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RESUMO

Efeito do dleo essencial de Eucalyptus globulus Labill. sobre espécies produtoras de

aflatoxinas

Hé relatos na literatura de alguns compostos naturais de plantas que sdo usados para
preservacdo de alimentos e no controle do desenvolvimento de fungos e bactérias que ocorrem
em plantas, graos, cereais e derivados. O presente trabalho teve como objetivo avaliar “in vitro” o
efeito do dleo essencial de Eucalyptus globulus e seu composto majoritario sobre o crescimento
micelial dos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus ¢ a producao de aflatoxinas. A
composi¢do quimica do 6leo analisado por cromatografia gasosa acoplada ao espectrofotometro
de massa mostrou-nos que o composto majoritario com 89,95% ¢ o 1,8-cineol. Assim foi avaliada
a ac¢do por contato e por compostos volateis do 6leo essencial ¢ do 1,8-cineol. O modo de agdo
por compostos volateis, do 6leo e do composto, foi estatisticamente mais eficiente do a agcdo por
contato, para ambos os fungos. Independente do modo da agdo a partir da dose de 500uL do o6leo
os fungos tiveram comportamentos semelhantes, com mais de 90% de inibi¢do micelial. O
composto 1,8-cineol ndo demonstrou a mesma eficiéncia que o 6leo, produzindo algum efeito
inibitdrio apenas na dose de 1.500uL, com apenas 5,5% de inibi¢do de crescimento micelial. Foi
verificado que o dleo essencial e o composto 1,8-cineol ndo cessaram a producdo de aflatoxinas

de ambos os fungos mesmo inibindo o crescimento micelial.

Palavras-chave: Eucalyptus globulus; Aspergillus flavus; Aspergillus parasiticus; Oleo essencial;

Aflatoxinas; Cromatografia gasosa.



ABSTRACT

Effects of the essential oil from Eucalyptus globulus Labill on aflatoxin producer species

Literature describes some natural plants composites that are used to preserve food and to
control fungi and bacteria development in plants, grains, cereals and derivatives. The objective of
this research was evaluate the effect in vitro of the Fucalyptus globulus essential oil and its major
component over mycelial growth and aflatoxin production by Aspergillus flavus and Aspergillus
parasiticus. The chemical oil composition, analyzed by gas chromatography connected to mass
spectra, showed that 1,8-cineole is the major compound with 89.95%. Thus, the essential oil and
the 1,8-cineole were evaluated by the contact and volatiles action. For both analyzed fungi, the
oil and the compound action promoted throughout volatile compound were statically more
efficient than the action promoted throughout contact. Considering the oil dose of 500uL and so
forth, the fungi behaviors were similar independently of the action modes, with more than 90% of
myecelial inhibition. The 1,8-cineole compound did not demonstrate the same efficiency that the
essential oil did, producing some inhibitory effect only in the dose of 1.500uL, with only 5.5% of
inhibition of mycelial growth. It was verified that the essential oil and 1,8-cineole compound did

not cease the aflatoxins production in both fungi, even with the inhibition of mycelial growth.

Keywords: Eucalyptus globulus; Aspergillus flavus; Aspergillus parasiticus; Essential oil,;
Aflatoxins; Gas chromatography.



1 INTRODUCAO

O uso de defensivos agricolas sintéticos no controle de pragas e doencas que normalmente
ocorrem nas culturas pode contaminar e desequilibrar o ambiente, comprometer a saude humana,
tanto dos agricultores quanto dos consumidores, deixar residuos nos produtos agricolas acima dos
limites de tolerancia e aumentar o custo de producdo. Frente a esta situagdo a sociedade vem
exigindo, cada vez mais, a producao de alimentos sem residuos de defensivos sintéticos e com
menor contaminagao para o ambiente.

A preocupacdo com a contaminagdo ¢ observada por segmentos do mercado &vidos por
produtos agricolas diferenciados, tanto aqueles produzidos sem uso de agrotoxicos sintéticos,
como aqueles portadores de selos indicativos de que os agrotoxicos foram utilizados
adequadamente (BETTIOL, 2001).

Diante deste quadro, buscam-se, cada vez mais, alternativas ao uso de defensivos sintéticos,
entre eles, os fungicidas. Atualmente, muitos fitocompostos como 6leos e extratos com alta
atividade bactericida, fungicida e inibidora de produgdo de toxinas por esses microrganismos sao
extraidos de ervas e outras plantas. Esses fitocompostos também sdo utilizados como analgésicos,
sedativos, antidepressivos e em tratamentos terapéuticos (SILVA et al., 2003).

De acordo com Bizi (2006), dentre os fitocompostos, os 6leos essenciais encontram maior
aplicacdo biologica como agentes antimicrobianos, o que representa uma extensdo do proprio
papel que exercem nas plantas, defendendo-as de bactérias e fungos fitopatogénicos.

Os estudos bioldgicos e a pesquisa de novos compostos tem sido uma das maiores tarefas
dos fitoquimicos em todo mundo; o processo da escolha da planta até a obten¢do de uma
substancia biologicamente ativa ¢ longo e multidisciplinar (PENTEADO, 2001). Para a
recomendacdo de produtos naturais ainda ha caréncia de estudos mais profundos em relagdo aos
possiveis riscos a satide humana, animal e para o meio ambiente.

Entre os varios Oleos essenciais que t€m sido relatados na literatura como tendo fungio
antifingica podem-se citar os 0leos de eucaliptos (BOLAND et al., 1991; SALGADO, 2001). O
eucalipto no Brasil ¢ explorado ndo somente com a finalidade de exploragdo de madeira
destinada a industria de carvao, mas também para serrarias, industrias moveleiras, geragdo de
energia e exploragdo das folhas para producdo de 6leos essenciais (SALGADO, 2001).

Os oleos essenciais dos eucaliptos possuem diversas fungdes; ja foram considerados como

repelente de insetos que se alimentam de suas folhas, inibidores de germinagdo e de crescimento
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de outras plantas e controladores da atividade microbiologica de alguns fungos e bactérias
(BOLAND et al., 1991).

Este trabalho tem como objetivo avaliar “in vitro” o efeito do 6leo essencial da espécie
Eucalyptus globulus sobre o crescimento micelial e a produgdo de aflatoxinas dos fungos

Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Aflatoxinas

Micotoxina ¢ o termo usado para descrever substancias toxicas formadas durante o
crescimento de fungos (GRIFFIN, 1994; PITT; HOCKING, 1997; SMITH; MOSS, 1985;
WICKLOW, 1995) e abrange uma diversidade de compostos, originarios de diferentes
precursores e vias metabolicas, reunidos segundo o grau de toxicidade ao homem e aos animais
(GRIFFIN, 1994). As micotoxinas podem ser produzidas por diversos géneros fungicos, os quais
podem diferir na morfologia, bioquimica e nos nichos ecoldgicos; sdo compostos altamente
toxicos e podem estar presentes em produtos, subprodutos de graos e alimentos em geral, atuando
isoladamente ou em conjunto, dependendo dos niveis de contaminagdo no alimento (COUNCIL
FOR AGRICULTURAL SCIENCE AND TECHNOLOGY - CAST, 2003).

As aflatoxinas sao metabolitos secundarios sintetizados por fungos do género Aspergillus,
principalmente A. flavus e A. parasiticus (KOZAKIEWICZ; SMITH, 1994; SMITH; MOSS,
1985), mas sabe-se que outros representantes do género como A. nomius e A. pseudotamarii
também produzem aflatoxinas (CAST, 2003). O género Aspergillus pode ser encontrado em
alimentos de origem vegetal, bem como em produtos modificados originados destas matérias-
primas (GRIFFIN, 1994).

As aflatoxinas foram descobertas em 1960 ao provocarem em perus, na Inglaterra, um surto
com alta letalidade conhecido como "turkey X disease"”, milhares de aves morreram apds
consumirem torta de amendoim, proveniente do Brasil, que foi adicionada a racdo (SARGEANT
etal., 1961).

As principais aflatoxinas, B;, By, G; e G;, quando ingeridas por animais, podem ser
convertidas em metabolicos toxicos, M; e M,, que se acumulam na carne € nos ovos ¢ sao
excretadas no leite (CAST, 2003; DHINGRA; NETTO, 1998; HSIEH; WONG, 1994). Segundo
o Food and Drug Administration/Center for Food Safety and Applied Nutrition - FDA/CFSAN
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(2006) e Eaton et al. (1994), para ativar a toxicidade e a carcinogenicidade das aflatoxinas estas
sofrem um processo de indugdo ou inibicdo do sistema de oxidacdo como as reagdes de
hidrolisagdo, epoxidagdo e desmetilacao.

As aflatoxinas sdo absorvidas pelo trato intestinal de onde passam para a circulagdo
sangiiinea pela via portal e sdo transportadas para o figado onde s3o biotransformadas. Uma parte
da aflatoxina B, ¢ ativada e ligada aos tecidos hepaticos, enquanto que alguns outros metabodlitos
conjugados e soluveis sdo excretados na bile e, subseqiientemente, nas fezes. Outros metabolitos
conjugados soluveis em agua e produtos de degradagdo sdo excretados para o sistema circulatério
e, eventualmente, transferidos para o leite, ovos e carnes (Figura 1) (OGA, 2003).

Micotoxina

l

Trato gastro-intestinal ——»Fezes

!

Portal sangiiineo Bile
}
Figado
!
Sistema circulatorio —» Musculo, ovos, leite
}
Rim
!

Fezes

Figura 1 - Via metabolica de uma micotoxina e seus residuos. Fonte: Oga, 2003.

As aflatoxinas sdo toxicas ndo somente para mamiferos como também para as aves, peixes,
microrganismos e plantas superiores (SMITH; MOSS, 1985). A sensibilidade as aflatoxinas varia
muito com a espécie (Tabela 1) e o tamanho do animal. Dentro da mesma espécie varia com a
dose administrada, o sexo (machos sdo mais susceptiveis, porém fémeas gravidas tornam-se
altamente susceptiveis aos efeitos toxicos, transferindo a toxina para o feto), o tipo de aflatoxina,
a idade do animal e a composicdo da dieta (CAST, 2003; CULLEN; NEWBERNE, 1994;
ROEBUCK; MAXUITENKO, 1994; SMITH; MOSS, 1985).
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Tabela 1 - Toxicidade aguda da aflatoxina B, por ingestdo oral

Espécie DLs, (mg Kg™' peso corporal)
Pato (macho) — 1 dia de vida 0,34-0,59
Truta 0,81
Coelho 0,30
Gato 0,55
Porco 0,62-2,0
Céo 0,50-1,0
Rato (macho) 6,0
Rato (fémea) 18,0
Camundongo 9,0
Hamster (macho) 10,2
Galinha 6,0-16,0

Fonte: CAST, 2003; Cullen e Newberne, 1994; Roebuck e Maxuitenko, 1994; Smith e Moss, 1985.

Segundo o FDA/CFSAN (2006) e Cullen e Newberne (1994), o figado ¢ o primeiro 6rgdo a
ser atacado pelas aflatoxinas, podendo apresentar danos agudos, além do rim, pancreas e bago,
independente da espécie animal contaminada.

A aflatoxicose aguda ou efeito toxico de curta duragdo causado pela ingestdo das
aflatoxinas ocorre quando da ingestdo de quantidade elevada da toxina em uma Unica dose,
caracterizando-se por desordem na atividade gastrointestinal, hemorragias multiplas, danos
agudos ao figado, edema, alteracdo na digestdo e no metabolismo, convulsdo, paralisia e
possivelmente morte (CAST, 2003; FDA/CFSAN, 2006; CULLEN; NEWBERNE, 1994).

