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RESUMO

ALMEIDA, Tatiana Xavier deQleos essenciais e extratos vegetais de plantastivatias
no Brasil: impacto no crescimento de cepas toxigesale Aspergillus Secdo Flavi.2010.
43p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarf@anidade Animal). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio aleeiro, Seropédica, RJ, 2010.

A contaminagdo de alimentos por fungos e micotaxinanstitui um grande problema
mundial. Alguns produtos naturais, como por exempleos essenciais, sdo demonstrados
como potenciais inibidores do crescimento fungman como da producdo de suas toxinas.
Neste estudo, um total de 40 extratos de plantasa¥aliado como inibidores do
desenvolvimento flungico de cepas pertencentes aerg@@spergillus secdo Flavi. Tais
extratos foram obtidos a partir de dez ervas,zatlas especialmente como condimentos e
cultivadas no Brasil: alecrimRpsmarinus officinalis canela Cinnamomum zeylanicym
cominho Cuminum cyminujn cravo-da-india Fugenia caryophyllata erva-doce
(Pimpinella anisury) hortela Mentha piperitd, manjericdo Qcimum basilicur)) manjerona
(Origanum majorang noz moscadaMyristica fragrand e orégano @riganum vulgarg
Ensaios preliminarem vitro utilizando o método de difusdo em agar demonsirafae os
Oleos essenciais foram os mais efetivos na inibidao crescimento fungico quando
comparados com extratos etanolicos e aquosos. Feedeunionados 0s Oleos essenciais de
orégano e alecrim, os extratos etandlicos de cdavimdia e cominho e, os 6leos essenciais
hexanicos de orégano e canela para ensaios maisirgdos. Diferentes concentracdes de
extratos de plantas aromaticas (0, 50, 100, 15De3800 pg/g) foram adicionadas ao meio de
cultivo. Utilizou-se uma suspensdo de® ltbnidios por inoculacdo. As placas foram
incubadas por dez dias enquanto medi¢cOes diariasaduetro da colénia eram realizadas a
fim de obter velocidade de crescimento (mm/diadse fde laténcia (h) das cepas toxigenas.
Comparando os Oleos essenciais selecionados, #antflavus quanto A. parasiticus
apresentaram uma melhor inibicdo através da incaggo do 6leo essencial de orégano no
meio de cultivo a uma concentracdo de 600 pg/gs&peisso, o 6leo essencial hexanico de
orégano ndo demonstrou qualquer diferenca estatistn relacdo ao grupo controle, havendo
entdo alteragdo em algum componente do extratcdaewiforma de extracdo. Entre os
extratos etandlicos avaliados, o cravo-da-indi@wbb melhor resultadéspergillus flavus
demonstrou uma discreta diminuicao de crescimeht® g 3,5 mm/dia), quando comparado
ao grupo controle, mas um grande aumento em seadRdaténcia (37 h a 600 ug/g).
Aspergillus parasiticugspresentou uma diminuicéo gradativa conforme @oraumento das
concentracdes, exceto pela concentracdo de 150 @igfig aumento significativo da fase lag
nas maiores concentracoes testadas (45 e 48 Ictigapeente). Os dados apresentados aqui
sdo de extrema relevancia para os constantes esfalg controle microbiolégico em
alimentos, principalmente em se tratando de canftoigico.

Palavras-chave:Antifungicos, plantas aromaticas, micotoxina.



ABSTRACT

ALMEIDA, Tatiana Xavier de Essential oils and plant extracts derived from plats of
Brazil: Impact on growth of toxigenic strains from Aspergillus Section Flavi.2010. 43p.
Dissertation (Master's Degree in Veterinary Sciengeimal Health). Veterinary Institute,
Federal Rural University of Rio de Janeiro, SeraggdrJ, 2010.

Fungal and mycotoxin contamination in food is orfetlee greatest problems around the
world. Some natural products, such as essential dihve been shown to be effective
inhibitors of fungal growth and production of théaxins. In this study, a total of 40 vegetal
extracts were tested for inhibition dspergillussection Flavi growth. These extracts were
obtained from ten herbs cultivated in Brazil: bagDcimum basilicur; cinnamon
(Cinnamomum zeylanicymclove Eugenia caryophyllaga cumin Cuminum cyminuim
marjoram Qriganum majorang nutmeg Kyristica fragrang, oregano Qriganum vulgarg
rosemary Rosmarinus officinalls spearmintflentha piperitd and sweet fenneP{mpinella
anisun). Preliminaryin vitro tests using the agar diffusion method showedédhsaéntial oils
were more effective in inhibiting the fungal growtthnen compared with ethanol and aqueous
extracts. Essential oils obtained from oregano ssskmary, clove and cumin ethanolic
extracts and the essential hexanic oil of oregamb @nnamon were selected for advanced
tests. Differents concentrations of plant matgfia 50, 100, 150, 300 and 600 pg/g) were
added to culture medium. A suspension of dénidia per inoculation were used. Plates were
incubated for ten days while daily measurementsabdny diameters were made to obtain
growth rate (mm/day) and lag phase (h) of toxigestr@ins. The comparison of selected
essential oils effect oA. flavusandA. parasiticusshowed better inhibition by incorporating
oregano essential oil in the culture medium at §@Jg concentration. Nevertheless, the
hexanic essential oil of oregano showed no stedistlifference with the control group, a
change occurred in the plant product due to theaetkdbn method. Among the evaluated
ethanol extracts, clove had the best resddipergillus flavusshowed a slight reduction of
growth (4.5 to 3.5 mm/day) when compared to congr@up, but a large increase in the
latency period (37 h at a 600 pug/g concentratidvspergillus parasiticushowed gradual
decreases as increased concentrations were assxgegt for the 150 pg/g concentration,
and a significant increase on lag phase at theebigboncentrations tested (45 and 48 h,
respectively). The data presented here are veryortapt for the continued efforts of
microbiological control in food, especially whercames to control fungi.

Keywords: Antifungal, aromatic plants, mycotoxin.
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1 INTRODUCAO

Os fungos filamentosos, também conhecidos como mofbolores, sdo seres vivos
eucarioticos com ampla capacidade de adaptacaeseiroento sob condicfes de umidade e
temperatura bem variaveis. Sao seres ubiquos, sammmtrados amplamente no solo, na
agua, nos vegetais, nos animais, no homem e eitod&tm geral.

A contaminacgéo dos alimentos por fungos pode opasireducédo na capacidade de
germinacdo de grdos, reducdo de seu valor nutakialém de producdo de micotoxinas,
substancias toxicas produzidas durante o metabwmlssoundario de determinadas cepas de
fungos filamentosos. Essa contaminagdo por fungdse pcorrer a nivel de campo ou ainda
durante o armazenamento ou estocagem do produto.

E cada vez maior o conhecimento acerca dessasaoxiitas e de suas consequéncias
para a sociedade, sendo altamente relacionadaslizersas perdas econémicas para o pais.
Ao serem ingeridas, inaladas ou absorvidas pela pel mucosas causam manifestacoes
sintomaticas de acordo com suas acles e, em Uasm mortalidade animal como também
humana.

O génerdAspergillusconsta de um dos principais grupos de fungos oongates de
alimentos, tendo como alvos potenciais graos e esme@rmazenados, inclusive matérias-
primas para producdo de diversos alimentos utitigath nutricdo animal. Agrupa diversas
espécies potencialmente toxigenas, coAmpergillus flavuse A. parasiticus, grandes
produtores de um grupo de micotoxinas denominddtoafnas (AFs).

