillus, causada pelo Netrix, com os devidos controles.

A Tabela 7 apresenta os resultados das leituras nos periodos de incubagdo (24, 48 ¢
168 h), as quais foram realizadas utilizando-se o simbolo de positivo para inibicdo do
crescimento fungico e negativo para o crescimento fingico.

Tabela 7 - Avaliagdo da acdo do netrix em espécies de Aspergillus a 25 °C em placas
contendo Agar Extrato de Malte.

Espécies fungicas

A. carbonarius A. flavus A. niger  A. ochraceus A. parasiticus
Netrix + + + + +

Controle - - - - -

Crescimento fingico: (-) houve crescimento, (+) ndo houve crescimento.

Como pode-se observar na Figura 11 e na Tabela 7, os ensaios apresentaram os
seguintes resultados: nas placas da posigdo superior das fotos, placas controle (meio + fungo)
houve crescimento fungico, porém nas placas da posi¢do inferior das fotos, contendo em seu
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interior (meio + fungo + Netrix) ndo houve crescimento, o que vem a comprovar a eficiéncia
do produto testado contra as cinco espécies do género Aspergillus.

4.2 Efeito do Netrix sobre a Superficie Contaminada do Silo

Para avaliar o efeito do Netrix sobre a superficie do silo, inicialmente foi feita a
contagem das colonias contaminantes do milho, a ser armazenado no silo, em amostras
coletadas da saca, em triplicata (A, B e C), cujo resultado esta apresentado na Tabela 8.

Para os testes de contagem também foi escolhido o método de plaqueamento em
superficie, conforme o item (4.1), porém o meio de cultura utilizado foi o DRBC por ser um
meio apropriado para contagem de coldnias, pois a presenca de Dicloran e Rosa de Bengala
reduz o diametro das colonias de bolores e o cloranfenicol inibe o crescimento de bactérias
presentes na amostra. Apés a inoculagdo as placas devem ser incubadas durante cinco dias
para permitir o desenvolvimento das coldnias (KING et al., 1979).

Tabela 8 - Contagem das U F C coletadas das amostras de milho.

Amostra A Amostra B Amostra C

UFC.g" 1,61 X 10° 72X 10° 68X 10°

A Tabela 8 expressa uma contaminagdo significativa das amostras do milho que foi
utilizado para preenchimento do silo, o qual ficou armazenado por trés dias.

As coldnias contaminantes da superficie interna do silo, que foram coletadas apds o
mesmo ter sido esvaziado, podem ser observadas na Figura 12 e os resultados obtidos da
média contagem destas colonias, como também a variancia e o desvio padrao estdo expressos
na Tabela 9.
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Figura 12 - Foto das placas contendo meio DRBC mostrando as colonias coletadas dos anéis
do silo. Anel do apice amostra (A); anel mediano amostra (M) e anel da base amostra (B).

Tabela 9 - Contagem das UFC coletadas das superficies dos anéis do silo. Apice (anel do
apice), Mediano (anel do meio) e Base (anel da base)

Anéis do Silo Apice Mediano Base
Média 365,0 UFC 730,0 UFC 213,0 UFC
Variancia 31616,3 900,0 14741,3
Desvio Padrio 177,8 30,0 121,4

As amostras A, M e B, semeadas em triplicata, conforme mostra a Figura 12 tém as
médias de suas contagens apresentadas na Tabela 9, a qual expde uma contaminagdo
significativa nas superficies internas dos trés anéis, sendo o anel mediano o mais
contaminado. Estes resultados mostram a importancia das analises microbiologica ndo s6 nos
graos, mas também nas superficies dos silos que os armazenam.

4.2.1 Tratamento do silo

Observou-se efeito altamente significativo de tratamento sobre as colonias de fungos
(anexo B).

O tratamento por pulverizagdo do produto nas superficies internas dos anéis foi
avaliado através da observacdo das amostras coletadas apos 2 h, 1 dia e 6 dias. As contagens
antes e ap0s o tratamento estdo expressas nas tabelas e grafico a seguir. A Tabela 10 expde a
contagem de colonias antes do tratamento e apos tratamento em trés épocas distintas. A
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Tabela 11 mostra a média das contagens dos trés anéis, antes e apOs tratamento com o
produto, e se ha diferenga significativa entre as amostras. O grafico da Figura 13 representa a
eliminacdo das coldnias fingicas.