As aflatoxinas ao serem absorvidas pelas aves promovem ma digestdo e ma absor¢do pelas
lesdes causadas na moela, no intestino e no figado; também enfraquecem os vasos sangiiineos,
favorecendo o rompimento e o surgimento de hematomas na carne, o que traz prejuizos a
carcaga; em suinos, além de lesdes no figado e redugdo no crescimento, promovem a redugdo da
ativacdo do sistema imunoldgico, aumentando a susceptibilidade dos animais a infecgdes virais e
bacterianas (BUNZEN; HAESE, 2006).

Segundo o FDA/CFSAN (2006) e CAST (2003), o efeito téxico causado por exposicao as
aflatoxinas por um periodo longo ¢ denominado aflatoxicose cronica, isto é, ingestao de pequenas
quantidades por longo periodo. Neste caso, o figado torna-se hiperplasico e extremamente

cirrdtico, com fibrose progressiva com ou sem tumor, ictericia, perda de peso, baixa conversao
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alimentar, taxas mais lentas de crescimento, carcinomas e mutagenicidade (ROEBUCK;
MAXUITENKO, 1994; SMITH; MOSS, 1985).

De acordo com Dhingra e Netto (1998), a exposicdo do ser humano a aflatoxinas pode
também ocorrer por via respiratoria, durante a colheita, trilha, ensacamento, limpeza,
armazenamento e processamento de grdos contaminados. Segundo os autores, estudos
epidemiologicos evidenciam que as aflatoxinas, em particulas respiraveis, como pd de graos
representa um risco ocupacional.

As aflatoxicoses em humanos ¢ outras micotoxicoses tém sido raramente relatadas,
provavelmente, por dificuldades no diagndstico, contudo algumas doengas possuem possivel
relagdo com a ingestao de alimentos contaminados pelas aflatoxinas como a Sindrome de Reye, o
“kwashiorkor” e a cirrose indiana infantil (MEHAN et al., 1991). J4 segundo Henry et al. (2001),
a ingestdo de alimentos contaminados com aflatoxinas est4 diretamente relacionada a incidéncia

de cancer hepatico.

2.2 Producao de aflatoxinas

Segundo Rodriguez-Amaya e Sabino (2002), as pesquisas realizadas entre 1991-2000 sobre
as micotoxinas em alimentos e ragdes, no Brasil, superaram em 30% dos trabalhos publicados nas
trés décadas anteriores e, ainda assim, as aflatoxinas em amendoim e produtos de amendoim
continuam alarmantes.

Estima-se que a perda anual de graos por causa da presenca de fungos seja em torno de 25%
da produ¢ao mundial (FAO, 2007). A infeccdo flingica, o desenvolvimento do fungo e a
producdo de aflatoxinas podem ocorrer nos graos em todas as fases, passando pela pré-colheita,
colheita e pos-colheita e seguindo a cadeia de industrializacdo com o armazenamento, transporte
e comercializacdo (OMINSKI et al., 1994; PEREIRA, 1992). A produ¢do de micotoxinas ¢
influenciada por varios parametros incluindo a nutricdo da planta, a atividade de dgua do grao ¢ a

temperatura de desenvolvimento vegetal (SWEENEY; DOBSON, 1998).

2.2.1 Pré-colheita e colheita
A infeccdo por fungos ainda no campo, na fase pré-colheita, pode ocorrer durante o
desenvolvimento, a maturagdo e a pds-maturacao dos graos; o periodo pré-colheita inicia-se com

a emergéncia da planta do solo e termina com a colheita da cultura (DHINGRA; NETTO, 1998).
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Os fungos produtores de aflatoxinas nos graos podem estar presentes em toda cadeia
produtiva de um produto. Segundo Dhingra e Netto (1998), ja foi observada a presenga dos
fungos Aspergillus flavus e A. parasiticus como patdgenos de plantas, em milho e amendoim,
respectivamente, com producao de aflatoxinas antes da colheita.

A produgdo das aflatoxinas pode ser favorecida durante a fase de pré-colheita dos graos
pela elevada temperatura e alta umidade relativa do ar, estresse hidrico da planta durante a
formacgdo e maturagdo dos graos, deficiéncia nutricional, danos provocados por insetos, cultivo de
genotipos susceptiveis, quantidade de esporos e o potencial toxigénico do fungo presente
(CORTES et al., 2000; SMITH; MOSS, 1985; WILSON; PAYNE, 1994).

Genotipos de milho com alto teor de 4cido graxo, principalmente o acido linoléico, e com
presenca da enzima lipoxigenase apresentam maior resisténcia ao ataque flingico no periodo pré-
colheita, com conseqiiente menor producao de graos ardidos na colheita (MICOTOXICOLOGIA,
2007).

Os fungos iniciam sua colonizagdo logo ap6s o inicio da formagao dos graos e continuam se
desenvolvendo ao longo da sua maturagcdo e amadurecimento (LACEY et al., 1991). De acordo
com Wilson e Payne (1994), a propagacdo dos Aspergillus pode ocorrer na forma de conidios,
esclerodios ou micélios e a disseminag@o dos inoculos se dar através ar, do solo e dos insetos.

De acordo com McMillian (1987), os insetos podem ser vetores de propagulos de fungos,
incluindo os fungos produtores de aflatoxinas, ou podem causar danos nos graos facilitando o seu
acesso e o desenvolvimento.

Segundo Dhingra e Netto (1998), desde que haja in6culo em quantidade suficiente na época
mais susceptivel, isto ¢, altas temperaturas e estresse hidrico, ocorrem colonizagdo flngica e
formagao de aflatoxinas nos grdos na pré-colheita. De acordo com Lacey et al. (1991) e Jones
(1987), os efeitos da irrigagdo parecem ser semelhantes ao da chuva, que lava a planta carregando
os esporos e reduzindo incidéncia de Aspergillus.

De acordo com Jones (1987), altos niveis de contaminacdao de aflatoxinas em milho, por
exemplo, podem estar associados a baixos niveis de aplicagdo de nitrogénio no solo, e,
conseqiientemente, baixos teores de nitrogénio nas folhas e graos. O estresse hidrico pode afetar a
translocagdo do nitrogénio e o estado fisiologico da planta de milho, razdo pela qual o autor
recomenda cuidado na aplicagdao de nitrogénio, fosforo, potassio e micronutrientes para que nao

ocorra a toxidez pelo excesso de algum nutriente.
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As perdas na colheita podem ser causadas principalmente pela falta de manutencdo e
regulagem das colhedoras, e também, por adversidades climaticas. Cuidados com a colheita
podem reduzir significativamente os riscos de contaminagdo dos graos (DHINGRA; NETTO,
1998; BARROS, 1986; JONES, 1987). Os equipamentos usados na colheita e no processamento
dos graos devem ser limpos para evitar a contaminagao pela presenga de indculo da safra anterior
(BARROS, 1986; OMINSKI et al., 1994).

O cuidado durante a colheita deve ser maximo de forma a se evitar os danos fisicos
decorrentes de desregulagens na velocidade da colheitadeira, na separacdo das impurezas e
matérias estranhas, além da observancia do teor de agua dos grios para que a operagdo das
maquinas ndo cause quebras ou trincas que favorecem a absor¢ao de agua, facilitando a invasao e
a penetracdo de fungos no interior dos grdos, levando ao desenvolvimento rapido e
conseqilientemente producdo de toxinas (ALMEIDA, 1999; DHINGRA; NETTO, 1998; MATA,
1998).

2.2.2 Pos-colheita

Os fungos sdo os principais microrganismos da microflora presente nos graos armazenados
e constituem a principal causa das deterioragcdes e perdas durante o armazenamento (PUZZI,
1986).

Os fungos de armazenamento podem estar presentes nos grados como contaminantes ou,
preferencialmente na forma de micélio dormente no embrido (PEREIRA, 1992).

Muitas vezes, o milho ja chega contaminado para ser armazenado, o que pode acontecer
quando o periodo da colheita coincide com altos indices de precipitacao pluviométrica ou quando
o milho permanece na lavoura ap6s o estagio ideal de colheita (MICOTOXICOLOGIA, 2007).

A colheita e o pré-processamento sao etapas importantes que influenciam a qualidade dos
graos armazenados (ALMEIDA, 1999). Uma colheita ou processamento incorreto pode acarretar
aos graos infestacdo por insetos e ataque de fungos. Isto pode causar a perda direta de produtos
agricolas, reducdo do poder germinativo das sementes e alteracdo da cor e do valor nutritivo dos
graos, além de reduzir o aproveitamento industrial e de seus subprodutos; como conseqiiéncia, ha
o aumento dos custos indiretos para o controle de algumas micotoxinas, para poder tornar o
produto aceitavel pelo mercado importador (SAUER et al., 1992; PUZZI, 1986; WICKLOW,
1995).
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Diferentes técnicas podem ser usadas para minimizar a deterioracdo dos graos durante o
armazenamento tais como limpeza, secagem, fumigagdo, fungicidas, inseticidas, aeragdo e
armazenamento com atmosfera modificada (SMITH; MOSS, 1985).

A limpeza dos graos, apos a colheita, reduz a quantidade de materiais indesejaveis de uma
massa de graos (MILMAN, 2002), que podem ser fontes de contaminagdo de fungos, ¢ facilita o
processo de secagem. A secagem além de permitir relativa antecipagdo da colheita, ¢ realizada
para reduzir a quantidade de 4gua até niveis que permitam a conservacao dos graos de forma a
reduzir a respiragdo, o desenvolvimento de microorganismos, de insetos e as reagdes enzimaticas
que aceleram a degradagao do grao (LACEY et al., 1991; MILMAN, 2002; WICKLOW, 1995).

A aeragao ¢ realizada para que ocorra passagem de ar natural pelos graos armazenados para
promover o resfriamento e a secagem mais lenta, reduzindo assim a absorc¢ao de 4gua pelos graos
apods a secagem e o desenvolvimento fungico (MILMAN, 2002; PUZZI, 1986). Segundo Ominski
et al. (1994), temperaturas diferentes na massa de grados podem resultar em uma transferéncia
rapida de calor para areas mais frias desta massa.

Durante o armazenamento e transporte, os fungos micotoxigénicos que estavam presentes
nos graos continuam presentes, podendo existir também outras fontes de indculo como, por
exemplo, outros produtos armazenados, as instalagdes de armazenamento e as de transporte.

Fatores como o tempo de incubacdo, a temperatura, potencial redox, pH e comunidades
microbianas sdo relevantes para o crescimento fungico durante o armazenamento (SMITH;
MOSS, 1985), mas os principais sdo o teor de dgua, a atividade de 4gua e a temperatura dos graos
(KAMINSKI; WASOWICZ, 1991; PUZZI, 1986; WILSON; PAYNE, 1994). Além disso, Pitt e
Hocking (1997) nao somente os fatores externos interferem no crescimento fungico, como
também a composicdo nutricional do grdo ¢ um fator importante que influencia o crescimento
fingico.

De acordo com Griffin (1994) e Pitt e Hocking (1997), mesmo que as condi¢des ambientais
como temperatura ¢ atividade de agua sejam semelhantes, fungos diferentes tem mais facilidade
de crescimento em um alimento do que em outro alimento. Os autores explicam que, a fonte de
carbono (tipo de agtcar, acido graxo, etc.) € muito importante tal como a fonte de nitrogénio, o
pH, a tenso de gases ¢ a presenga de ions metalicos.