As AFs constituem-se em potentes substancias cogito®f mutagénicos,
carcinogénicos, teratogénicos, hepatotoxicos e assupressores, sendo capazes de alterar
diversos sistemas metabdlicos. Classificadas npogte carcindgenos de Classe 1 segundo a
International Agency for Research on Can(¢&RC, 1993), sdo largamente estudadas hoje
em dia, sendo relacionadas como causa de altalidadia em animais de producéo e, muitas
vezes, de humanos também.

Dentre as diferentes classes de AFs, a aflatdingAFB;) € a mais relevante em
termos de riscos para a saude humana, apresemtandimr grau de toxicidade para animais,
seguidadasaflatoxinas M (AFM,), G; (AFG,), B, (AFB,) e G (AFG,). Tal fato é importante
ao analisarmos a situacéo do pais frente a edidaca

A legislacao brasileira (MAPA, 1988) admite umaelimaximo de contaminagao por
aflatoxinas totais equivalente a 50 ng/g (ppb)dseralida para qualquer matéria prima a ser
utilizada diretamente ou como ingrediente em rag@stinadas ao consumo animal. Sabe-se
que cerca de 1% da AkBhigerida na alimentacdo animal sera excretadaitena forma de
AFM1, seu metabdlito hidroxilado. Por conta disso, leoavpreocupacdo de alguns paises
criarem regulamentacdo especifica para estas minag) como a comunidade européia que
fixou um limite de cinco ng/g (ppb) na alimentagiomal, correspondendo a somente 0,05
ng/g (ppb) no leite produzido. Em nosso pais, aslegho vigente visa principalmente
produtos destinados a exportacao.

No Brasil, pesquisas acerca da qualidade dos a@oselestinados ao consumo animal
cada vez mais vém demonstrando os problemas caupatics micotoxinas. O clima tropical
e subtropical de certas regides brasileiras faeooedesenvolvimento de fungos e a producgao
das micotoxinas. As exigéncias do mercado consumidiladas a esta caracteristica
climatica, e o controle exercido pelas agénciasegmmentais nacionais e internacionais,
apontam para a necessidade da implementacédo deupigyde monitoramento da qualidade
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dos alimentos, bem como novas formas de controjgegencdo dessas contaminacdes
fungicas.

Diversos fungicidas séo utilizados hoje em diatedm sua seguranca nos alimentos
ndo esta completamente estabelecida. Antioxidameésticos, como o hidroxianisol butilado
(BHA) e o hidroxitolueno butilado (BHT), sdo comum utilizados em alimentos para
prevenir ou retardar a oxidacao lipidica, contystesume-se que sao possiveis carcind0genos.
E importante considerar que ha um grande interesseéndlstria de alimentos e nas
preferéncias dos consumidores por antioxidantesaiat A utilizagdo de numerosos produtos
vegetais e de seus componentes constitui uma aftearpara a prevencdo do crescimento
fungico e a consequente producao de aflatoxinas.

Ha evidéncias experimentais que relacionam as oxmmses com O estresse
oxidativo. A incorporacdo na dieta de extratos teigede plantas aromaticas, que podemos
considerar como um sistema antioxidante de muljomorantes, fenois e/ou 6leos essenciais
evitaria a deteriora oxidativa do alimento alémddainuir o estresse oxidativo do fungo no
alimento e, como resultado dessa acéo, diminuirodugdo da toxina que ao ser ingerida
através do alimento, teria seu efeito diminuidoanganismo que a consome. As ervas
aromaticas sao uma fonte importante de antioxidamémto por um aporte de constituintes
fendlicos como por seus 6leos essenciais (OE).

No Brasil, sdo escassos os dados sobre as prapesed®s derivados vegetais com
relacdo aos fungos toxigenos e suas micotoxinagiadss. Por outro lado, sdo cultivadas
diversas espécies de plantas, algumas das quaisaaliadas nesta dissertacao.

1.1 Hipotese

Os antioxidantes naturais de plantas cultivadaBrasil sdo capazes de inibir o
crescimento de fungos produtores de AFB

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia que os aditivos de origemetadjexercem sobre o crescimento de
cepas produtoras de AEB

1.2.2 Objetivos especificos

a. Caracterizar o perfil toxigeno das cepasAdeflavuse A. parasiticusutilizadas
durante o experimento;

b. Obter os Oleos essenciais a partir do material taegeidrodestilacdo e extracao
hexanica;

c. Obter os extratos vegetais a partir do materialetadg concentrado aquoso poés
hidrodestilacao e extrato etandlico;

d. Avaliar e selecionain vitro, através do método de difusdo em agar os extratos
vegetais e/ou 6leos essenciais com maior capacaadebicdo do crescimento dos
fungos produtores de ARB



Avaliar in vitro o material selecionado no item d sobre a veloedda crescimento
e fase de laténcia dos fungos produtores de;AFB

Otimizar as condi¢des do laboratdrio para execudg&ometodologias de extracdo a
partir do material vegetal e dos ensaios anti-itgjn vitro;

Analisar estatisticamente os resultados.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Micologia de alimentos

Os problemas causados pelo desenvolvimento de $uago alimentos e matérias
primas constam de uma grande preocupacao hojeap@@istria alimenticia e veterinaria,
sendo considerada uma contaminacdo mais comum gjueiginadas por qualquer outro
grupo de microrganismos (PEREIRA; CARVALHO; PRADQ@002). Quando ha
desenvolvimento fangico em graos, considerados titoimnées basicos em racdes para
animais, ha uma queda drastica de seu valor motrifa que o0s nutrientes serdo entao
utilizados pelos fungos contaminantes, diminuindmalidade da racéo e, consequentemente,
a producédo animal (Figura 1).

Figura 1. Milho contaminado poAspergillus flavus
Fonte: http://www.ipm.iastate.edu/ipm/icm/files/iges/aspercorn.jpg

O crescimento de fungos em produtos agricolasléeimfiado por diversos fatores,
tais como: componentes minerais, potencial hidrdgéro (pH), atividade de agua do
substrato, umidade ambiental, temperatura alémadesdfisicos presentes nesses substratos
causados por insetos ou ainda transporte e arnggmanaadequados, que facilitam o
desenvolvimento fungico nessas matérias, jA quenifsn uma quebra da integridade dos
graos (PITT; HOCKING, 1997). Os paises tropicafsesn bastante com tal contaminacéao ja
gue possuem temperaturas e umidades altas, daficldta secagem ideal dos gréos.

Uma vez presentes no alimento e obtendo as corgigéais, alguns fungos sao ainda
capazes de produzir metabdlitos toxicos a partir s metabolismo secundario,
contaminando principalmente produtos de origem tabgesendo tais substancias
denominadas micotoxinas.

No entanto, é importante salientar que, o isolamdetfungos toxigenos, a partir de
alimentos, ndo significa obrigatoriamente riscodrat para 0 consumo, ja que a cepa pode
nao ser uma potencial produtora. Assim como, anaisée fungos no substrato ndo significa
auséncia de micotoxinas, ja que o fungo pode tmymdo seus metabdlitos, mas por algum
motivo ndo sobreviveu a certas condi¢cdes as qualsn@nto passou, como processamento,
por exemplo (PITT; HOCKING, 1997).