Tabela 10 - Reducio das colonias de fungos nos trés anéis do silo, apds tratamento. Apice
(anel do apice), Mediano (anel do meio) e Base (anel da base).

APICE MEDIANO BASE

UFC.mL" UFC.mL" UFC.mL"
Testemunha 365,0 730,0 213,0
Antifingico 2 h 0,0 0,0 0,0
Antifungico 1 dia 0,0 0,0 0,0
Antifungico 6 dias 0,0 0,0 0,0

Tabela 11 - Médias de periodos de amostragem, onde letras diferentes apresentam diferenca
significativa (P<0,05).

Categorias Médias_1 Contraste
UFC.mL

Testemunha 436,2 a

Antifingico 2 h 0,0 b

Antifingico 1 dia 0,0 b

Antifungico 6 dias 0,0 b

Como observado na Tabela 11, somente a testemunha apresentou diferenca significativa em
relagdo as demais amostragens.

800
700 ~
600 -

500 7 —e— Apice
400 A —8— Mediano
—— Base

UFC/mL

300
200 1

100 A

O T - T L T A 1

Testemunha Fung. 2 h Fung. 1 dia Fung. 6 dias

Tratamentos

Figura 13 - Reducao de colonias de fungos nos 3 anéis do silo, apos tratamento com o Netrix.

Os ensaios apresentaram em seus resultados, em todas as coletas, inibicdo do
desenvolvimento das coldnias fungicas ja desenvolvidas nas superficies internas dos anéis do
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silo. Conforme os dados apresentados na Tabela 10 e no grafico da Figura 13, houve uma
reducdo total dos microorganismos ja com 2 horas apds o tratamento. Como podemos
observar, esta reducdo total se manteve apds 1 dia e apds 6 dias, significando que nos trés
periodos observados, ndo houve o ressurgimento das coldnias apds a aplicacao do produto

4.3 Analises de Residuo do Produto na Superficie Interna do Silo

A Tabela 12 e Figura 14 expdem os valores da redu¢do do residuo do Netrix na
superficie do silo, ap6s a pulverizagdo, dados obtidos através das analises cromatograficas.

Tabela 12 - Redugao do residuo do Netrix na superficie do silo, apds tratamento.

Periodos Concentra_(l;ao Redugao
(mg.mL")
2h 0,3 -
1 dia 0,061 79,7%
6 dias 0,0 100,0%
0,35 -
0,30 -
0,25 -
TE_J 0,20
(o))
E 0,15 -
0,10 -
0,05 A
0,00 . . 3 |
2h 1 dia 6 dias
Periodos

Figura 14 - Reducao do residuo de Netrix na superficie do silo, apos tratamento.

Mostrado na Tabela 12 e no grafico da Figura 14, ap6s 2 h foi detectada através das
analises a concentracdo de 0,3 mg.mL’l, depois de 1 h houve uma redugdo de 79,7%
atingindo a concentracao de 0,061 mg.mL, ap6s 6 dias nao foi encontrado nenhum residuo do
produto na superficie do silo, 0 que vem a comprovar a volatilidade do mesmo.

Ap0s a aplicacdo do produto até a evaporagdo do mesmo, observou-se que nao houve
corrosdo na superficie interna do silo.
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4.4 Acoes de Antifungicos sobre Microrganismos
4.4.1 Algumas substincias quimicas sintéticas testadas em microrganismos

Xavier et al. (2008) comprovaram a eficicia de uma substincia quimica sintética
denominada clorexidina, a qual possui Cloro em sua estrutura quimica, contra Aspergillus,
diante dos resultados recomendaram o uso desta substincia em programas de desinfecc¢do
ambiental, assim como a Clorexidina, o Netrix também pode ser usado para assepsia de
ambientes, tendo em vista que foi testado em desinfec¢do de silo.