Em graos ricos em carboidratos, como o milho, estes sdo utilizados como fonte de

nutrientes para o crescimento dos fungos. Segundo Mantovaneli (2001), o desenvolvimento de
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Aspergillus na fase inicial causa reagdes celulares no embrido do grao e quando a deterioragdao do
grao avanga, ocorre degradacao do amido dentro do endosperma que comeca a partir do centro do
grao.

Segundo Pomeranz (1992), a presenca dos fungos nos graos acarreta perda de nutrientes ou
componentes de interesse tecnologico, em funcdo das alteragdes nos carboidratos, proteinas,
lipidios e vitaminas; os carboidratos podem ser consumidos no processo de respiracao do grao,
produzindo élcool e acido acético. Wasowicz (1991) encontrou reducio de 66 a 75% de total de
carboidratos em graos de trigo inoculados com 4. flavus.

De acordo com Wasowicz (1991), em amendoim, produto oleaginoso, as mudangas
deteriorativas podem ser de forma oxidativa, com alteragao do odor e sabor, ¢ hidrolitica, com
producdo de acidos graxos livres; o aumento da populagdo de fungos, durante o armazenamento,
¢ acompanhado por um aumento de &cidos graxo livres devido, principalmente, a atividade da
lipase extracelular do fungo.

Tendo conhecimento da atividade de agua ¢ possivel manter a estabilidade dos alimentos,
minimizar as reagdes ndo enzimaticas de escurecimento e oxidacdo de lipidios e, também,
prolongar a atividade de enzimas e vitaminas dos alimentos (POMERANZ, 1992).

O teor de 4agua no grao ¢ expresso em porcentagem do peso dos graos, que expressa o total
de agua presente ou, em atividade de agua que ¢ a quantidade de agua livre no grao, para
participar das reagdes quimicas e crescimento fungico (KAMINSKI; WASOWICZ, 1991;
LACEY etal., 1991).

O alto teor de 4gua nos graos armazenados acelera a deterioragao em fungao do aumento de
temperatura e favorece o ataque de pragas e o desenvolvimento fungico. E preciso secar os grios
até um teor de agua adequado antes da armazenagem para que ndo ocorram perdas quantitativas
nem qualitativas (PUZZI, 1986). Segundo Almeida (1999), o teor maximo de 4agua para
armazenagem dos graos ¢ dependente da espécie do grdo, do tipo de armazenamento, do periodo
de estocagem e das condigdes ecologicas no local do armazenamento.

Segundo Sauer et al. (1992) e Lacey e Magan (1991), a atividade de agua ¢ o fator isolado
mais importante na colonizacdo dos grios; conhecendo-se este fator ¢ possivel prever o
desenvolvimento de células bacterianas ¢ de fungos (Tabela 2), o tempo de geragdo, a taxa de

crescimento dos microrganismos, a taxa respiratoria e a alteragdo da temperatura dos graos. Uma
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micotoxina pode ser produzida por espécies diferentes ¢ um determinado fungo pode produzir

varias micotoxinas (Tabela 2).

Tabela 2 - Limite minimo de atividade de agua para crescimento de algumas espécies fungicas de

armazenamento e para produ¢do de micotoxinas

Atividade de agua*

Espécies Micotoxinas

Crescimento Producdo de toxinas
Aspergillus flavus Aflatoxinas 0,78 - 0,80 0,82 -0,87
Aspergillus parasiticus Aflatoxinas 0,78 - 0,82 0,87
Aspergillus ochraceus Acido penicilico 0,77 0,88
Aspergillus ochraceus Ocratoxina A 0,76 — 0,85 0,85-0,88
Aspergillus clavatus Patulina 0,88 0,95-0,99

Fonte: Ominski et al., 1994; Kozakiewicz e Smith, 1994; Sautour et al., 2002; Ribeiro et al., 2006.
Notas: Sinais convencionais utilizados:
* Nao foi relatado qual o substrato foi realizado a leitura da aa.

Outro fator usado para detectar a deterioragdo de graos armazenados ¢ a temperatura. A
acdo desta sobre a conservagdo dos alimentos e outros materiais bioldgicos ¢ conhecida
universalmente e sabe-se que sdo desejaveis valores de temperatura reduzidos, pois a maioria das
reac0es quimicas sdos aceleradas na presenca de temperaturas elevadas (KAMINSKI;
WASOWICZ 1991; PUZZI, 1986).

A temperatura inicial de graos armazenados deve ser igual ou inferior a temperatura do ar
atmosférico, baixas temperaturas reduzem o desenvolvimento de microrganismos, insetos e
acaros que atacam os graos. Em regides tropicais a temperatura de 30°C ¢ considerada
temperatura ambiente podendo alguns fungos crescer durante o armazenamento
(KOZAKIEWICZ; SMITH, 1994; PITT; HOCKING, 1997; SAUTOUR et al., 2002).

As condigdes 6timas para producdo de micotoxinas por um fungo nio sdo necessariamente
as mesmas condigdes Otimas para o crescimento e germinagao (Tabela 3) (GONCALEZ et al.,
2001; KOZAKIEWICZ; SMITH, 1994; OMINSKI et al., 1994; RIBEIRO et al., 2006;
SAUTOUR et al., 2002; SMITH; MOSS, 1985; WILSON; PAYNE, 1994).
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Tabela 3 - Temperaturas para crescimento e para producao de toxinas de alguns fungos comuns

em armazenagem de graos

Temperatura* (°C)

Espécies , Micotoxina Temperatura® (°C)
Minima Otima Maxima

Aspergillus flavus 10-15 35-45 45-50 Aflatoxinas 30

Aspergillus restrictus 5-10 30-35 40 - 45

Aspergillus ochraceus 8 24 -31 30-37 Acido penicilico 22

Aspergillus ochraceus 8 24 -31 30 -37 Ocratoxina A 30

Aspergillus candidus 10-15 45-50 50-55

Aspergillus parasiticus 12 32 42 Aflatoxinas 30

Fonte: Ribeiro et al., 2006; Sautour et al., 2002; Pitt e Hocking, 1997; Kozakiewicz e Smith, 1994.
Nota: Sinais convencionais utilizados:

* Néo foi relatado em qual substrato foi observado a temperatura.

... Dado numérico nao disponivel.

2.3 Controle do crescimento fiingico e produgio de toxinas

A contaminagdo na poés-colheita de graos por fungos e micotoxinas pode ser controlada
usando métodos fisicos e/ou métodos quimicos e alguns sdo de alto custo, mas essenciais para a
manutencdo da qualidade dos graos. Os métodos fisicos como secagem, aeragdo e outros sao
praticos e de baixo custo, se aplicados de forma correta e preventiva e podem ser eficientes, nao
necessitando o uso dos métodos quimicos (SMITH; MOSS, 1985).

A prevengdo da producdo de micotoxinas ¢ uma abordagem mais desejavel do que o
controle, a maioria das micotoxinas ¢ quimicamente estdvel e resistem as condi¢cdes de
processamento como temperaturas elevadas (MICOTOXICOLOGIA, 2007).

Muitos dos tratamentos para a descontaminagdo dos graos nao sao economicamente viaveis,
apresentam uma relagdo custo/beneficio desfavoravel, visto que os resultados podem ser
variaveis e alguns produtos podem promover a reducio da palatabilidade (BUNZEN; HAESE,
2006). Os métodos quimicos incluem, além de fungicidas e fumegantes, os acidos organicos,
ervas e condimentos, Oleos essenciais, antioxidantes, metilxantinas e substancias cloradas
(RANZANI, 1993).

De acordo com Biinzen e Haese (2006) alguns programas de descontaminag¢do que visam
controlar o desenvolvimento de fungos em graos armazenados usam amoniaco, bissulfito de

sodio, formaldeido e acido ascorbico.
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Sauer e Tuite (1986) relataram o uso de dacidos organicos, principalmente, o acido
propidnico, no controle de fungos durante o armazenamento, aplicado puro ou misturado ao acido
acético, acido isobutirico e formaldeido. Os autores revelaram sua preocupagao em rela¢do ao uso
destes produtos, pois, requerem cuidados na administracdo dada a sua corrosividade. Devem ser
aplicados nas dosagens certas ¢ a aplicacdo deve ser uniforme para que nido ocorra super
dosagem, implicando em gastos excessivos, ou subdosagem, que além de nao ter efeito curativo
pode resultar em crescimento acelerado dos fungos e producdo de aflatoxinas (SAUER et al.,
1992; SAUER; TUITE, 1986).

Segundo Biinzen e Haese (2006), na pratica existem empresas recebendo graos com alta
umidade, executando uma secagem até¢ 15 ou 16% de umidade e em seguida adicionando
antifungicos para o armazenamento, mesmo quando as condi¢des de aeragdo sdo inexistentes ou
precarias. De acordo com Mata (1998), ha muitos procedimentos que visam a destruicdo de
fungos de armazenamento, mas nenhum deles sdo satisfatérios ou aplicados em todos os produtos
agricolas contaminados.

Os Oleos essenciais podem ser interessantes fontes para base de novos produtos com
diferentes funcdes. Alguns compostos naturais de plantas ja vém sendo/sdo usados,
tradicionalmente, na preservagdo de alimentos em alguns paises como India, Egito, Japdo e
Russia (SHAHI et al., 2003; SOLIMAN; BADEAA, 2002; MONTES-BELMONT; CARVAIJAL,
1998; WILSON; WISNIEWSKI, 1992). A utilizagdo de oleos essenciais para controle do
desenvolvimento de fungos e bactérias que ocorrem em plantas, graos, cereais e derivados ¢
relatada na literatura (ALVAREZ-CASTELLANOS et al., 2001; DHINGRA et al., 2004;
PARANAGAMA et al., 2003; SINGH et al., 1993).

2.3.1 Oleo essencial: caracteristicas e acoes

Desde o descobrimento das aflatoxinas, numerosas substancias e condigdes ambientais
foram estudadas como agentes que controlariam efetivamente o crescimento e a producao de
aflatoxinas por A. flavus e A. parasiticus. Muitas substancias ja foram identificadas como
controladoras da producdo de toxinas, mas o efeito geralmente ¢ sobre o crescimento fingico, e
dependendo da concentragdo sdo muito toxicos a saude humana e animal (ZAIKA;

BUCHANAN, 1987).
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Os Oleos essenciais sdo produzidos por plantas e podem ser destinados a produtos
medicinais (farmacos), industriais (odorizantes) e perfumaria (BOLAND et al., 1991; PENFOLD;
WILLIS, 1961; SILVA, 2000). A International Standard Organization (ISO) define 6leo essencial
como os produtos obtidos de partes de plantas através de destilagdo por arraste com vapor d’agua,
bem como os produtos obtidos por prensagem dos pericarpos de frutos citricos (SALGADO,
2001). Ja Woolf (1999) define 6leo essencial como qualquer classe de 6leos volateis que compde
uma mistura de hidrocarbonetos complexos (normalmente terpenos) e outras substancias
quimicas extraidas de uma planta, normalmente por um método de destilagao.

Os o6leos essenciais sdo extraidos de todas as estruturas das plantas desde que estas partes
tenham glandulas que armazenam 6leo. Segundo Maia (1994), os 6leos essenciais nao tém fungdo
direta nas principais atividades bioquimicas da planta como fotossintese, respiragdo, sintese de
proteinas, mas tem fun¢do direta na atracdo de polinizadores e repeléncia de insetos.

Os oleos sdo formados por compostos organicos volateis, geralmente por terpenoides e
fenilpropenos (alilfenois, ligndides e cumarinas) (SALGADO, 2001; SILVA, 2000). Os
terpenodides podem ser divididos em monoterpenos (10 carbonos) e sesquiterpenos (15 carbonos),
e sdo formados por duas ou mais unidades de isoprenos (BOLAND et al., 1991; CROTEAU,
1987; SILVA, 2000).