2.2 O génerdAspergillus

O géneroAspergillusé considerado de grande importancia, sendo unpuiosipais
contaminantes durante o armazenamento inadequadalidentos. Sao fungos filamentosos,
ubiquos, comumente isolados na natureza, no sola; 8 materiais vegetais, possuindo mais
de 180 espécies descritas atualmente (SAMSON, &04I0).

S&o conhecidos também por causarem infeccdes ofstasl em pacientes com
imunossupressao, estados alérgicos e toxicosesvapi@m desde infec¢des locais até
disseminacdo completa (aspergilose), onde quass tml 6rgdos podem ser comprometidos
causando, por exemplo, oncomicose, sinusite, aspsrgcerebral, miocardite, aspergilose
pulmonar, etc, tanto em humanos quanto em anild&kL(ER, 2009).

Consta de um grande grupo de fungos, onde mu&ospstenciais produtores de
toxinas, principalmente aflatoxinas, e em espadal as espécies da Secao Flagpergillus
flavus e Aspergillus parasiticusSua reproducdo ocorre de forma assexuada através de
conidios, embora algumas espécies apresentem & fegxuada (teleomorfo) do tipo
ascosporada, como € o cascAdmidulanse A. glaucus

Este género pertence a classe dos Hyphomycetasmae@&erizado pela formacgéao de
conidiéforos, ou seja, hifas especializadas e povds de conidios com formas e arquitetura
variaveis (PITT; HOCKING, 1997). Os conidiéforos Aspergillusspp. caracterizam-se por
apresentar um formato bem distinto, com o apicesute estipe se expandindo em uma
vesicula que pode apresentar diferentes formaigsré-2).

Figura 2. Formas de vesiculas édespergillusspp: (a) globoso ou esférico; (b) piriforme; (c)

espatulado; (d) clavado.
Fonte: KLICH (2002).

Em algumas espécies, os conidios se formam diesti@mdas fidlides, sendo
denominadas espécies unisseriadas. Podem tambéseiagar entre a vesicula e as fialides
uma segunda camada de células chamadas métulde, taenespécies caracterizadas como
bisseriadas (Figura 3). Outra caracteristica qeéindue tal género é que, tanto métulas
quanto fidlides surgem simultaneamente a partir véaicula (KLICH, 2002). Tais
caracteristicas em conjunto com outros achados osugpicos e com observacdes
macroscopicas servem de base para a taxonomiaimépstgante género fangico.



Figura 3. Conidiéforos de (aAspergillus clavatugunisseriado) e (bAspergillus flavus

(bisseriado).
Fonte: KLICH (2002), modificado.

A fim de facilitar o estudo das numerosas espgmeencentes a este género, alguns
autores os dividiram em subgéneros e secfes basesmdocaracteristicas comuns como
coloracao dos conidios, tamanho e formato da Vesiptesenca de teleomorfos, etc. (Tabela
1).

Tabela 1.Classificacdo do génefspergillus.

Subgénero Secao
. Aspergillus
Aspergillus Restricti
L Fumigati
Fumigat Cervini
Ornati -
Clavati Clavati
Nidulantes

Versicolores
Nidulantes Usti

Terrei

Flavipedes

Wentii

Flavi

Nigri
Circumdati Circumdati

Candidi

Cremei

Sparsi




O subgéneroCircumdati compreende espécies unisseriadas e bisseriadas, com
vesiculas que variam do formato esférico ao pmfar A secdo Flavi, pertencente a este
subgénero, possui como caracteristicas a presencanddios verde-amarelados a marrom-
oliva. Dentro desta secdo encontram-se as espAciflavuse A. parasiticus potenciais
produtoras de aflatoxinas e alvo deste estudo.

2.2.1 Caracterizacao das espéciéspergillus flavus e Aspergillus parasiticus

Aparentemente semelhantes, flavus e A. parasiticussdo espécies amplamente
distribuidas ao redor do mundo. Enquahtdlavusé relatado como a espécie mais isolada em
alimentos, ambos séo relatados como colonizandbé&amvegetacdo, sementes e diversos
substratos em ambientes internos e externos, sepdaado inclusive como patégeno para
insetos e animais (PITT; HOCKING, 1997; SAMSON let2000).

Devido as suas semelhancas, h4 uma grande d#dldm identificar e diferenciar
essas duas espécies fungicas, ja que a maior rdiferentre elas se encontra
microscopicamente.

Macroscopicamente observa-se que as coldniasA.délavus possuem conidios
abundantes que conferem a colbnia uma coloragdovgtia do verde ao verde-oliva,
podendo ter cepas algumas vezes amareladas. Qonaipésenta-se branco, reverso palido a
alaranjado, podendo haver presenca de exsudatsp&@mte e esclerocios, estruturas de
resisténcia fungica. O aspecto geral de suas @ddriria de lanoso a flocoso (Figura 4). Ja
A. parasiticusapresenta colonias de coloragdo oliva escuro mievegem escuro. O micélio €
branco e usualmente imperceptivel. Escler6cios anarrou negros sao ocasionalmente
produzidos, podendo haver producdo de exsudatindiaD reverso varia de palido a
amarelado e o aspecto da colonia costuma ser plageludado (KLICH, 2002).

Figura 4. Macroscopia de ()spergillus flavue (b)Aspergillus parasiticus

A espécieA. flavus possui como caracteristicas microscopicas vesicesdéricas,
radiadas a colunares, podendo ser tanto unisseritinto bisseriados dependendo do meio

de cultivo. Sua estipe é rugosa a finamente rugoggeralmente sem cor. Os conidios
apresentam-se globosos a elipsoidais, com pansdssal finamente rugosas (Figura 5).



Figura 5. Microscopia déAspergillus flavug400x).

Por outro ladoA. parasiticusapresenta vesiculas esféricas a levemente alagada
usualmente radiadas. As estipes variam de finameatemuito rugosas. Séao
predominantemente unisseriados, com conidios gbsbes diferentemente d& flavus de
paredes bem rugosas (Figura 6).

Figura 6. (a) Microscopia deAspergillus parasiticug400x); (b) Observacao de conidios
rugosos (400x).

A principal importancia dessas espécies reside fato de que ambas sé&o
potencialmente produtoras de aflatoxinas.

2.3 Aflatoxinas

A presenca dessas toxinas nos alimentos tem sjdtoate grande preocupacéo para a
ciéncia, desde a sua descoberta. Foram caractsieadoladas em 1960, na Inglaterra, apos
a morte de mais de 100.000 perus que consumiraéo rachase de amendoim mofado,
provenientes do Brasil e da Africiukey X diseage(PEREIRA; CARVALHO; PRADO,
2002). Existem mais de 20 tipos de moléculas ddéaafinas (AFs) sendo as quatro principais
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B1, By, G e G. Sé&o classificadas com base nas suas fluoress@&uatiduz UV (azul ou verde
— do inglésblue ou green além de sua mobilidade em cromatografia em camdatizada
(TLC —thin layer chromatography(BENNETT; KLICH, 2003). A biotransformacéo desses
quatro tipos, em diversas espécies animais, resaltaroducdo de Me M,, que foram
isoladas inicialmente no leite e urina de animaie qonsumiram AFs (FERREIRA et al.,
2006).