Foram observadas as informagdes do trabalho realizado por Helander et al. (1998),
que utilizaram compostos quimicos sintéticos como Carvacrol, trans-Cimaldeido, Carvona e
Timol, os quais sdo similares aos existentes em Oleos essenciais, nos tais foram avaliadas
atividades inibitérias contra bactérias e os mecanismos que induzem a inibicdo dos
microrganismos através desintegragdo da membrana plasmatica, acarretando liberagdo de
material intracelular para o meio externo, assim como diminui¢do do ATP intracelular. Neste
trabalho também foi utilizado um composto quimico sintético, similar a um composto
quimico organico presente em 6leos essenciais.

Griogoletti (2007) avaliou em graos armazenados, contaminados por fungos, a agdo
dos acidos Propidnico, Benzoico, Acético e Sorbico, e observaram a eliminagao das colonias
fungicas. Lee et al. (2008), no entanto avaliou o efeito do Acido Clorogénico (CRA), um
composto polifendlico, em artrite induzida em camundongos, provocada pela introducdo da
levedura Candida albicans, observaram a reducao de 40% da artrite e inibi¢do do crescimento
da levedura. Segundo Krabbe et al. (1994) a agdo antifungica de cada uma destas substancias,
esta associada ao carater acido, o qual reduz o pH das células fingicas, com o pH intracelular
baixo, 0s mesmos passam a ativar um mecanismo de controle, tentando atingir o equilibrio,
destinando toda a sua energia para este processo, ficando sem energia para a sua
multiplicacdo. O composto quimico usado na constituicdo do Netrix também possui carater
acido.

4.4.2 Acao de alguns o6leos essenciais sobre espécies do género Aspergillus

No estudo in vitro da toxidade dos 6leos essenciais de casca de canela (Cinnamomum
zeilanicum Breym) e de bulbilho de alho (Allium sativum) sobre o desenvolvimento micelial
de Aspergillus flavus, in vitro, Viegas et al. (2005), inocularam 5x10” conidios.mL™" em meio
Agar Dextrose Batata (BDA), pelo método da escavagdo (MORAES, 2000), incubaram a
20 °C, e observaram a inibi¢do dos fungos, constatando a eficacia dos Oleos essenciais.
Omidbeygi et al. (2006), usando o mesmo meio de cultura, Porém em temperatura de
incubacdo de 25°C e concentragdo de conidios de 10° UFC.mL"', observaram que houve a
inibicdo da mesma espécie de Aspergillus, usando os 6leos essenciais de Thyme, Summer
Savory e Clove (cravo). Dikbas et al. (2008), utilizando também o mesmo meio, s6 que em
temperatura de 37 °C, avaliaram a agdo antifingica do oleo Satureja hotensis contra
Aspergillus flavus in vitro a uma concentragio de 1x10° conidios.mL™, avaliaram também em
limdes sobre condi¢des de armazenamento e em ambas as condigdes o 6leo foi eficaz. Kumar
(2008), no entanto, usando uma temperatura de 27°C em uma experiéncia in vitro em meio
BDA, testaram a acdo do oleo de Thumus vulgari (tomilho) contra Aspergillus niger, A.
fumigatus e A. terreus, o percentual de inibi¢do micelial foi calculado pelo didmetro das
colonias pelo método de Pandey et al. (1982), constatando que o 6leo inibiu totalmente o
crescimento micelial de todas as espécies e Tatisadjiel e al. (2009) testaram a uma
temperatura de 25°C em meio BDA, em concentracdo de 4,5 x 10° conidios.mL™ de
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Aspergillus flavus in vitro a eficacia do 6leo Lippia rugosa e concluiram que ao crescimento
micelial foi inibido. Neste estudo utilizou-se o meio MEA para avaliacdo in vitro, das cinco
espécies de Aspergillus, a uma temperatura de 25 °C e uma quantidade média de 10°
conidios.mL™, observou-se que o Netrix inibiu todas as espécies.