Os monoterpenos podem ser classificados como aciclicos (cadeia aberta), monociclicos (um
anel com seis atomos de carbono) e biciclicos (dois anéis com seis atomos de carbono cada)
(BOLAND et al, 1991; CROTEAU, 1987). Segundo Martins (1996), podem ocorrer
modifica¢des nas estruturas dos monoterpenos pela adicdo ou remogao de duplas ligagdes ou
ainda adi¢do de oxigénio formando alcoois, cetonas, aldeidos e ésteres.

Sdo conhecidas mais de 3.600 estruturas sesquiterpénicas, estas tém grande diversidade
estrutural e estereoquimica, pois possuem cinco carbonos a mais que 0s monoterpenos; 0s
sesquiterpenos sdo menos volateis e tem menos propriedades organolépticas do que os
monoterpenos, no entanto, podem influenciar delicadamente o odor dos 6leos nos quais ocorrem
(BOLAND et al., 1991; MARTINS, 1996; SILVA, 2000). Como exemplos de monoterpenos
podem ser citados o citronelal, o citronelol e o 1,8-cineol e de sesquiterpenos, o globulol e o -
eudesmol (BOLAND et al., 1991; CROTEAU, 1987).

Os fenilpropenos sao menos abundantes do que os terpenos € possuem em suas estruturas

um anel benzénico com uma cadeia lateral composta de trés carbonos que apresentam uma dupla
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ligagcdo e podem ter um grupo funcional com oxigénio (MARTINS, 1996). Segundo Croteau et
al. (1994) e Croteau (1987), estes possuem propriedades inseticidas, nematicidas, farmacologicas
e aromatizantes. A lignina, os flavonoides e o estragol sdo exemplos de fenilpropenos.

A composicdo quimica dos oOleos essenciais pode diferir para cada espécie ou subespécie
devido ao ambiente, a sazonalidade, aos tratos culturais, as formas de extracao e outros fatores os
quais sao responsaveis por mudangas na composicao dos oleos essenciais (BOLAND et al., 1991;
DAFERERA et al., 2002; MAIA, 1994). Silva et al. (2006) observaram que a umidade do solo e
a temperatura do ar influenciam a produgdo de dleo essencial, as mais baixas e as mais altas
produgdes de 6leo essencial por espécies de Eucalyptus aconteceram na primavera € no verao,
respectivamente. Segundo os autores, a deficiéncia hidrica na primavera refletiu no baixo
rendimento do dleo enquanto que no verdo houve altas temperaturas e ndo houve estresse hidrico.

Viturro et al. (2003) identificaram diferentes concentragdes do composto 1,8-cineol no 6leo
essencial de E. globulus: 64,5% na amostra do Uruguai, 75 a 77% na de Cuba, 58 a 82% na do
Marrocos, 48,7% na da Africa e 73% na da India.

Um dos métodos utilizados para estudar a composi¢do quimica do 6leo essencial ¢ a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa (CG-EM), pois permite a identificacdo
dos compostos encontrados em um 6leo comparando o tempo de retengdo relativa nos espectros
de massa (DAFERERA et al., 2002).

Muitos autores ja pesquisaram o efeito de extratos e o 6leo essencial de plantas sobre
fungos, bactérias, virus, leveduras e sobre a producdo de toxinas por estes microrganismos
(ALVAREZ-CASTELLANOS et al., 2001; BENJILALI et al., 1984; CONNER; BEUCHAT,
1984; DHINGRA et al., 2004; FIORI et al., 2000; MONTES-BELMONT; CARVAJAL, 1998;
NGUEFACK et al., 2004; PARANAGAMA et al., 2003).

Pesquisas indicam que muitos condimentos contém componentes com atividades inibidoras
de producdo de aflatoxinas (BULLERMAN et al., 1977, BUCHANAN; SHEPHERD, 1981,
SOLIMAN; BADEAA, 2002). De acordo com Montes-Belmont e Carvajal (1998), os o6leos
essenciais do grupo dos condimentos (temperos) sdo os que tém mostrado melhores resultados
como antifiingicos, talvez porque o 6leo essencial de condimentos e seus principais compostos
sdo os mais estudados, embora todas as plantas produzam o6leos com potencial para interferir no

crescimento de microorganismos.
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Pereira et al. (2006) estudaram a agdo dos o6leos essenciais dos condimentos alecrim
(Rosmarinus officinalis L.), cebola (Allium cepa L.), manjericao (Ocimum basilicum L.), menta
(Mentha piperita L.) e orégano (Origanum vulgare L.) sobre o desenvolvimento dos fungos
Fusarium sp., Aspergillus ochraceus, A. flavus e A. niger. Os autores observaram que o 6leo
essencial de orégano inibiu o desenvolvimento dos fungos testados em todas as concentracdes
exceto o fungo A. niger que teve o seu desenvolvimento micelial inibido a partir da concentragao
de 1.000 mg mL"' e os 6leos de alecrim, menta, cebola e manjericio tiveram um efeito
pronunciado a partir da concentragio de 1.500 mg mL ™.

Bullerman et al. (1977) observaram que os o6leos essenciais de canela (Cinamomum
ceylanicum) a 200ppm e de cravo (Dianthus caryophyllus) a 250ppm inibiram o crescimento € a
producdo de toxina de A. parasiticus, enquanto que o aldeido cindmico e o eugenol, principais
constituintes dos 6leos essenciais, apresentaram efeito inibidor a 150 e 125ppm, respectivamente,
e foram apontados como os de maior atividade antifingica.

A eficiéncia “in vitro” dos Oleos essenciais de alho (Allium sativum), canela, cravo e
tomilho (7Thymus vulgaris) sobre o desenvolvimento micelial dos fungos Rhizopus sp.,
Penicillium spp., Eurotium repens e A. niger foi avaliada por Chalfoun et al. (2004) que
constataram uma inibicao total do 6leo de canela sobre os fungos testados; o cravo inibiu o
desenvolvimento dos fungos a partir da concentracdo de 600mg mL ™.

Garc e Siddiqui (1992) realizaram trabalhos com constituintes isolados do 6leo essencial de
manjericdo evidenciando a agdo fungistatica em diversos fungos; o eugenol testado na diluicdo de
1:100 e 1:200 apresentou forte acdo contra Absidia glauca, Alternaria alternata, A. niger,
Colletotricum capsici, Fusarium moliniforme e Rhizopus nodosus.

Singh et al. (1993) utilizaram extrato aquoso de manjericdo em frutas de banana para
controle de doencas provocadas por fungos do género Fusarium, Helminthosporium, Curvularia,
Aspergillus e Trichothecium e observaram atraso no aparecimento dos primeiros sintomas das
doencas em relagdo ao controle.

Tantaoui et al. (1993) observaram que os Oleos essenciais de orégano e eucalipto
(Eucalyptus globulus) afetaram a reproducao assexuada dos fungos A. niger, Penicillium italicum
e Zygorrhynchus sp., mas os 6leos foram mais ativos sobre o crescimento micelial, ¢ sobre a

germinagao de esporos e esporulacao.
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Ao avaliar o efeito do timol, principal componente dos 6leos de orégano e de tomilho,
Buchanan e Shepherd (1981) constataram que a produgdo das aflatoxinas foi inibida igualmente
ou em menor quantidade que o crescimento fingico, indicando que a atividade do timol sobre o
crescimento nao interfere diretamente na producao de aflatoxinas do A. parasiticus.

O efeito do extrato das cascas de fruta de Garcinia cowa e de Garcinia pedunculata com
hexano e com cloroférmio no crescimento e produgdo de aflatoxinas de 4. flavus, usando p6 de
amendoim como substrato, foi estudado por Joseph et al. (2005). Os autores observaram que a
concentragdo necessaria para a inibicdo de crescimento do fungo era menor do que para inibir a
producao de aflatoxinas.

Salgado (2001) avaliou a acao fungitoxica do 6leo essencial de espécies de eucaliptos sobre
fungos fitopatogénicos tais como, Botrytis cinerea, Fusarium oxisporum € Bipolaris sorokiniana
e observou inibi¢cdes significativas no crescimento micelial. Segundo a autora, o dleo de
Eucalyptus urophylla foi o que apresentou maior acdo fungitdxica, a qual foi atribuida a presenga
do composto denominado globulol, ausente nos Eucalyptus camaldul e Eucalyptus citriodora.

A atividade antimicrobiana do Oleo essencial de Artemisia asidtica e seus principais
componentes sobre as bactérias Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Rhodotorula rubra e o fungo Aspergillus fumigatus
foi investigado por Kalemba et al. (2002). Os autores constataram que a atividade do composto
1,8-cineol (eucaliptol) sobre o fungo foi inferior a sua atividade sobre as bactérias e quando
comparados, composto e 6leo essencial, o primeiro obteve menor eficiéncia na inibicdo do
crescimento dos microrganismos estudados.

Os o6leos de citronela (Cymbopogon nardus), eucalipto (E. globulus) e citros (Citrus
aurantium) foram avaliados por Souza et al. (2006) sobre o crescimento micelial dos fungos
Colletotrichum lindemuthianum e Rhizoctonia solani. Os autores observaram que o 6leo essencial
de citronela inibiu 100% do crescimento micelial de ambos os fungos a partir da dose de
1.000ppm e que os oleos de citros e eucalipto nao reduziram significativamente o crescimento de
C. lindemuthianum em nenhuma das concentragdes avaliadas, enquanto que para R. solani a
inibi¢do foi a partir de 1.500ppm.

Silva et al. (2003) constataram efeitos analgésicos periféricos e centrais e atividades

antiinflamatoérias de extratos de oleo essencial de E. citriodora, E. tereticornis e E. globulus.
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Dewit et al. (1979) estudaram o efeito dos dleos de alho e de cebola na producdo da toxina
botulinica e verificaram que na concentragao 1.500ppm os o6leos inibiram a producao da toxina
botulinica tipo A, mas ndo afetaram a producao de toxina tipo B e E.

Segundo Alitonou et al. (2004), o dleo de Eucalyptus tereticornis tem amplo poder
inibitério na formagdo de coldnias ¢ no crescimento fungico apresentando atividade fungicida
(destruiu completamente Saccharomyces spp., Sporobolomyces e Hansenula spp.), bactericida
(destruiu Corynebacteriaceae spp.) e fungistatica (inibiu o crescimento de Torulopsis candida).

Conner e Beuchat (1984) observaram que leveduras foram sensiveis na presencga de oito
tipos de dleos essenciais e apenas o 6leo de alho inibiu a formacao de colonias em 100% de todas
as leveduras testadas (Cdndida lipolytica, Debaryomyces hansenii, Hansenula anoémala,
Kloeckera apiculata, Lodderomyces elongispotus, Rhodotorula rubra, Saccharomyces cerevisiae
e Torulopsis glabrata) e o O6leo de cebola demonstrou completa inibi¢do apenas para S.
cerevisiae.

O desenvolvimento de resisténcia dos virus por agentes antivirais aumentou a busca por
substancias naturais com esta propriedade, as plantas medicinais tém uma variedade de
substancias quimicas que tém a habilidade de inibir a replicagdo de varios tipos de DNA ou de
RNA, os o6leos essenciais de Cardamine angulata, Conocephalum conicum, Lysichiton
americanum, Polypodium glycyrrhiza e Verbascum thapsus demonstraram atividades antivirais
sobre o virus tipo 1 da herpes (JASSIM; NAJI, 2003). Schnitzler et al. (2001) relataram que os
Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia (arvore de chd) e de eucalipto exibiram alta atividade
antiviral contra o virus HSV-1 e HSV-2.