As AFs sdo metabdlitos secundarios produzidos ipalroente por algumas cepas de
Aspergillus flavuse A. parasiticus Tais toxinas sao toxicas de forma aguda e crgeca
humanos e animais, estando entre as substanciagénidas e carcinogénicas mais potentes
produzidas na natureza (THANABORIPAT et al., 200Mambém possuem efeitos
teratogénicos, hepatotoxicos e imunossupressardpapazes de alterar diversos sistemas
metabdlicos (ELLIS; SMITH; SIMPSONL991; MINTO; TOWNSEND, 1997), tendo sido
relacionadas como causas de alta mortalidade emaende producdo e muitas vezes, como
causadoras de mortalidade em humanos (ALLOCRAFB9;1$SALUNKHE; ADSULE;
PADULE, 1987).

A capacidade de producdo de aflatoxinas depende sikismas metabdlicos
individuais, essenciais para o0 metabolismo primate lipidios e enzimas especificas
(sintetases) capazes de produzir tais metabdliemsinslarios (MARTINS; MARTINS;
BERNARDO, 2000).

As estruturas quimicas das AFs sdo muito semelhaPtssuem baixo peso molecular
e um nucleo central cumarinico ligado a uma egtaubitrfurandide, no entanto, enquanto as
AFs do tipo B apresentam anel ciclopentona, asédi@ €& apresentam um anel lactona
(Figura 7). Além disso, sdo compostos cristalitesnoestaveis e solluveis em solventes
polares, como cloroféormio e metanol (OGIDO, 2003).

0 a O Q

0 :D E OCH, ; ;: £ OCH,
Aflatoxina B, Aflatoxina B,

0 OCH, ;:u_’éucn,

Aflatoxina G, ,  Aflatoxina G,
Cutéﬁ

OCH,

Aflatoxina M, Aflatoxina My

Figura 7. Estrutura das principais aflatoxinas.
Fonte: http://www.fao.org/docrep/X5036E/x5036E2 F@hodificado.



As AFs se desenvolvem naturalmente em diversos tipocereais e matérias primas,
como amendoim, arroz, milho, trigo. Todos essesaiios devem ser entédo alvos de controle
contra a contaminacéao fangica, principalmente posttuirem um grupo de alimentos muito
consumidos por brasileiros, além de ser base plrerdacdo de muitos animais de
producao.

A legislacdo brasileira estabeleceu através da IlRgEw RDC numero 274, da
ANVISA, de 15 de outubro de 2002, um limite maxinm® 20 pg/kg (ppb) de aflatoxinas
totais, ou seja AFB+ AFG;+ AFB; + AFG,, em amendoim e seus derivados e em milho e
seus derivados que sejam destinados ao consumonburRara qualquer matéria prima
destinada ao consumo animal, o Ministério da Admica, através da portaria
MA/SNAD/SFA numero 07, de 9 de novembro de 198&tedece um limite maximo de 50
ug/kg para aflatoxinas totais. Enquanto isso, patk Unido Européia possuem limites
melhor definidos adotando, por exemplo, como linmit@&ximo o valor de 10 pg/kg apenas
para AFB em racOes prontas, e 2 pg/kg de ARAra amendoim, nozes em geral e frutas
secas destinadas ao consumo direto ou como ingtedie alimentos (FONSECA, 2003).

Estudos da incidéncia de micobiota e detecgdo deotaxinas em alimentos
destinados ao consumo humano e animal demonstraresanca das principais espeécies
produtoras de aflatoxinas, em niveis acima dosopizados (DALCERO et al., 1997, 1998;
MAGNOLI et al., 1998, 1999, 2002, 2006). Tais fatdemonstram uma constante
preocupacdo a nivel de controlar fungos e comagsesenca de micotoxinas em alimentos.

2.3.1 A aflatoxina B

Apesar das semelhancas estruturais das AFs, gataseatam diferentes graus de
atividade bioldgica. A AFR a mais significativa em termos de risco paraldes&dumana e
animal. Os alimentos contaminados com fungos povdsite a presenca de A$&o de grande
interesse mundial devido aos efeitos deletériospgoguzem ndo somente no nivel de saude,
como também para o comércio internacional (MISHRAS, 2003).

2.4 O uso de substancias fungicidas

Diversos fungicidas encontram-se em uso, contudossguranca nos alimentos néo
esta completamente estabelecida, e as possibdiddE®btencdo de novos compostos, que
cumpram com 0S requisitos ambientais e 0s requetogsede seguranca, S80 escassas
(GOPALKRISHNAN; BANUMATHI; SURESH,1997).

Antioxidantes sintéticos, como BHA e BHT, sdo comeute utilizados em alimentos
para prevenir ou retardar a oxidacdo lipidica, wdot presume-se que Sao possiveis
carcinégenos (MADHAVI; SALUNKHE, 1996). Além do ngiha um consideravel interesse
na industria de alimentos e nas preferéncias dosuoaidores por antioxidantes naturais.

Uma das formas de se obter antioxidantes natumislas pelo uso de matériais
vegetais, como através de seus OEs e EVs. A alwidatioxidante desses extratos vegetais
ocorre principalmente pela presenca de compostagides, como também por flavondides e
terpendides. Tais substancias sdo capazes de epii@rce neutralizar radicais livres,
impedindo que a oxidacao ocorra (R1ZZO, 2008).

O uso de numerosos extratos vegetais, e seus cemtgsnconstitui uma alternativa
para a prevencao do crescimento fungico e a prodie®Fs.

Estudosin vitro com adsorventes ndo nutritivos (zeolitas e betagshdemonstraram
gue estes foram capazes de adsorver ;AlEB seus resultados foram promissores
(CHIACCHIERA et al., 2000; KIKOT et al.,, 2002). Axteapolacdo destes estudos para
ensaiosin vivo demonstrou a capacidade destas particulas parmuilinos efeitos da
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aflatoxicose em frangos de corte (MIAZZO et al.D@20ROSA et al., 2001). Entretanto, um
dos inconvenientes do uso de substancias inorga@isaa inespecificidade com relacdo a sua
capacidade de adsorcao, ja que podem sequestrécutad de alto valor nutritivo da dieta.
Atualmente, os extratos vegetais sdo de grandeegse como uma fonte indcua. Foi
comprovado que sado muito efetivos como substitdozssagentes quimicos antimicrobianos
produzidos sinteticamente (ZYGADLO et al., 19952 BGADLO; JULIANI, 2000). Alguns
produtos naturais tais como os fenois, especiagasarios Oleos essenciais, foram
evidenciados como inibidores efetivos do crescimefiingico e da producdo de AFs
(PRASAD; SAHAY; MASOOD, 1994; ARORA; OHLAN, 1997).

2.5 Produtos de origem vegetal

Os EVs séo tidos como importantes componentes gparstoria da humanidade,
sendo tal utilizacdo difundida além do uso culmadomo por exemplo, em tratamento de
doencas na medicina tradicional e alternativa wist religiosos (RI1ZZO, 2008). Existem
varias metodologias descritas para a preparacagWe visando o isolamento de seus
constituintes quimicos. Cechinel Filho; Yunes (19@8nsideram mais adequado para a
andlise quimico-farmacoldgica a preparacao de umatexhidroalcodlico (etanol/agua 50/50,
vIv).