4.4.3 Composicao quimica de alguns dleos essenciais e acio sobre microrganismos

Bajpai et al. (2008) estudaram acao antifingica do 6leo essencial extraido a partir da
folha de Silene armeria L., contra Fusarium osysporum, F. solani, Phytophthora capsi,
Colletotrichum capsici, Sclerotinia sclerotiorium, Botrytis cinerea € Phizoctonia solani,
in vitro, em meio BDA, uma temperatura de 25 °C, pelo método de difusdo em disco (DURU
et al., 2003), o 6leo foi eficaz contra todas as epécies testadas, ja Chang et al. (2008) testaram
in vitro contra os fungos patogénicos (Rhizoctonia soloni, Fusarium oxysporum. F. solene,
Colletotrichum gloeosporioides, Ganoderma australe e Penicillium solane). os compostos
quimicos isolados a partir do 6leo essencial extraido das folhas de Calocedrus cacroleps var.
Florin Formosa, os monoterpenos testados foram: o-pineno (44,2%), B-pineno (1,2%),
limoneno (21,6%) e B-myrcene (8,9%), e os sesquiterpenos: a-cadinol (1,6%), T-muurolol
(1,1%), B-cariofileno (8,2%), 6xido de cariofileno (2,4%) e tiveram a comprovagao do efeito
inibitorio destes compostos em meio BDA a 26 °C. Kordali, et al. (2008), no entanto testaram
in vitro, neste mesmo meio de cultivo, porém em 22 °C o dleo essencial das partes aéreas de
Origanum acutidens, género botanico da familia Lamiaceae na forma integral e as substancias
comerciais (carvacrol, timol e p-cimeno) em 17 fungos fitopatogénicos (4lternaria alternata,
Alternaria solani, Botrytis sp., Fusarium acuminatum, Fusarium culmorum, Fusarium
equiseti, Fusarium nivale, Fusarium oxysporum, Fusarium sambucinum, Fusarium
semitectum, Fusarium solani, Monilinia sp., Pythium ultimum, Phytophthora capsici,
Rhizoctonia solani, Sclerotinia minor, Verticillium dahliae), onde concluiram que o 6leo
essencial integralmente, ¢ o0s componentes comerciais cavacrol e timol, inibiram
completamente o desenvolvimento micelial destes fungos. Ainda determinaram a composi¢ao
quimica do oleo, dos 27 monoterpenos encontrados, as maiores concentragdes foram
Carvacrol (87,0%), p-cimene (2,0%), linalol acetate (1,7%), borneol (1,6%) e b-cariofileno
(1,3%).

Guerrine et al.(2009) estudaram in vitro a atividade antifingica dos 6leos essenciais P.
aduncum e P. obliquum contra fungos dermatofitos e fitopatogenos, para tanto usaram a
temperatura de 26 ° C e método de difusdo em disco, sendo o Sabourand dextrose agar (SDA)
para fungos dermatofitos e BDA para fungos fitopatdgenos.Testaram também para bactérias
Gram— (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca Proteus mirabilis) e
Gram+ (Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis e Staphylococcus
aureus), pelo método de difusdo em disco. O 6leo essencial testado foi eficaz tanto contra
dermatofitos, fitopatogenos, como para bactérias Gram+ e Gram-. Na determinagdo da
composicdo quimica dos o6leos encontraram os compostos (Thujene, a-pineno, B-pineno
Camphene Myrcene, Phellandrene, Carene, Terpinene, p-cimeno, Cineole, Z- Ocimene,
Limonene, E-Ocimene, Terpinene, Sabinene hydrate cis, Isoterpinolene, p-Cimeneno,
Terpinolene Linalol, Sabinene hydrate trans, allo-Ocimene, Camphor, Terpinen-4-ol,
Terpineol cis- Piperitol, trans-Piperitol, Piperitone, Safrole, Elemene, Metil decanoate,
Ylangene, Copene, Bourbonene, Cubebene, Elemene, Gurjunene, Caryophyllene, Copaene,
Aromadendrene, Online, Muurolene, Bicyclogermacrene, Muurolene, Amorphene, Cubebol,
Nonadecane, Myristicin, Humulene epoxyde, Dillapiol).