A atividade antifungica do 6leo essencial das flores de Chrysanthemum coronarium sobre
doze patogenos foi estudada por Alvarez-Castelanos et al. (2001) que concluiram que o 6leo,
quando em contato, inibe em mais de 80% os patdogenos Alternaria sp, A. flavus e Pythium
ultimum, e os compostos volateis do 6leo inibem na mesma proporgdo os patdogenos Alternaria
sp., Alternaria brassicola, P. ultimum, Sclerotinia sclerotiorum e Serpula lacrymans.

O Oleo de sementes de mostarda (Brassica rapa) inibiu completamente o crescimento “in
vitro” de R. solani em baixas concentragdes (50pL L) e quando misturado na agua de irrigagio
(150pL L) controlou 95% do tombamento e requeima em mudas de feijio-vagem (DHINGRA
et al., 2004).
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A forma de agdo dos Oleos essenciais na citomorfologia e fisiologia dos microrganismos
ainda € pouco estudada, mas Rasooli et al. (2006) testaram o mecanismo de inibi¢ao dos oleos de
Thymus eriocalyx e Thymus x-porlock sobre A. niger e observaram que os 0leos causaram danos
irreversiveis a parede celular, @ membrana celular e as organelas das células. De acordo com os
autores, o micélio exposto aos 6leos mostrou mudancas morfologicas nas hifas, rompimento da
membrana plasmatica e destruicao das mitocondrias.

Billerbeck et al. (2001) avaliaram o efeito da citronela no crescimento do A4. niger e
observaram modifica¢des estruturais nas hifas do fungo depois do tratamento com o oleo, a
principal mudanga observada foi no diametro das hifas, além de as paredes celulares estarem
visivelmente mais finas. Segundo os autores, estas modificagdes nas estruturas citologicas
poderiam ser causadas pela interferéncia do oleo essencial nas enzimas responsaveis pela sintese
da parede, afetando o desenvolvimento normal; o 6leo causou ainda o rompimento da membrana
do protoplasma e a desorganizagdo nas estruturas das mitocondrias.

O fitopatogeno Didymella bryoniae na presenga do 0leo de Achillea millefolium apresentou
hifas mais curtas e rompimento nas paredes, observando extravazamento do conteudo
citoplasmatico (FIORI et al., 2000).

Bianch et al. (1997) observaram que o extrato aquoso de alho aumentou os vacuolos e
provocou grandes alteracoes na membrana citoplasmatica de P. ultimiu; em R. solani houve
engrossamento da parede celular; enquanto que no Fusarium solani o 6leo de alho apenas reduziu
o diametro das hifas. Zambonelli et al. (2004) estudaram os efeitos do 6leo de tomilho e do
composto timol sobre a citomorfologia das hifas de fungos e concluiram que o 6leo e o composto
causam aumento no vacuolo do citoplasma, acaimulo de lipidios e alteragdes na mitocondria € no
reticulo endoplasmatico.

Alguns autores ainda citam o uso de 6leos essenciais combinados com outros produtos
quimicos como o cloreto de sddio, sorbato de potéssio e acido acético (AKGUL; KIVANC, 1988;
AZZOUS; BULLERMAN, 1982).

Akgul e Kivang (1988) avaliaram a atividade inibidora de cominho, coentro, louro, orégano,
salsa, horteld, manjericio e mostarda no crescimento de fungos veiculados por alimentos e
verificaram um efeito inibidor pronunciado do 6leo de orégano, além de um efeito sinérgico

resultante da combinac¢ao deste 6leo com cloreto de sédio.
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Azzous e Bullerman (1982) avaliaram a atividade inibidora de condimentos e produtos
quimicos comerciais sobre fungos toxigénicos e relataram que o cravo, a canela, a mostarda, a
pimenta da Jamaica, o alho e o orégano foram, em ordem decrescente, os antifingicos mais
eficientes. Segundo os autores combinagdes de diferentes concentragdes de cravo com sorbato de
potassio levaram a um possivel efeito inibidor sinérgico no crescimento dos fungos.

Os oleos essenciais também possuem ac¢do inseticida e carrapaticida. Estudos avaliaram a
eficiéncia de folhas de algumas espécies de eucaliptos sobre insetos deterioradores de graos
(BOUDA et al., 2001; CHAGAS et al., 2002; PAPACHRISTOS; STAMOPOULOS, 2004).

Papachristos e Stamopoulos (2004) testaram O6leos essenciais de flores de Lavandula
hybrida, de folhas de Rosmarinus officinalis e de frutos verdes de E. globulus na inibigao de ovos
de Acanthoscelides obtectus, e observaram que a exposi¢ao dos ovos a vapores do 6leo aumentou
a mortalidade pos-embrionéria da larva emergida; os 6leos de lavanda e de rosa mostraram um
potencial semelhante, enquanto que o 6leo de eucalipto foi menos toxico.

Lee et al. (2001) estudaram a toxicidade de varios Oleos e componentes volateis em
Sitophilus oryzae que ataca o arroz; o 6leo essencial que obteve melhores resultados foi o de
eucalipto (DL5¢=28,9uL. L'l), que se mostrou rico em 1,8-cineol (81,1%), limoneno (7,6%) e a-
pineno (4,0%). Os autores trataram S. oryzae com cada um destes terpenos e demonstraram que o
1,8-cineol é o composto mais ativo (DLsy= 23,5uL L) seguido pelo benzaldeido (DLs=8,65uL
L™). Segundo os autores, outros volateis naturais como o benzaldeido poderia ser usado como
fumegante mais seguro do que os usados atualmente para controlar insetos pragas de graos
armazenados.

Tapondjou et al. (2005) avaliaram os efeitos repelentes e toxicos do composto cimol, e dos
Oleos essenciais de Eucalyptus saligna e de Cupressus sempervirens, sobre os insetos pragas
Sitophilus zeamais e Tribolium confusum, o 6leo de eucalipto apresentou maior toxicidade do que
0 6leo de C. sempervirens em ambas as espécies de inseto (DLsy=0,36uL cm™ para S. zeamais ¢
0,48uL cm™ para T. confusum). Os autores observaram que os extratos de 6leo crus apresentaram
maior atividade repelente contra os insetos teste do que o cimol, que ¢ o composto quimico
encontrado em maior quantidade.

O oleo essencial de E. staigeriana matou 100% de larvas e fémeas ingurgitadas de B.
microplus a uma concentragdo de 12,5%, mostrando melhor eficiéncia do que o 6leo de E.

citriodora (17,5%) e E.globulus (15%) (CHAGAS et al., 2002).
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2.4 Oleo essencial de Eucalyptus spp.

Até o inicio do século XX, o eucalipto era plantado somente para fins paisagisticos, pela
sua eficiéncia como quebra-vento, ou por supostas propriedades sanitarias. Segundo Martini
(2006), hoje o eucalipto tem sido utilizado para os mais diversos fins e os produtos dele derivados
representam expressiva parcela do saldo positivo obtido pela balanga comercial do Brasil no ano
de 2003. A maior parte das plantagdes de eucaliptos no Brasil tem a finalidade de papel e carvao,
mas tém aumentado o uso dessas espécies para madeira, para constru¢do civil e para extracdo de
esséncias (SILVA et al., 2006).

O género Eucalyptus pertence a familia das Myrtaceae ¢ subgénero Corymbia, de
ocorréncia natural na Australia; dentre as aproximadamente 600 espécies de eucalipto descritas,
pouco mais de 200 tém sido estudadas com relacdo a producdo e ao teor de dleos essenciais, €
menos de 20 sdo exploradas comercialmente (VITTI; BRITO, 2003). Segundo Salgado (2001),
seu cultivo se adapta melhor a regides temperadas.

Segundo Foley e Lassak (2004), os 6leos de eucaliptos contém muitas combinagdes
quimicas que exercem varias fung¢des nas plantas como defesa contra insetos e herbivoros
vertebrados, protecdo a radiacdo ultravioleta e contra estresse de frio. De acordo com os autores,
as combinagdes quimicas mais conhecidas s3o os terpendides, que atribuem as folhagens dos
Eucalyptus o odor caracteristico.

De acordo com Viturro et al. (2003) o principal componente dos 6leos essenciais de
eucaliptos ¢ o 1,8-cineol e na Argentina esse tipo de 6leo ¢ obtido exclusivamente de folhas do F.
globulus, que ¢ um subproduto da extragdo da madeira.

Alguns dados relatados pela FAO (2007) sobre a toxicidade do 6leo essencial de eucaliptos
¢ de que a dose letal oral para matar 50% de ratos (DLsg) ¢ 4.440mg de 6leo por quilo de peso
vivo do animal, ¢ o composto 1,8-cineol ¢ classificado como um 4alcool terpendide e com
toxicidade oral para ratos DLsy de 2.480mg por quilo de peso vivo. Autores como Santos ¢ Rao
(2002) e Nog et al. (2003) testaram a toxicidade deste composto em ratos e outros mamiferos
como o coala, e verificaram certa toxicidade deste composto para estes animais.

Os o6leos essenciais de eucaliptos sdo obtidos geralmente por destilacio das folhas de
eucalipto e tém como caracteristica particular o aroma das espécies usadas. Os oOleos de

eucaliptos estdo divididos basicamente em trés grupos principais em func¢ao do seu uso final:
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0leos destinados a produtos medicinais, 6leos industriais e 6leos de perfumaria (BOLAND et al.,
1991; FAO, 2007; PENFOLD; WILLIS, 1961).

Destes, 0 mais importante em termos de volume de produgdo e comércio € o tipo medicinal,
que ¢ caracterizado por um alto contetido de 1,8-cineol no 6leo (COPPEN, 1995). Segundo Silva
et al. (2006), a espécie utilizada para este fim é o E. globulus. Segundo a FAO (2007), a producao
mundial anual de todos os tipos de oleos de eucalipto ¢ de aproximadamente 63% para fins
medicinais, 33% sdo 6leos para perfumaria e 4% sdo 6leos industriais.

A qualidade do 6leo medicinal ¢ dada pelo seu teor do composto principal, devendo o 6leo
conter no minimo 70% de 1,8-cineol e estar livre de a e B-felandreno (BOLAND et al., 1991;
PENFOLD; WILLIS, 1961; SALGADO, 2001). As principais espécies produtoras de oleos
essenciais para essa finalidade, no Brasil, sdo o E. citriodora, E. globulus e o E. smithii (VITTI,
BRITO, 2003; FAO, 2007). Segundo Silva et al. (2003), os dleos essenciais de eucaliptos podem
ser usados em medicamentos utilizados para o tratamento de resfriados, febre e infecgdes
branquiais.

Os 0leos para fins industriais, segundo Salgado (2001), contém principalmente piperitona e
a-felandreno. De acordo com Penfold e Willis (1961) os 6leos ricos em felandreno sdo utilizados
quase que exclusivamente para aromatizar os desinfetantes e na industria de sabonetes liquidos,
enquanto que a piperitona ¢ usada para sintese de timol e mentol que sdo usados como
flavorizantes, como aditivos em preparagdes medicinais e para sintese de fungicidas. Segundo os
autores, na industria de perfumes poucas espécies sdo usadas como: E. citriodora, E. staigeriana
e E. macarthuri, pois apresentam citronelal e citral como principais componentes.