Os OEs sao definidos como liquidos aromaticos okobtidos a partir de diversos
materiais vegetais (flores, brotos, sementes, $olgalhos, cascas, ervas, madeira, frutas e
raizes). Podem ser extraidos atraveés de diverstmdosreconhecidos, mas a destilacdo a
vapor consta como o0 mais comum e largamente utdipara fins comerciais. Tal método foi
usado primeiramente ha mais de 2000 anos atrasrieot® Médio, mas seu uso sé foi
difundido por toda a Europa a partir do século Xdando inicio entdo aos estudos com uso
de materiais vegetais (BURT, 2004).

Ultimamente verifica-se um grande avanco cientiéogolvendo os estudos quimicos
e farmacologicos de plantas medicinais visandorahbd®@os compostos com propriedades
terapéuticas. Outro aspecto a ser ressaltado @rtidade de plantas existente no planeta,
sendo a maioria ainda desconhecida sob o ponto s wientifico, onde entre
aproximadamente um total de 250-500 mil espécaesgente cerca de 5% tém sido estudadas
fitoquimicamente e uma porcentagem menor avaliadas o0s aspectos bioldgicos
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantasliomeis e de alguns de seus
constituintes, tais como flavondides, alcaldidegerpenos, taninos, lignanas, torna-se de
grande importancia ja que muitas destas substanéias grandes possibilidades de
futuramente virem a ser aproveitadas como agentanierobianos e, o fato dos produtos de
origem vegetal possuirem mais de um principio atigpando comparados aos
antimicrobianos tradicionais ja confere certa vgata a seu uso na pratica.

No Brasil, sdo escassos os dados sobre as prajegedis extratos vegetais com
relacdo aos fungos toxigenos e suas micotoxinagiadss. Por outro lado, sdo cultivadas
diversas espécies de plantas que poderiam sea@dasicom este propodsito.

2.6 Atividade antimicrobiana

2.6.1 Alecrim
O alecrim Rosmarinus officinaljs pertence a familia Lamiaceae, sendo um arbusto
perene, nativo do Mediterraneo, que atinge aténlg®e altura (PORTE; GODOY, 2001).
Vérios trabalhos tém sido publicados em relagddsalmamento e identificacdo de
diferentes antioxidantes, diterpenos e triterpermn como flavondides desta planta,
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substancias essas que conferem ao alecrim umaetente antimicrobiano (SOLIMAN et
al., 2001; MORENO et al., 2006; GENENA et al., 20B®ZMAN; JERSEK, 2009).

Soliman et al. (2006) analisaram OEs de alecrimddierentes partes do Egito.
Encontraram em seu trabalho atividade inibitériatieoCandida albicans Cryptococcus
neoformansMycobacterium intracellularaemas nenhuma atividade con@gaphylococcus
aureus Escherichia coliPseudomonas aeruginos&accharomyces cerevisja®. flavus A.
fumigatuse Trichophyton mentagrophyteé& acao antifungica, portanto esta presente para
algumas espécies, sendo bastante utilizada nangata de pneumonia causadas for
neoformansbem como para o tratamento de infec¢des cut@ndasréia provocadas per.
albicans.

Queijos do tipo cheddar foram cobertos com Olecalgerim a fim de retardar a
deteriorac&o por fungd3enicillium roqueforti P. camemberte A. parasiticus Os resultados
demonstraram que o OE de alecrim néo foi eficipata retardar a deterioracdo causada por
P. roquefortj contudo inibiu o crescimento & camemberte A. parasiticufWENDORFF;
WEE, 1997).

Apesar de cultivado em quase todo o territériciteao ha poucos estudos realizados
sobre esta importante planta condimentar em niaeional, principalmente a respeito de
atividade antifangica e producdo de micotoxinas.

2.6.2 Canela

A canela Cinnamomum zeylanicyngé uma especiaria muito utilizada na culinéria
como condimento e aromatizante. Nativa da india &ril Lanka, hoje em dia é cultivada em
muitos paises tropicais, inclusive o Brasil. Existdiversos trabalhos que indicam algumas
substancias presentes em seu OE responsaveis ipanibmdo crescimento de fungos,
leveduras e bactérias.

Soliman; Badeaa (2002) encontraram que concermisacb00 pg/g foram capazes de
inibir A. flavus A. parasiticus A. ochraceus Fusariumverticillioides quando incorporados
em meio agar batata dextrosado (BDA). Azzouz; Bulé (1982) também encontraram este
OE numa concentracédo de 2% em BDA inibindo compietde o crescimento de sete fungos
micotoxigenosA. flavus A. parasiticusA. ochraceusPenicilliumsp. M46,P. roqueforti, P.
patulumandP. citrinum, enquanto Conner; Beuchat (2006) verificaram esi® agibitoria
em leveduras.

No continente americano, o OE de canela é utitizaghcipalmente no tratamento
para diarréia, contra doencas respiratérias e camtieséptico cutaneo (PITTMAN, 2000),
tendo efeitos promissores na inibicdo fungica.

2.6.3 Cominho

Cominho Cuminum cyminujn € uma planta aromatica da familia Apiaceae,
principalmente utilizadas para saborizar alimentedjcionado em fragrancias e em
preparacdes médicas. Outra forma de uso descrigacggno anti-espasmaodico e estimulante
de apetite (IACOBELLIS et al., 2005).

lacobellis et al. (2005) relataram haver atividadéibacteriana do OE de cominho
contra cepas de bactérias gram-positivas e gramtmag. Gachkar et al. (2007) verificaram
haver alta atividade antimicrobiana cortirecoli, S. aureus Listeria monocytogenes

Os relatos deste OE frente a inibicdo fungica estassos, necessitando de mais
estudos.
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2.6.4 Cravo-da-india

O cravo-da-india, frutos secos deugenia caryophyllata pertencem a familia
Myrtaceae, sendo um tempero com vasta gama deigaades medicinais (FERDOUS,
ISLAM, 1991). Propriedades antibacterianas de cra@véoram relatadas por Ueda et al.
(1982), Briozzo et al. (1989), Islam et al. (1990).

Segundo Briozzo et al. (1989) o Oleo essencialcdmo disperso em solucéo
concentrada de agucar (0,4% v/v) revelou efeitmgida marcante contt@andida albicans
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumaniBseudomonas aerugingsaClostridium
perfringense Escherichia coli.

Ferdous; Islam (1991) verificaram haver atividadetifingica em extratos
cloroférmico, etandlico e aquoso de cravo.

2.6.5 Orégano

O orégano@riganum vulgargé uma erva perene e aromatica. Suas folhasafesc
secas, sdo muito utilizadas na cozinha do Mediteaapelo sabor e aroma que dao aos
pratos. Tem sido reconhecido como uma espécie alegessuidora de varias propriedades
terapéuticas, de modo que atualmente seu potemtiadicrobiano vem recebendo um grande
interesse cientifico (SOUZA et al., 2005).

Sagdic et al. (2002) verificaram a atividade atbriana ao avaliar a inibicdo He
coli 0157:H7, através do uso de extrato de orégano atmBareira et al. (2006) reportaram
haver atividade antifingica através do uso de OBrélgano, confirmando assim a atividade
antimicrobiana desta erva.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Cepas fangicas

Foram utilizadas as cepas toxigenas de refer@citavus RC 2053 (Universidad
Nacional de Rio Cuarto, Argentina), isolado de amalsh-do-Para, é\. parasiticusIMI
242695 [nternational Mycological Institutelnglaterra), isolado de produtos alimenticios.
Tais cepas foram testadas através de cromatotjrpfida de alta eficiéncia (CLAE) quanto a
capacidade de producédo de AFB

Para manter a viabilidade das espécies, estam forantidas cultivadas em tubos
contendo agar extrato de malte (MEA) inclinado (BIHOCKING, 1997), sendo realizados
repiques conforme houvesse escassez de colbnia.