Ibrain et al. (2009), entretanto usando esse mesmo meio de cultura, conseguiram inibir
fungos dermatofitos, porém a uma temperatura de 30 °C em experimento in vitro usando os
oleos essenciais oriundos das folhas secas, pseudocaule e rizomas de Alpinia conchigera
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Griff. Comprovaram ainda a eficiéncia dos mesmos Oleos contra 4 espécies de bactérias
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidic, in vitro a uma temperatura de 35 °C usando caldo nutriente, segundo
metodologia de Vandepitte et al. (1991). A composi¢do quimica destes 0leos também foi
determinada e foram identificados os seguintes componentes (o-Pinenea, Sabinenea, f-
Pinenea, Myrcenea, 6-3-Careno, p-Cymenea, 1,8-Cineolea, Limonenea, (E)-2-octenal, y-
Terpinene, Terpinolenea, linalol, a-epoxido Felandreno , canfora, Terpinen-4-ol, mirtenal, o-
terpineol, (E)-2-decenal, chavicol, acetato de bornilo, benzaldeido etilico, eugenol, o-
Elemenea, Acetato de geranil, a-Copaenea-, -Elemenea, (Z )-ciclodecene, -Caryophyllenea,
germacreno D, (E)-a-bergamotenea, o-Humulenea, (Z)-B-farneseno, zingibereno, B-Selinene,
(E)-B-farnesenea, acetato de Eugenil, f - bisaboleno, B-sesquifelandreno, B-Elemol, (E)-
nerolidol, 3-tetradecen-5-ino).

Maxia et al. (2009) estudaram a atividade atifungica do 6leo essencial Daucus carota
L oriundo de dois lugares diferentes Sardenha e Portugal contra as seguintes cepas de fungos,
Criptococcus neoforms; Candida krusei, C. guillermondii, C. albicans, C. tropicalis e C.
parapsilosis; Aspergillus flavus, A. niger e A. fumigatus e os dermatofitos: Epidermophyton
floccosum, Trichophyton rubrum, T. canis, Microsporum canis € M. gypseum. Cada isolado
foi inoculado em Agar Sabouraud, os dermatéfitos a 30 °C e C. neoforms, Candida spp e
Aspergillus spp em 35 °C, numa concentragio de 1-2 x 10” células para leveduras e 1-2 x 10*
células para fungos filamentosos. Todas as amostras dos 6leos essenciais inibiram as espécies
fungicas. Ainda estudaram as composicdes quimicas dos dleos, os principais componentes do
6leo de Sardinian sdo: B-bisabolene (17.6-51.0%) e 11-0-(H)-himachal-4-en-1-B-ol (9.0—
21.6%) e os compostos predominantes das amostras de Portugal sdo acetato de geranil (5.2—
65.0%) e a-pineno (3.5-37.9%), com baixa quantidade de monoterpenos ¢ alta quantidade de
hidrocarbonetos sesquiterpénicos.

Jain (2008) partindo de extratos de Bauhinia racemosa Lamk. (raizes), obteve 3
isolados fendlicos: 1,7, 8, 12 b-tetra-hidro-2,2, 4-trimetil-10-metoxi-2H-benzo [6,7]
ciclohepta [1,2,3] benzopirano-5, 9-diol (racemosol 1); 1,7,8,12 b- tetra-hidro-2, 2,4-trimetil-
2-benzo[6,7] ciclohepta [1,2,3] [I}benzopirano- 5,10,11- tril (2); 1,7,8,12 b-tetra-2, 2,4-
trimetil-2H-benzo [6,7] ciclo [1,2,3] [1] benzopiran-5,9,10-triol (Di-O-metill racemol 3) e
testou a atividade antifiingica contra 5 espécies de fungos (Aspergillus niger, A. flavus A.
Sfumigatus, Penicillium chrysogenu e Rhisopus stolonifer) e 6 espécies de bactérias (Bacillus
thuringiensis, Enterobaccter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumonie, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureos), utilizando o método de difusdo em disco segundo
Gould e Bowie (1952), dos microorganismos testados, os compostos isolados demonstraram
atividade contra 3 espécies de Aspergillus, Aspergillus niger, A. flavus A. fumigatus e 3
espécies de bactérias Bacillus thuringiensis, Klebsiella pneumonie e Staphylococcus aureos.