De acordo com Verlet (1993a), a produgdo mundial de 6leo essencial superava 45.000
toneladas por ano, representando mais de US$ 700 milhdes. De acordo com dados do
International Trade Centre (TradeMap - ITC), em 2004 o valor mundial estimado de exportagdo
foi de US$ 1,5 bilhdes.

O Brasil se posiciona como o 4° maior exportador, com aproximadamente US$ 98,5
milhdes, depois dos EUA, Franca e Reino Unido, e em 2004 importou 2.761 mil toneladas
ocupando a 10° coloca¢do quanto a importagdo, o que representa aproximadamente US$ 42
milhdes (VILHA et al., 2007).

Segundo Melo (2005), de janeiro a outubro de 2005 no Brasil, os 6leos essenciais, em geral,

renderam US$ 80 milhdes, e o pais tem condicdes de aumentar sua participagdo, como
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fornecedor, no mercado externo de o6leo essencial. De acordo com o autor, na década de 70 o
Brasil foi o maior produtor de 6leo essencial de menta, usado na industria de higiene, limpeza,
perfumaria e de alimentos. A estimativa da produ¢do mundial do 6leo de E. globulus segundo
Verlet (1993b) foi de US$ 15.550 milhoes, sendo superior ao 6leo essencial do E. citriodora com

US$ 3.400 milhdes.

2.5 Material e métodos
2.5.1 Caracterizacio e quantificacio da composicao quimica do 6leo essencial

Empregou-se neste estudo 6leo essencial de folhas de Fucalyptus globulus, obtido através
do processo de destilacio cedido pelo Laboratério de Quimica, Celulose e Energia do
Departamento de Ciéncias Florestais da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”’/Universidade de Sao Paulo - ESALQ/USP. Este 6leo foi caracterizado quanto a sua
composicao quimica no Laboratorio de Produtos Naturais da Universidade Federal de Sao Carlos
- UFSCar.

A andlise de quantificacdo do 1,8-cineol e caracterizagdo dos compostos foi realizada
utilizando um equipamento GC-EM — QP5000 (SHIMADZU) com uma coluna capilar DB-5
(30m x 0,32mm de didmetro interno x 0,25um). A temperatura foi programada para iniciar em
60°C e aquecer durante 1 minuto, numa taxa de 4°C min™ até 110°C em seguida aumentar numa
taxa de 25°C min" até 220°C, na qual permaneceu por 1 minuto. Utilizou-se Hélio, com um
fluxo de ImL min"' como gas de arraste, temperatura do detector de 280°C e inje¢io no modo
split. O espectro de massa foi determinado em 70eV e o intervalo da relagdo massa/carga (m z™)

foi de 50 a 500.

Visando quantificar o composto majoritario presente no d6leo essencial, construiu-se uma
curva de calibragdo a partir de padrdo analitico de 1,8-cineol da Aldrich (C80601). Para a
construcdo da curva, o padrdo na forma liquida foi dissolvido em acetato de etila e solugdes com
concentragdes de 1,0; 0,6; 0,4 ¢ 0,2mg mL™" foram injetadas em triplicatas. A partir das médias
das areas dos picos de cada concentragdo foi construida uma curva. Em seguida, para a
quantificagdo do 1,8-cineol no 6leo de Eucaliptus globulus foi injetado 1mg mL™" do 6leo diluido
em acetato de etila. A area obtida correspondente ao composto 1,8-cineol foi aplicada a equagdo
derivada da curva de calibracdo do composto, para obtengao da quantidade do composto presente

no dleo.
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Como na inje¢do de 1mg mL" da solugio do oleo de E. globulus ndo foi possivel
identificar e caracterizar todos os picos dos compostos volateis do 6leo, foi necessario injetar
novamente em uma concentracio de 2mg mL™'. Em seguida comparou-se os indices de Kovats
(IK) calculados (Equagdo 1) para cada composto, presente no cromatograma do 6leo essencial,

com os IK’s da literatura (ADAMS, 2001), e entre os respectivos espectros de massa.

IK = (te=ta1) x 100 x AC + Cyy x 100 1)
( tn - tn—l)

Em que:
IK = indice de Kovats do composto detectado
t, = tempo de retengdo do composto detectado
t,.1 = tempo de retencdo do alcano de menor cadeia, com tempo de retengdo mais préoximo ao composto detectado
t, = tempo de retencdo do alcano de maior cadeia, com tempo de retencdo mais préximo do composto detectado
C..1 = quantidade de carbonos do alcano de menor cadeia, com tempo de reten¢do mais préximo ao composto
detectado
AC = diferenca entre a quantidade de carbonos entre o alcano de maior e menor cadeia, com tempos de retencdo mais
proxima do composto detectado.

A obtengao dos IK’s foi realizada através dos tempos de retencao dos compostos detectados
e dos tempos de retencdo dos alcanos contidos em uma solu¢do padrdo em acetato de etila
(nonano, decano, undecano, dodecano, tridecano, pentadecano, hexadecano, octadecano). A
solugdo padrao contendo os oito alcanos foi injetada separadamente, apos a inje¢ao do 6leo no
CG-EM para realizacao da identificacao dos picos.

Foram consideradas identificadas as substancias com espectros de massa idénticos aos da
literatura. A faixa de tolerancia entre os valores de IK calculados e entre os valores tabelados

(ADAMS, 2001) foi de +10 unidades, exceto para o composto majoritario.

2.5.2 Fungos

Como culturas teste foram utilizados os fungos produtores de aflatoxinas Aspergillus flavus
e Aspergillus parasiticus. Os fungos foram obtidos na micoteca do Laboratorio de Microbiologia
de Alimentos do Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo da ESALQ/USP.

Para verificar o potencial aflatoxigénico das espécies em estudo, os fungos foram
inoculados no meio de cultura extrato de levedura e sacarose (YES), cultivando-os por sete dias

na temperatura de 20°C (+2°C) e sob fotoperiodo de 12h. Apds este periodo com auxilio de uma
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espatula foram retirados pequenos fragmentos do meio de cultura com colonia e submetidos a

extragdo de aflatoxinas com cloroférmio.

2.5.3 Modos de avalia¢ao “in vitro” do dleo essencial

O método utilizado foi o bioanalitico, “in vitro”, observando o crescimento micelial em
diferentes concentragdes dos 6leos (ALVAREZ-CASTELLANOS, 2001).

Para verificar a eficiéncia da acdo do Oleo essencial por contato foram adicionados
diferentes volumes de OE de E. globulus ao meio de cultura YES ja autoclavado por 20 minutos
a 120°C/latm. O OE foi misturado ao meio fundente na propor¢do 0; 2,5; 25; 100; 200; 500;
1.000 e 1.500uL por cerca de 20mL de meio de cultura por placa de Petri, as quais eram
previamente esterilizadas em estufa a 180°C por 2h.

Para verificar a agdo dos compostos volateis também foi utilizado cerca de 20mL de meio
de cultura YES e na tampa das placas foi colocado um pequeno recipiente de plastico com
algodao (Figura 2), ambos esterilizados sob luz ultravioleta por 15 minutos, com 0; 2,5; 25; 100;

200; 500; 1.000 e 1.500uL de oleo essencial.

(A) (B) ©

Figura 2 - A esquerda placa de Petri para verificar a acdo dos compostos volateis, a direita placa para verificagdo da
acdo por contato (A); placa com a tampa para verificar a acdo dos compostos volateis (B); tampa de
plastico com algodao (C).

Em ambos os métodos, apos 24h as placas foram inoculadas com um disco de Smm de
diametro das culturas fungicas, de modo que o micélio estivesse em contato com o meio de
cultura, em lados opostos das placas. Foram feitas quatro repeticdes para cada concentragao.
Todas as placas foram vedadas com filme plastico e incubadas invertidas a 20°C (£2°C) sob

fotoperiodo de 12h luz e 12h escuro, por 10 dias.
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Para verificar a eficiéncia do composto majoritario do 6leo essencial sobre o crescimento
micelial dos fungos foram avaliados os mesmos modos de acdo, contato e compostos volateis.
Para isso foi elaborada uma solugao (1:10) contendo o composto 1,8-cineol com 99% de pureza,
da marca Aldrich, com o solvente dimetilsuféxido (DMSO) e retiradas quantidades equivalentes
ao conteudo deste nas doses do 6leo essencial avaliado.

Assim, a partir desta primeira solugdo (solucdo 1) foram retiradas aliquotas de 146, 98,
49, e 19uL referentes as doses de 1.500, 1.000, 500 e 200uL de oleo, respectivamente. Em
seguida, a solugdo 1 foi diluida na propor¢do 1:10 (solugdo 2). Da solucdo 2 foram retiradas
aliquotas de 98, 24 e 2,4uL referentes, respectivamente, as doses de 100, 25 ¢ 2,5uL de OE. Nas

placas controle foi adicionado apenas DMSO.

2.5.4 Avaliacao da eficiéncia do 6leo essencial sobre o crescimento micelial dos fungos

As avaliagdes do crescimento micelial iniciaram-se ap6s 48 horas da inoculagdo dos
fungos. As avaliagdes consistiram na mensuracdo didria do raio de cada colonia em trés
diferentes sentidos pré-estabelecidos. Com base na média aritmética das trés medigdes foi
calculada a porcentagem de inibicdo (PI) dos tratamentos em relacdo ao controle utilizando a
equagdo (2) a seguir:

PI (%) = (Controle - Tratamento) x 100 (2)
Controle

2.5.5 Avaliacio da eficiéncia do 6leo essencial sobre a producio de aflatoxinas

A producdo de aflatoxinas pelos fungos que apresentaram crescimento nos tratamentos foi
realizada pela técnica de cromatografia em camada delgada.

Assim sendo, em cada placa que apresentou crescimento cerca de 50g de colonia com meio
de cultura foi retirado com auxilio de estiletes e espatulas. O material assim retirado foi
transferido para um frasco dmbar de vidro com capacidade de 4mL previamente tarado. Para a
extracdo das aflatoxinas do meio, adicionou-se no frasco 2mL de cloroférmio P.A, agitando-os
por 15 segundos em vortex. Apos repouso de 30 minutos, uma aliquota de 1mL do extrato foi
transferida para outro frasco ambar, o volume de ImL foi evaporado em banho-maria a 50-60°C
com fluxo de ar, re-dissolvido para 200uL de tolueno:acetonitrila (9:1) e agitado por 30 segundos

em ultra-som.
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A presenca e a quantificacdo das aflatoxinas no extrato concentrado foram realizadas por
cromatografia em placa bidirecional conforme esquema apresentado na Figura 3. Para isso foram

utilizadas cromatofolhas de aluminio da marca Merck, artigo nimero 1.000.5553.
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Figura 3- Esquema da placa bidimensional. Nos pontos A, B, D, E e F sdo aplicados padrdes de aflatoxinas, no ponto
C ¢ aplicada amostra ¢ em G ¢ aplicada amostra + padrao.

O desenvolvimento das placas de cromatografia foi feito em cubas com 50mL de sistema de
solventes. Em uma primeira dire¢ao (—) foi utilizado um sistema de solventes composto por
cloroférmio:acetona (90:10). Em uma segunda direcdo (1) com o sistema éter:metanol:agua
(96:3:1). A visualizacdo das placas permitiu identificar a presenca das aflatoxinas nas amostras
por comparagdao com o posicionamento dos padrdes de aflatoxinas, presentes na posi¢do A, B, C,
D, E e F e na posicao G, onde ¢ aplicada amostra e padrao.