3.2 Determinacgdo da capacidade toxigena das cepas

As cepas adquiridas foram testadas quanto a spacidade de produzir AFs
(GEISEN, 1996). Ambas foram cultivadas em placaPelei contendo o meio MEA durante
5 dias a 30°C. Apoés este periodo, foram cortadqaadsda coldnia, de forma equidistante, e
estes foram transferidos para microtubos de 2 mtapgacidade onde foi adicionado 500 pL
de cloroférmio. Os microtubos foram centrifugadas g0 minutos a 4.000 rotacdes por
minuto (rpm).

Ao sairem da centrifuga, o extrato cloroférmicé fitirado, transferido a outro
microtubo e evaporado. A fase limpa (cloroférmifmfiltrada em filtros Milipor&, retendo
assim possiveis conidios e sujidades. Este filtfadtvansferido para outro microtubo de 2,0
mL e este conteudo foi evaporado. Depois de evedperaos microtubos foram mantidos
secos e armazenados em freezer (-20°C) até anddiseCLAE. Os extratos foram
ressuspendidos em fase mével no momento da analise.

Para quantificacdo, foi utilizada cromatografiafalee reversa, detector UV-Vis com
comprimento de onda de 365 nm e coluna C18 (Micbosty/, Variar®; 150 mm x 4,6 mm x
5um). Como fase movel utilizou-se metanol:agua5@H.com fluxo de 0,6 mL/min. O
volume de injegao foi de 20 pL. Foi obtido um tendigoretencdo de 14 min £ 1 e o limite de
deteccao da técnica foi de 2 ng/g (ppb).

3.3 Amostragem do material vegetal

Os produtos vegetais, tanto OEs quanto EVs, fashtidos a partir de dez plantas
aromaticas fornecidas gentilmente por Vitalis Indasde Alimentos Ltda., sendo elas:
alecrim (Rosmarinus officinalljs canela(Cinnamomum zeylanicmcominho Cuminum
cyminun), cravo-da-india Eugenia caryophyllata erva-doce Rimpinella anisurj) hortela
(Menta piperita, manjericao Qcimum basilicury manjerona @riganum majorang Nnoz
moscada Nlyristica fragran3 e orégano @Qriganum vulgarg cultivadas no Brasil e de
mesmo lote.

Todo o material vegetal foi recebido em embalagkesmeticamente fechadas,
lacradas, identificadas e protegidas da luz (Fi@lr&stas foram armazenadas em condicdes
ideais até o dia das respectivas extracoes.
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Figura 8. Embalagem de orégano devidamente identificadenazemada.

3.4 Extracdo dos 6leos essenciais

Os OEs foram obtidos por hidrodestilacao atravéseduipamento de Clevenger
(Figura 9) segundo Bassole et al. (2003), com nuagides. Os equipamentos foram
manufaturados por vidreiro artesdo na UFRRJ.

Foram utilizados 100g de material vegetal paradéLagua. O condimento a ser
extraido era pesado e acondicionado dentro do lapaenquanto a agua, disposta em um
Erlenmeyer, era acoplada ao aparelho e apoiadanersuporte acima do bico de Bunsen.
Apb6s 1h de destilacao, contadas a partir da prangita formada, o 6leo foi recolhido e
armazenado em frascos ambar, protegidos da luin alé manter suas propriedades, e
mantidos sob refrigeracéo (+ 4°C) até serem utitiza

J

Figura 9. Aparelho de Clevenger utilizado na hidrodestilacédo
Fonte: http://www.glasslabor.com.br/config/imagesmteudo/produtos/
imagensGRD/GRD_11_apa_para_det_oleo_clevenger.jpg
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O rendimento total de cada 6leo produzido foi dawiente calculado em mL através
de medicdes realizadas em tubos do tipo Falcon.

Outra forma de extrair OEs € através da extrag&arica. Tal metodologia é uma
alternativa que pode ser adotada quando o rendintenproducdo através da destilagéo for
considerado baixo ou insuficiente, dificultandaifiaacdo destes na pratica.

Para a extracdo hexanica utilizou-se uma propodgdmaterial vegetal/hexano 1:2
p/v, ocorrendo de forma passiva. Os Erlenmeyers tantontetdo foram mantidos sob
escuro por 48h (KUIATE et al., 2006). Ao final degteriodo, o solvente foi filtrado e
concentrado em rotavapor. Os 6leos obtidos pomagitr hexanica foram armazenados da
mesma forma que os obtidos por hidrodestilagéo.

3.5 Obtencéo dos extratos vegetais

Foram realizados dois tipos de EVs, um aquosare etandlico. O extrato etanolico
foi obtido de acordo com Thanaboripat et al. (20@f)izando uma proporcdo de material
vegetal/etanol 1:2 p/v. A extracdo foi realizadafalena passiva e sob escuro durante 48h.
Decorrido tal periodo, o extrato obtido foi filtaé concentrado em rotavapor.

O extrato aquoso utilizado foi o concentrado aquesultante da hidrodestilacdo das
plantas aromaticas, recebendo a denominacdo datexéiquoso pos hidrodestilacao
(ROZWALKA et al., 2008).

Todos os EVs foram armazenados em frascos ambaefweracdo a cerca de 4°C
até seu uso.

3.6 Selecdo dos Oleos essenciais e extratos végeta maior atividade antifangica pelo
método de difusdo em agar

Foram realizados ensaios iniciais para verificguedtes OEs e/ou EVs que
apresentavam melhor atividade antifingica contreepas selecionadas através do método de
difusdo em agar.

Primeiramente foi realizada uma suspenséo de iosrfithgicos (1Bconidios por mL
de agua destilada estéril) que foram contados aodii@ de uma camara de Neubauer. Tal
suspensao foi incorporada em tubos de ensaio a@mt2d mL de MEA a cerca de 50°C,
temperatura esta em que o meio encontra-se ligéidmistura foi homogeneizada em
agitador do tipo vortex e vertida em placas dei Bstéreis.

Apés a solidificacdo do meio, foram feitos cincocgs de 6 mm de diametro,
equidistantes entre si, através do uso de um bidtutipo punch Nesses pequenos pocos
foram pipetados 50uL do OE/EV de cada planta, gadhdevidamente identificado em suas
placas.

Placas controle com adicdo de 50uL do solventeadib para extrair os produtos
vegetais (dgua, etanol ou hexano) foram realizgdaia que se verificasse auséncia de
interferéncia desses produtos quimicos nas colGaragcas. Os solventes utilizados foram
de grau de alta pureza.

A verificacdo da atividade antifungica se deu asada medi¢c&o dos halos de inibicdo
do crescimento fungico apds incubacédo das plagas gias (MARIATH et al., 2006).
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3.7 Avaliacdo dos Oleos essenciais e extratos vagetsobre o crescimento das cepas
toxigenas produtoras de aflatoxina B

Aqueles OEs/EVs que demonstraram grande eficiéaniainibir o crescimento
fungico nos ensaias vitro preliminares prosseguiram em avaliacdes mais gsj@esca fim
de verificar o efeito causado sobre parametrosebzicnento das cepas avaliadas.