Dzamic et al. (2008) testaram a atividade antifungica do o6leo de Origanum
heracleoticum sobre as seguintes espécies fungicas: Alternaria alternata, Aspergillus niger,
Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus, Aspergillus versicolor,
Aureobasidium pullulans, Cladosporium cladosporioides, Cladosporium fulvum, Fusarium
tricinctum, Fusarium sporotrichoides, Mucor mucedo, Penicillium funiculosum, Penicilium
ochrochloron, Phomopsis helianthi, Phoma magdonaldii, Trichoderma viride, Trichophyton
mentagrophytes, Candida albicans. Na determinacdo da composi¢do quimica do Oleo,
encontraram os seguintes compostos: a-Thujene, Octen-3-ol, B-Mircene, o-Felandreno, o-
Terpinene, p-Cymene, f-Felandreno, y-Terpinene, a-Terpinolene, Linalol, a-Thujone,
Camphor, Borneol, Terpinen-4-ol, a-Terpineol, Carvacrol metil éter, Timol, Carvacrol,
Isocariofilene, a-Humulene, Germacrene D, B-Bisabolene, -Cadinene ¢ Cariofilene oxide.
Destes 24 compostos os principais foram: carvacrol (65%), seguido de timol, B-felandreno e
fenois. Os autores atribuiram o alto efeito antifungico a alta quantidade de timol, carvacrol e
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fenois, as quais com suas estruturas semelhantes, sdo responsaveis pela atividade antifingica
do dleo.

Silva et al.( 2005) testaram in vitro, com incubagao a 25 °C, paralelamente extrato da
folha de Ocimum gratissimum e o Eugenol nos dermatéfitos Microsporum canis, M. ypseum,
Trichophyton rubrum e T. mentagrophytes, tanto o 6leo como o Eugenol foram eficaz contra
os fungos testados. O Eugenol ¢ o principal constituinte de 6leo essencial Ocimum
gratissimum (LEMOS et al. 2005) e sua estrutura quimica ¢ similar a do Timol, Carvacrol e
Fenol, ja Teles (2003) estudando o dleo essencial de pau-rosa, encontrou como constituinte
majoritario o Linalol, ¢ como constituintes minoritarios a-terpinol, 1,8-cineol, o-pineno,
geraniol, citronelal, limoneno, pineno e acetato de linalol. O Linalol possui estrutura quimica
também semelhante ao Eugenol e demais substancias citadas. O 6leo de pau-rosa foi testado
in vitro através do método de difusdo em disco contra as bactérias patogénicas Bacillus
cereus, Aeromonas hydrophila, Vibrio auginolyticus e Serratia spp e apresentou eficiéncia
sobre todas estas bactérias, no entanto Fontenelle et a/ (2007) estudando a composi¢ao
quimica do o6leo essencial de Lippia siloids Cham, encontraram como constituintes Timol
(59,65%), E-cariofilene (10,60%) e p-cimene (9,08%), testaram in vitro a atividade
antifungica deste oleo contra Candida spp e Microsporum canis, € comprovaram a sua
eficiéncia tanto par o fungo dermatofito quanto para a levedura.

Os 6leos essenciais testados por Bajpai ef al. (2008), Chang et al. (2008), Kordali, et
al. (2008), Guerrine et al.(2009), Ibrain et al. (2009), Maxia et al. (2009), Jain (2008),
Dzamic et al. (2008), Silva et al.( 2005), tiveram suas atividades antimocrobianas
comprovadas em sua maioria contra fungos e o de Bauhinia racemosa, contra fungos e
bactérias e ainda suas composicdes quimicas determinadas. Esses autores encontraram uma
grande variedade de compostos quimicos, predominantemente monoterpenos ¢/ou
sesquiterpenos, sendo que cada 6leo essencial apresenta uma composi¢do quimica peculiar,
porém com caracteristicas comuns em suas formulas estruturais, como podemos observar nas
suas estruturas quimicas da revisdo bibliografica deste trabalho, a presenca da hidroxila e do
anel benzénico ou de compostos derivados de anel benzénico ¢ uma constante em todos os
6leos estudados. O Netrix também apresenta essa caracteristica em comum com o0s 0leos
essenciais.
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5 CONCLUSOES

O Netrix mostrou atividade antifungica in vitro contra A. carbonarius, A. flavus, A.
niger, A. ochraceus e A. parasiticus, impedindo o desenvolvimento destes microorganismos e
também in locus, por eliminar totalmente as colonias fiingicas encontradas infectando as
superficies internas dos anéis do silo.