A quantificacdo foi realizada através da comparacdo das intensidades das aflatoxinas
presentes na amostra com os padrdes das posi¢des D, E e F. O calculo da contaminagdo presente

foi realizado segundo a equagao 3.
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YxSxV 3)
XxW

em que:

Y = concentragdo do padrio em pg mL™

S = uL do padrao da toxina com fluorescéncia equivalente a amostra
V = volume final do extrato (amostra) em puL

X = volume aplicado do extrato (amostra) em puL

W = peso da amostra, em gramas, no extrato final

A solug¢do de padrdes foi preparada a partir do padrao Sigma-Aldrich (Sigma AF-1) e
verificada quanto a concentragdo seguindo a metodologia 971.22 da American Official Anality
Chemistry - AOAC (2006). O limite minimo de detec¢do da técnica, para aflatoxina B1, variou
em funcdo da quantidade de meio de cultura retirado das placas de Petri, assim os valores de

detec¢do minima variaram entre 46 ¢ 112ng g

2.5.6 Analise estatistica
O delineamento empregado foi inteiramente ao acaso ¢ as médias de crescimento micelial
dos tratamentos foram avaliadas estatisticamente através da andlise de varidncia e comparadas

através do teste de Tukey. O instrumento estatistico utilizado foi o Statistical Analyses System -

SAS (2003).

2.6 Resultados e discussio
2.6.1 Caracterizacio e quantificacdo do oleo essencial de Eucalyptus globulus

Na caracterizacdo quimica por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
do oleo essencial de E. globulus (Figura 4) foram encontradas 18 substancias diferentes porém

todos monoterpenos.
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Figura 4 - Cromatograma do 6leo de Eucalyptus globulus.
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Na Tabela 5 verifica-se que o composto em maior quantidade ¢ o 1,8-cineol, seguido de
tricicleno e B-pineno. Essa quantidade de compostos volateis identificados ¢ menor do que a
quantidade de compostos identificados por Viturro et al. (2003), que, ao analisarem o 6leo
essencial de folhas e galhos de E. globulus ssp. bicostata, encontraram 48 componentes volateis
no 6leo, tendo o alcool terpendide 1,8-cineol (eucaliptol) como composto predominante, seguido

dos compostos a-pineno, a-terpineol e o globulol.

Tabela 5 - Relagdo dos compostos volateis identificados no 6leo de Eucalyptus globulus e seus

respectivos IK calculados e suas porcentagens

N°do Pico Composto IK Literatura IK Calculado %
1 Tricicleno 927 929 2,95
2 o-fencheno 953 946 0,17
3 -pineno 979 982 1,64
4 Mirceno 991 992 0,49
5 Na3o identificado - 1006 0,23
6 1,4-cineol 1015 1014 0,07
7 Orto-cimeno 1026 1031 0,88
8 1,8-cineol 1031 1031 89,95
9 y-terpineno 1060 1063 0,25
10 Terpinoleno 1089 1087 0,38
11 Nio identificado - 1106 0,52
12 Exo-fenchol 1122 1117 0,13
13 Trans-pinocarveol 1139 1139 0,30
14 Isopulegol 1150 1147 0,36
15 Neo-isopulegol 1148 1151 0,18
16 Citronelal 1153 1147 0,16
17 Terpine-4-ol 1177 1177 0,72
18 a-terpineol 1189 1196 0,62

Com a caracterizagdo dos compostos apresentados no cromatograma do 6leo detectou-se
que o composto 1,8-cineol, féormula molecular C;oH;3s0 e formula estrutural apresentada na
Figura 6, foi o que estava presente em maior quantidade. Assim, através da area do pico
apresentada (Figura 5) procedeu-se a sua quantificagdo utilizando a curva de calibragdo elaborada

(Grafico 1).
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Figura 5 - Cromatograma do 6leo de Eucalyptus globulus utilizado para a quantifica¢do do 1,8-cineol.
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Grafico | - Curva de calibragdo para quantificacdo do 1,8-cineol.

A quantificacdo do 1,8-cineol mostrou que estava presente na concentragao de 0,8995mg
mL™" do 6leo de E. globulus estudado, isto €, 89,95% do 6leo essencial de E. globulus consistia

no composto 1,8-cineol.
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Figura 6 — 1,8-cineol.

O resultado aqui encontrado foi diferente do encontrado por Benjilali et al. (1984) que
verificaram na composi¢ao quimica do 6leo essencial de E. globulus 58% de 1,8-cineol, enquanto
que Chagas et al. (2002) encontraram 85,84%.

Variagdes na quantidade do composto podem ser atribuidas a diferencas na composi¢ado
bioquimica das plantas usadas para extracdo do 6leo provocadas por diferengas climaticas, do
tipo de solo, dos tratos culturais, das formas de extracdo e/ou outros fatores que interferem na
composicao dos 6leos essenciais como ja relatados por Boland et al. (1991), Daferera et al.

(2002) e Maia (1994).

2.6.2 Eficiéncia do o6leo essencial de Eucalyptus globulus
A avaliagdo da eficiéncia do 6leo essencial ¢ observada na Tabela 6, onde estdo os valores
do teste F da analise de variancia dos fatores estudados e das interagdes entre estes, quando

testado o OE de E. globulus.

Tabela 6 - Quadro de andlise de varidncia para o teste com o Oleo essencial de Eucalyptus

globulus

Fator de variacao F
Fungo 5.2542 *
Modo de acao 33.1716 **
Dose 320.8378 **
Fungo x Modo de Acdo 0.0722 ns
Fungo x Dose 2.6991 **
Modo de Ac¢do x Dose 5.1343 **
Fungo x Modo de Agdo x Dose 0.7636 ns

* e ** representam significancia de 95% e 99% de probabilidade respectivamente; ns: ndo significativo.
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Pode-se observar que o valor de F para os fatores fungo, modo de a¢do, dose e as interagdes

Fungo x Dose e Modo de Acao x Dose foi significativo estatisticamente.

2.6.3 Oleo essencial sobre as espécies fingicas

Analisando a interacdo entre o efeito das diferentes doses sobre as espécies fingicas
avaliadas (Tabela 7), observa-se que com 95% de probabilidade houve diferenga significativa em
relacdo ao controle no crescimento micelial entre as doses de 2,5 e 25uL para a espécie A4. flavus

e A. parasiticus, respectivamente, independente do modo de acdo do 6leo essencial.

Tabela 7 - Média do crescimento micelial (cm) e porcentagem de inibigdo do o6leo essencial de

Eucalyptus globulus em funcao das doses testadas

Doses (uL) Aspergillus flavus Inibicao (%) Aspergillus parasiticus Inibi¢ao (%)

0 3,94 Aa 0,0 3,57 Ab 0,0
2,5 3,18 Ba 19,3 3,20 ABa 10,4
25 3,11 Ba 21,1 2,70 Bb 24,4
100 2,18 Ca 44,7 2,15 Ca 39,8
200 1,39 Da 64,7 0,68 Db 80,9
500 0,16 Ea 95,9 0,11 Ea 96,9
1.000 0,00 Ea 100 0,00 Ea 100
1.500 0,00 Ea 100 0,00 Ea 100

Letras diferentes designam diferenga estatistica ao nivel de 5% de significancia pelo Teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiusculas comparam valores nas colunas, letras mintisculas comparam valores nas linhas.

Nas doses de 500, 1.000 e 1.500uL ambos os fungos tiveram comportamentos semelhantes,
isto ¢, mais de 90% de inibi¢do no crescimento (Tabela 7). Os dados nos mostram que o 6leo de
E. globulus reduziu o crescimento dos fungos testados nas baixas dosagens e inibiu totalmente o
crescimento micelial nas altas doses (Grafico 2) e também se pode dizer que as doses que inibem

100% o crescimento micelial s3o as mesmas para ambos os fungos (Tabela 7).
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Grafico 2 - Crescimento micelial dos fungos Aspergillus flavus (A.f) e Aspergillus parasiticus (A.p), independente
do modo de agdo.

Na Tabela 7 € verificado que as doses de 25 e 200uL foram mais eficientes na redugdo do
crescimento do fungo A. parasiticus quando comparado ao crescimento do 4. flavus. Nas outras
doses o comportamento dos fungos foi semelhante, ndo havendo diferencga significativa. Shahi et
al. (2003) observaram que o O6leo essencial de Cybopogon flexuosus controlou com mais
eficiéncia o desenvolvimento do fungo 4. parasiticus quando comparado com o fungo A. flavus,

mas a partir da concentragdo 0,3uL mL™" houve controle de 100% de ambos os fungos.

2.6.4 Modo de acao do dleo essencial sobre o crescimento micelial

A avaliacdo da interacdo entre as doses testadas e o modo de agdo do 6leo essencial (Tabela
8) nos mostra que houve diferenca significativa, com 99% de probabilidade, e que o modo de
acdo por compostos volateis foi mais eficiente do que a a¢do por contato.

A partir da dose de 2,5uL do 6leo essencial no modo de a¢do por compostos volateis houve
diferenga no crescimento micelial do tratamento em relagdo ao controle, enquanto que no modo
de acdo por contato esse diferenca ocorreu somente na dose de 25uL. Na volatilizagdo do 6leo a
partir da dose de 500uL houve inibi¢do de 100% do crescimento micelial (Grafico 3), e no modo

de a¢do por contato a reducdo de 100% no crescimento micelial ocorreu na dose de 1000uL.
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Tabela 8 - Média do crescimento micelial (cm) e porcentagem de inibicao das doses do dleo

essencial de Eucalyptus globulus em fungdo do modo de agao

Doses (nL) Contato Inibicao (%) Compostos Volateis Inibicao (%)
0 3,75 Aa 0,0 3,75 Aa 0,0
2,5 339 ABa 9.6 3,00 Bb 20,0
25 3,14 BCa 16,3 2,67 Bb 28,8
100 2,70 Ca 28,0 1,63 Cb 56,5
200 1,30 Da 65,3 0,77 Db 79,5
500 028 Ea 92,5 0,00 Ea 100
1.000 0,00 Ea 100 0,00 Ea 100
1.500 0,00 Ea 100 0,00 Ea 100

Letras diferentes designam diferenca estatistica ao nivel de 1% de significancia pelo Teste de Tukey (p<0,01). Letras
maiasculas comparam valores nas colunas, letras mintisculas comparam valores nas linhas.
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Grafico 3 - Crescimento micelial em relagdo ao modo de agdo do dleo essencial, independente do fungo.

Esses resultados foram diferentes dos encontrados por Alvarez-Castellanos et al. (2001)
pois os autores ndo encontraram diferenca significativa entre os dois métodos quando
trabalharam com o 6leo essencial das flores de crisantemo (Chrysanthemum coronarium) sobre o

fungo 4. flavus.
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Os resultados nao foram os esperados, pois era hipotese inicial era de que no modo de acao
por contato o 6leo apresentaria, além do efeito de contato, um efeito adicional decorrente da
presenca dos compostos volateis na atmosfera interna da placa de Petri. Verificando a maior
eficiéncia do modo de acdo por volatilidade do 6leo essencial uma das alternativas ¢ fazer o
controle fingico em locais fechados como silos e armazéns através da fumigacao do produto, isto

¢, utilizando apenas o vapor liberado pelo 6leo.

2.6.5 Eficiéncia do composto 1,8-cineol

A analise estatistica das médias de crescimento dos tratamentos com 1,8-cineol é mostrada
na Tabela 9, onde estdo os valores do teste F da analise de varidancia dos fatores estudados e das
interagdes entre estes. Pode-se observar que os fatores fungo, modo de acgdo, dose e as interacdes

Fungo x Modo de A¢do e Fungo x Modo de A¢ao x Dose foram significativos estatisticamente.