Os extratos oriundos das plantas aromaticas fa@ioionados a tubos contendo 20
mL de MEA a cerca de 50°C, temperatura esta eno gueio de cultivo encontra-se liquido e
em condicbes que nao sejam alteradas as propreeddake antioxidantes naturais. A
incorporacdo dos OES/EVs ocorreu nas seguintesentiagfes pré-determinadas: 0 pg/g
(controle), 50 pg/g, 100 pg/g, 150 pg/g, 300 pg/®0® pg/g. Os tubos foram bem
homogeneizados em agitador do tipo vortex e sente@dos vertidos em placas de Petri
estéreis e identificadas.

Apéds a solidificagdo do meio prosseguiu-se comagllacdo das cepas toxigenas.
Esta foi realizada através de uma suspenséo ddie®mim agar semi-solido com Tween 80
com 10 conidios por inoculacdo. Com auxilio de uma dealatina reta e préximo ao bico
de Bunsen, as cepas foram inoculadas no centroada placa, permitindo assim um
crescimento homogéneo da colbnia flngica. As plorasn incubadas a temperatura de 25°C
em estufa com controle eletrénico por 10 dias (S@OAM; BADEAA, 2002, com
modifica¢des). Todo o ensaio foi realizado emitgih.

O diametro de crescimento das colbnias foi mediddamente, aproximadamente na
mesma hora do dia em que a inoculagéo foi realjzpdea depois obter a velocidade de
crescimento (mm/dia) e a fase de laténcia (fasg g horas, das col6nias fungicas. A
medicdo seguiu até que a colbénia do grupo con{fbleg/g) ocupasse todo o didmetro da
placa (90 mm). A velocidade de crescimento dasscépeaobtida através de uma regressao
linear enquanto a fase lag correspondeu ao temptoeas, necessario para atingir 2 mm de
diametro de colbnia.

3.8 Andlises estatisticas

Os valores de velocidade de crescimento e fasdotagn submetidos a analise de
variancia (ANOVA). Os tratamentos foram comparacim® o grupo controle através do teste
de Dunnett, sendo o nivel de significancia pararimér as diferencas de®,05. As anélises
foram realizadas através do programa estatisti?®@@®PBLM em SAS (SAS Institute, Cary,
NC).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Verificacdo da producao de aflatoxina Bpor cepas toxigenas déspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus

As cepas de referéncid. flavus RC 2053 eA. parasiticusIMIl 242695 foram
adquiridas e testadas quanto a producéo de Ad-Broduziram respectivamente 6,8 pg/mL e
5,3 pg/mL quando cultivadas em MEA, dando prossegnio as proximas etapas do
experimento.

4.2 Avaliacédo do rendimento da producédo de 6leossenciais

Depois de extraidos os OEs das plantas selecionqaataseste projeto, verificou-se
que houve grande variacdo quanto ao rendimentbdetproducédo do 6leo pelo método da
hidrodestilacdo, avaliados para cada 100g de rabtegetal (Tabela 2).

Tabela 2. Rendimentos da producdo de 6leos essenciais gardeistilacdo para cada 100g
de material vegetal.

Rendimento
OE (mL)
Alecrim 1,5
Canela 0,2
Cominho 0,5
Cravo-da-india 0,9
Erva-doce 0,7
Hortela 0,2
Manjericéo 0,5
Manjerona 0,8
Noz moscada 0,3
Orégano 1,0

Observa-se que os maiores rendimentos obtidomfpera OE de alecrim, orégano,
cravo-da-india e manjerona

Os OEs foram obtidos, também, por outro métodetecdo hexanica. Desta forma,
aqueles com menores rendimentos (canela, hortelézemoscada) puderam ser melhor
avaliadas quanto a atividade antifangica.

4.3 Avaliagéo dos ensaias vitro de difusdo em agar
Neste ensaian vitro inicial verificou-se a atividade antifungica do€®e EVs
obtidos, utilizando como controle os solventesiaaidos durante a extracdo, ou seja, agua

destilada estéril no caso da hidrodestilagéo, texancaso da obtencdo de OE por extracao
hexéanica e etanol para os extratos etanolicos.
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Observa-se que ndo houve qualquer interferéncsasdtventes, ja que nao foram
capazes de exibir halos de inibicdo de crescimemaenhuma das cepas avaliadas (Figura
10).

Figura 10. Andlise das placas controle do teste de difulsaatro para (a)Aspergillus flavus
e (b)Aspergillus parasiticussendo agua destilada (A), etanol (E) e hexano (H)

4.3.1 Oleos essenciais

Foram analisados os OEs extraidos por duas forAtesvés da hidrodestilacéo, os
OEs que obtiveram maiores halos de inibi¢cdo foraeeorim e o orégano, tanto para a cepa
deA. flavus(Figura 11), apresentando 25 mm para alecrim mi@5para orégano, como para
a cepa dé\. parasiticus(Figura 12), com 16 mm de inibicdo causada peloriabee 40 mm
pelo orégano. Assim sendo, os OEs de alecrim eancéfpram selecionados para estudos
mais aprofundados por apresentarem melhores renttimjeou seja, maior producao e,
portanto, com maior facilidade de obtencdo em laggaala, possuindo maior viabilidade de
uso pratico.

Figura 11. Andlisein vitro da difusdo dos 6leos essenciais de noz moscada @ih-doce
(ED), cravo-da-india (CR), alecrim (AL), cominhc€®), orégano (OR), canela (CA)
manjerona (MO), manjericdo (MC) e horteld (HT),bsa inibichio do crescimento de
Aspergillus flavus
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Figura 12. Andlisein vitro da difuséo dos 6leos essenciais de noz moscady @ik&-doce
(ED), cravo-da-india (CR), alecrim (AL), cominho @§ orégano (OR), canela (CA)
manjerona (MO), manjericdo (MC) e hortela (HT),bsa inibicAo do crescimento de
Aspergillus parasiticus

Outra forma de extracdo de OEs testada foi a gidrdexanica. A avaliacdo dos
resultados de difusdo desses OEs demonstrou canipilicdo do crescimento fungico nas
placas de ambas as cepas avaliadas, ndo haverldoegudesenvolvimento micelial (Figuras
13 e 14). Pode-se dizer entdo que tal forma dagidrsurtiu um efeito antifungico bastante
promissor.

Figura 13. Andlisein vitro da difusdo dos 6leos essenciais hexanicos de nezaua (NM),
erva-doce (ED), cravo-da-india (CR), alecrim (Acphminho (CO), orégano (OR), canela
(CA) manjerona (MO), manjericao (MC) e horteld {H$ob a inibicdo do crescimento de
Aspergillus flavus

20



Figura 14. Andlisein vitro da difusdo dos 6leos essenciais hexanicos de nezaua (NM),
erva-doce (ED), cravo-da-india (CR), alecrim (Acphminho (CO), orégano (OR), canela
(CA) manjerona (MO), manjericao (MC) e horteld {H$ob a inibicdo do crescimento de
Aspergillus parasiticus

4.3.2 Extratos vegetais

Foram avaliados dois tipos de EVs, o aquoso eanoBto. O extrato aquoso péds
hidrodestilacdo ndo surtiu qualquer efeito de @dibi de crescimento micelial nas cepas
avaliadas (Figuras 15 e 16).