A caracteristica volatil do produto foi comprovada pela andlise cromatografica,
usando o método de quantificagdo das amostras com padrdo externo através da curva de
calibracdo. Esta volatilidade confere ao produto uma vantagem significativa para uso em
instalacdes, abastecimentos e processamentos de alimentos.
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6 SUGESTOES

Com o resultado deste trabalho evidencia-se a importincia e a necessidade do
emprego de Boas Praticas de Armazenagem, incluindo a utilizacdo de desinfeccdo das
superficies internas de silos, através da pulverizagdo com Netrix, antes do carregamento e
apos uma operagao de descarga, a fim de evitar o desenvolvimento de fungos potencialmente
toxigénicos, tendo em vista que os fungos mais freqiientes em armazenamento sao do género
Aspergillus.

Sugere-se o uso deste produto para desinfeccdo de armazéns, moinhos, moegas,
elevadores, transportadores de graos, equipamentos, ambientes de manuseio e processamento
de produtos agricolas e industrias de alimentos de um modo geral.
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ANEXO A

Composic¢ao dos meios de cultivo utilizados nos ensaios.

e Agar Extrato de Malte (MEA)

EXtrato de Malte.......cc.ocouiiiiiiieiicieciececteee ettt ettt ettt e ae e aeeneens 20g
Peptona bacteriOlOZICA. ......c.ecueeiieieeieie ettt ettt st b e e ae e e s e saebeeneenes lg
GlICOSE. .. vteuteeuieeeee ettt ettt ettt et et s e s tt e bt et e et aessee s e esseessesssenseensestenseensessseaseeseenseensenseensans 20g
AAT-AEAT ...t 20g
AGUA AESTIAAA. ... 1000 mL

Esterilizar por autoclavacdo a 121 °C por 15 mim (PITT; HOCKING, 1997).

e Agar Dichloran Rose Bengal Cloranfenicol (DRBC)

GLICOSE. ...ttt ettt ettt ettt et et et et e e beese e st e s s e s e es e et e eseensenseseeseeseeseensenseeensensensan 10g
Peptona BacteriOlOZICA. ......cc.evuieiieieieieiesie ettt ettt sttt ettt ennens 5g
Hidrogenofosfato de Fosfato de Potassio Monobasico (KH2POg).....coveveveiveivirieieiiiiinee. lg
Sulfato de Magnésio Pentahidratado (MgSO4 7H20)....c.c.ccoieiiiieiieiieieceeceeeee e 05¢g
ATttt I5¢g
ROSE BEN@AL™........oiiiiiiieeteee ettt ettt 25 mg
DHCRIOTAN . ... e e 2mg

Cloranfemicol. ........cccvummmmiiiiii ... 100 IZ
Aguadestilada...........oooiiiii e seseenenen L L

* 5% m/v em agua, usar 0,5 mL
®0,2% m/v em etanol, usar 1 Ml

Apos a adicdo e mistura de todos os ingredientes esterilizar por 121 °C por 15 minutos. O pH
final devera estar entre 5,5 e 5,8. Armazenar o meio preparado protegido da luz, pois os
fotoprodutos de Rose Bengal sdo altamente inibidores de fungos, especialmente leveduras
(PTT; HOCKING, 1997).
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ANEXO B

Quadro de analise de Variancia

F de
F. V. GL S.Q. Q.M. Fisher Pr>F
Tratamentos 3 247193 823,98 7528 <0,0001”
Blocos (anéis) 2 58,16 29,08 2,66 0,087
Erro experimental 30 328,36 10,95
Total 35 2858,45

Fonte: VIEIRA (2006).
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