Tabela 9 - Quadro de analise de variancia para o teste com o composto 1,8-cineol

Fator de variacao F
Fungo 38.7630 **
Modo de agao 30.2338 **
Dose 2.3611 *
Fungo x Modo de A¢ao 4.0116 *
Fungo x Dose 1.0456 ns
Modo de Acao x Dose 1.0683 ns
Fungo x Modo de A¢do x Dose 2.2720 *

* ¢ ** representam significancia de 95% e 99% de probabilidade respectivamente; ns: ndo significativo.

2.6.6 Composto 1,8-cineol sobre as espécies fiingicas

Verificando a eficiéncia das doses do composto 1,8-cineol sobre as espécies fungicas
avaliadas ¢ observado (Tabela 10) que o composto produziu algum efeito inibitdrio somente na
dose mais elevada testada, ou seja, na dose de 1.500uL. Esta dose provocou uma reducao
estatisticamente significativa no crescimento, com 95% de probabilidade, quando comparado aos
demais tratamentos. Excecdo a isto foi a dose de 25uL que apresentou uma diferenca

significativa em comparacdo a dosagem mais alta testada. Entretanto, devido a discrepancia do
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resultado deste tratamento concluiu-se que pode ter ocorrido alguma falha de procedimento na
realiza¢ao do experimento, especificamente neste tratamento.

Com base na porcentagem de inibi¢do (Tabela 10) ¢ observado que mesmo na dose de
1.500uL do composto 1,8-cineol a inibi¢do do crescimento micelial foi menor do que a observada

na mesma dosagem do 6leo essencial.

Tabela 10 - Média do crescimento micelial (cm) e porcentagem de inibi¢cdo em funcdo das doses

do composto 1,8-cineol

Doses (uL) Média de Crescimento Inibicao (%)
0 3,08 AB 0,0
2,5 2,96 AB 3.9
25 3,11 A -1,0
100 2,98 AB 3,2
200 3,00 AB 2,6
500 297 AB 3,6
1.000 3,05 AB 1,0
1.500 291 B 5.5

Letras diferentes designam diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia pelo Teste de Tukey (p<0,05).

2.6.7 Modo de acio do composto 1,8-cineol sobre o crescimento micelial

Comparando as espécies fungicas avaliadas em funcdo do modo de a¢do do composto
observa-se que houve diferenca significativa a 95%, como mostrado na Tabela 11. O modo de
acdo por volatilizacdo do composto 1,8-cineol foi mais eficiente para ambas as espécies fingicas
avaliadas, como observado também para o 6leo essencial, e a espécie fungica A. parasiticus foi
mais sensivel na presenga do composto em ambos os modos de aplicacdo, como também

observado no tratamento com o 6leo.
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Tabela 11 - Média do crescimento micelial (cm) dos fungos em fung¢ao do modo de agdo do

composto 1,8-cineol

Modo de Acao Aspergillus flavus Aspergillus parasiticus
Contato 3,15 Aa 3,03 Ab
Volatil 3,07 Aa 2,78 Bb

Letras diferentes designam diferenga estatistica ao nivel de 5% de significancia pelo Teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiusculas comparam valores nas colunas, letras mintisculas comparam valores nas linhas.

E mostrado nos Gréificos 4 ¢ 5 que o modo de aciio por volatilizagdo apresentou um
comportamento semelhante ao modo de agdo por contato do 1,8-cineol em ambos os fungos
testados e mostram também que em nenhuma dose os fungos tiveram o crescimento reduzido em
100%, ou proximos a este valor, como quando testado o 6leo essencial, demonstrando a baixa

eficiéncia do composto sobre o crescimento micelial.
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Grafico 4 - Crescimento do fungo Aspergillus flavus em fungdo dos modos de acdo por contato e por volatilizagdo do
composto 1,8-cineol.
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Grafico 5 - Crescimento do fungo Aspergillus parasiticus em fungdo dos modos de ag¢do por contato e por
volatiliza¢do do composto 1,8-cineol.

O composto 1,8-cineol foi o mais abundante no 6leo essencial de E. globulus testado neste
trabalho, por essa razdo esperava-se que este composto fosse o responsavel pela agdo antifingica
do dleo. Entretanto, observando o Grafico 6, pode-se concluir que a eficiéncia do 6leo ndo esta
diretamente ligada a presenca do composto 1,8-cineol. Provavelmente outro composto do 6leo € o
responsavel pelo controle do crescimento micelial ou entdo € o efeito sinérgico dos constituintes
quimicos do 6leo de E. globulus que tem a eficacia quanto ao controle.

Os resultados aqui observados sdo concordantes com os encontrados por Lis-Balchin et al.
(1998), que testaram 105 oleos essencias e alguns de seus constituintes quimicos. Os autores
observaram uma correlag@o inversa entre o composto 1,8-cineol e a atividade antifungica sobre 4.
niger, A. ochraceus e Fusarium culmorum.

Montes-Belmont e Carvajal (1998) observaram que na concentracdo com que os Oleos
essencias de tomilho, canela e menta inibiram em 100% o crescimento micelial do fungo A.
flavus, seus respectivos compostos majoritrios ndo tiveram a mesma eficiéncia. Segundo os
autores, o timol inibiu 52,3%, o eugenol 14,4 e o mentol inibiu apenas 5,7% do crescimento do

fungo.
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Grafico 6 - Crescimento dos fungos nos tratamento com o 6leo essencial e com o composto 1,8-cineol.

2.6.8 Contaminacio dos fungos por aflatoxinas

Os resultados de contaminagdo por aflatoxinas nas colonias dos tratamentos com oOleo
essencial que apresentaram crescimento micelial mostraram valores de contaminacdo bastante
variaveis entre as repeti¢des, como mostrada na Tabela 12 e 13. Em alguns tratamentos houve a
auséncia de valores de contaminagdo de algumas repeticdes, pois algumas destas ndo
apresentaram crescimento micelial que permitissem a retirada de material para analise. Assim, a
elevada variabilidade e a auséncia de resultados de algumas repeticdes ndo permitiram uma
analise estatistica dos resultados.

Observa-se que mesmo o crescimento micelial tendo sido estaticamente afetado nos
tratamentos com diferentes doses, nas avaliagdes do modo de acao volatil e contato, a produgao
de aflatoxinas ocorreu nestas situagdes. Contudo, ndo ¢ possivel apresentar uma conclusdo acerca
da produgdo das aflatoxinas dada a auséncia da analise estatistica.

Os autores Joseph et al. (2005) observaram que a concentragdo do extrato de Garcinia
cowa e de G. pedunculata para inibir a produgdo de aflatoxinas foi superior a concentragdo que
inibe o crescimento do fungo A. flavus, Buchanan e Shepherd (1981) verificaram que a atividade
do composto timol, principal componente do orégano e tomilho, ndo interfere diretamente na

produgdo de aflatoxinas produzidas pelo A. parasiticus.
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Tabela 12 - Valores de concentracio de aflatoxinas (ng g”') no meio de cultura dos tratamentos de

avaliacdo dos modos de acdo, volatil e contato, do 6leo essencial sobre Aspergillus

flavus

Doses (uL) Contato Compostos Volateis

B, B, G G B, B, G G»
0 1103 464 3032 331 1103 464 3032 331
0 195 62 766 164 195 62 766 164
0 133 80 312 80 133 80 312 80
0 369 74 423 59 369 74 423 59
2,5 200 291 1662 291 - - - -
2.5 331 83 758 41 151 104 211 129
2.5 1199 200 1412 200 477 595 408 214
2,5 115 83 1354 69 - - - -
25 724 145 609 83 334 251 98 1
25 940 188 1538 63 207 149 54 <12
25 246 59 242 37 - - - -
25 1103 398 866 66 88 38 43 <11
100 029 442 361 66 200 100 16 0
100 222 33 22 0 390 234 22 <12
100 202 97 66 <12 38 19 0 0
100 423 204 249 25 130 63 0 0
200 1518 130 77 <12 276 58 <20 0
200 ; i ; ] ; ] ] .
200 1095 203 32 <12 - - - -
200

398 96 39 <12 345 259 23 <8
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Tabela 13 - Valores de concentracio de aflatoxinas (ng g”') no meio de cultura dos tratamentos de

avaliacdo dos modos de acdo, volatil e contato, do 6leo essencial sobre Aspergillus

parasiticus
Contato Compostos Volateis

Doses (nL)

B, B, G G, B; B, G G,
0 101 20 833 36 101 20 833 36
0 89 18 1225 80 89 18 1225 80
0 72 12 1692 37 72 12 1692 37
0 121 16 1388 42 121 16 1388 42
2,5 624 125 4597 187 357 245 501 13
2,5 591 118 2088 118 138 66 <20 0
2,5 284 146 2389 244 178 18 23 0
2,5 364 156 2145 250 1724 518 846 14
25 460 123 2256 123 138 75 43 0
25 467 164 2294 281 153 92 36 0
25 1545 331 541 398 143 39 26 0
25 ] ] ] ] 115 35 22 0
100 52 66 61 12 351 42 57 <10
100 356 143 297 18 745 76 50 <11
100 57 9 41 0 1014 61 40 <9
100 237 40 699 10 39 0 0 0
200 290 116 142 11 154 15 15 0
200 139 27 22 <10 - - - -
200 376 16 <23 <l4 - - - -

200 - - - - - - - -




48

Tabela 14 - Valores de concentracio de aflatoxinas (ng g”') no meio de cultura dos tratamentos de
avaliacdo dos modos de agdo, volatil e contato, do composto 1,8-cineol sobre

Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus

Aspergillus flavus Aspergillus parasiticus
Aflatoxinas
Modo Contato Modo Volatii Modo contato Modo volatil
B1 > 67 > 54 > 55 > 61
B2 > 39 >32 >33 > 35
Gl > 66 > 54 > 54 > 62
G2 > 40 >32 >33 > 36

Nao ¢ possivel inferir sobre a relacdo entre as doses testadas do 6leo essencial e do 1,8-
cineol ¢ a redugdo da producdo de aflatoxinas, pois os dados de contaminagdo entre os
tratamentos como comentado anterioramente foram prejudicados. No tratamento com o o6leo
essencial os limites minimos observados de aflatoxinas B, By, G; e G, foram de 38,9, 16 e 11ng
g, respectivamente, e no tratamento com o composto 1,8-cineol foi detectado uma produgio
minima de 46ng g™’ para B, 27ng g de B, ¢ 45,26 ¢ 27,31ng g de G, e G,, respectivamente.

Com base nesses resultados € possivel dizer que tanto o 6leo como o composto 1,8-cineol
nas doses testadas ndo foram capazes de inibir totalmente a producdo de aflatoxinas pelas

espécies fungicas avaliadas mesmo quando reduziram o crescimento das mesmas.
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3 CONCLUSAO

O bom desempenho do o6leo essencial de Eucalyptus globulus sobre o crescimento micelial
dos fungos 4. flavus e A. parasiticus confirma a sua eficiéncia como antifingico nas doses mais
elevadas avaliadas, principalmente os compostos volateis do 6leo, porém o composto majoritario
do 6leo em questdo, o 1,8-cineol, ndo apresentou a mesma eficiéncia do 6leo.

Conclui-se também que tanto o 6leo essencial de E. globulus quanto o composto 1,8-cineol
ndo inibem totalmente a produgdo de aflatoxinas produzidas pelos fungos testados. Trabalhos
futuros devem testar separadamente os outros compostos do OE para elucidar a acdo destes sobre

o comportamento dos fungos e sobre a produgdo de aflatoxinas.
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