Figura 15. Analisein vitro da difusdo dos extratos aquosos de noz moscady @ié-doce
(ED), cravo-da-india (CR), alecrim (AL), cominho @ orégano (OR), canela (CA)
manjerona (MO), manjericdo (MC) e hortela (HT),bsa inibicdo do crescimento de
Aspergillus flavus
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Figura 16. Analisein vitro da difusdo dos extratos aquosos de noz moscady @é-doce
(ED), cravo-da-india (CR), alecrim (AL), cominho @ orégano (OR), canela (CA)
manjerona (MO), manjericdo (MC) e hortela (HT),bsa inibicdo do crescimento de
Aspergillus parasiticus

J& os extratos etandlicos apresentaram efeitddridofrente as cepas estudadas. Foi
observado para. flavushalos de inibicdo de 31 mm para o extrato de edavindia e 15
mm para o extrato de cominho (Figura 1Aspergillus parasiticusdemonstrou um
comportamento semelhante, apresentando 30 mm big€édioi para o extrato de cravo-da-
india, 15 mm para o extrato de cominho e 10 mm parerato de erva-doce (Figura 18).

Figura 17. Analisein vitro da difusdo dos extratos etandlicos de noz mos@éb, erva-
doce (ED), cravo-da-india (CR), alecrim (AL), coimin(CO), orégano (OR), canela (CA)
manjerona (MO), manjericdo (MC) e hortela (HT),bsa inibicho do crescimento de
Aspergillus flavus.
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Figura 18. Andlisein vitro da difusdo dos extratos etandlicos de noz mos@dki, erva-
doce (ED), cravo-da-india (CR), alecrim (AL), coimin(CO), orégano (OR), canela (CA)
manjerona (MO), manjericdo (MC) e hortelda (HT),bsa inibicdo do crescimento de
Aspergillus parasiticus.

4.4 Avaliacéo do efeito dos Oleos essenciais ea&xis vegetais sobre o desenvolvimento
de cepas toxigenas déspergillus flavus e Aspergillus parasiticus

A partir dos resultados obtidos nas analisesitro iniciais, foram selecionados
aqueles de melhor rendimento e de maior inibicdngia para que ensaios mais
aprofundados fossem realizados.

Assim sendo, os OEs de orégano e alecrim e oseEr®licos de cravo-da-india e
cominho avancaram em nossos estudos. O OE hexdmiocégano também foi avaliado, ja
que todos os OEs hexanicos apresentaram inibiga@of@sescolhido pelo OE obtido por
hidrodestilacao ter obtido o melhor resultado. Fremte, 0 OE hexanico de canela também
foi selecionado ja que este método de extracdooprmmu maior rendimento e um melhor
resultado.

4.4.1 Efeito in vitro da adicdo do Oleo essencial de alecrim sob a vélace de
crescimento e fase de laténcia das cepas analisadas

Ambas as cepas analisadas demonstraram compottamenuito semelhantes.
Observando-se a figura 18, flavusapresentou um menor crescimento a uma concentracao
de 300 ug/g de 6leo de alecrim (4,5 mm/dia), fate gue ndo ocorreu com a cepalde
parasiticusque obteve a maior velocidade de crescimento et nesta concentracdo do
6leo (6,3 mm/dia).

23



+ 45

+ 35

(o]
3
ag (h)

RPN
+20
+15
+10

(mm/dia)

Velocidade de Crescimentt
Fase

0 50 100 150 300 600

Concentracéo do Oleo Essencial (ug/g )
== velocidade de crescimento (mn/die®— fase lag(h)
Figura 19. Velocidade de crescimento e fase de laténcia da Asgpergillus flavudrente a
adicdo do dleo essencial de alecrim a diferentesestdracoes.

Nas outras concentracdes, observou-se um padré@osguassemelhou muito ao
crescimento da placa controle (0 pg/g de 6leo)a Rarflavus a concentracdo de 300 ug/g
mostrou-se mais inibitéria, obtendo apenas 4,5 nandd crescimento da cepa. Ja a cepa de
A. parasiticusdemonstrou uma melhor inibicdo a uma concentragd600 pg/g do OE de
alecrim, tendo como velocidade de crescimento 4n/dia (Figura 20).
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Figura 20. Velocidade de crescimento e fase de laténcia da Aspergillus parasiticus
frente a adicdo do 6leo essencial de alecrim aetifes concentragdes.
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As analises realizadas com o OE de alecrim peamiti ainda observar o
comportamento da fase de laténcia das cepas testddste casdh. flavusfoi a cepa que
demonstrou valores mais baixos, variando de 15ta 28menor fase de laténcia encontrada
(15 h) ocorreu a uma concentracdo de 300 pg/g del@O&ecrim, exatamente aquela que
obteve menor velocidade de crescimento (Figura J®)o maior tempo (28 h) de laténcia
desta cepa foi observado com uma concentracéo @@ @@ do OE, condizendo com uma
velocidade de crescimento alta (5,2 mm/dia). Ascentracbes de 50, 100 e 150 pg/g
aproximaram-se mais do tempo encontrado para a ptatrole (22 h).

O comportamento da. parasiticusvariou entre 27 e 36 h. Tais limites encontram-se
nas maiores concentracbes do OE, 300 e 600 pgfmpatesamente. As concentracoes
intermediarias tiveram valores proximos aos dagptamtrole analisadas (34 h).

Os resultados obtidos nos ensaios com OE deralégram dispostos na tabela 3. Na
maior concentracdo de Oleo testada (600 pg/g)pliservada a ocorréncia das menores
velocidades de crescimento (5,2 e 4,7 mm/dia), t@mo das maiores fases de laténcia (28 e
36 h).

A concentracéo de 300 pg/g apresentou as merasges fle laténcias (15 e 27 h) para
ambas as cepas, mas somentelerparasiticusobteve a maior velocidade de crescimento
(6,3 mm/dia). A maior velocidade pafa flavusesteve em 100 e 150 pg/g (5,3 mm/dia),
mesmo resultado de sua placa controle (0 pg/g).

As concentragdes de 100 e 150 pg/g demonstrarAgaténtico na cepa de flavus
tanto na velocidade de crescimento (5,3 mm/diaptguaa fase de laténcia (23 h). Ja essas
concentracdes erA. parasiticusforam bem semelhantes na fase de laténcia (30 b 34
respectivamente) e idénticas na velocidade deioresto (4,8 mm/dia).

Tabela 3. Analise do efeito de diferentes concentracdes de éksencial de alecrim sob a
velocidade de crescimento e a fase de laténciaefzss deAspergillus flavuse Aspergillus
parasiticus.

Oleo essencial de alecrim

Velocidade de

Cepas hg/g Crescimento (mm/dia) Fase lag ()
0 5,3 22
50 4,9 19
100 5,3 23
A. flavus 150 53 23
300 45" 15~
600 5,2 28"
0 5,3 34
50 55 35
100 4.8 30
A. parasiticus 150 4,8 34
300 6,3 27
600 4,7 36

Valores médios baseados em dados em ftriplicata.p@@pdes significativas, segundo o teste de Dunnett

(P<0,05) s&o indicadas por ***,

Estatisticamente, foi possivel perceber que a ckpA. flavus obteve diferencas
quanto a velocidade de crescimento nas concengag®es0 e 300 pg/g, havendo uma
diminuicdo significativa quando comparadas ao grapotrole. J& quanto a fase lag, as
concentracdes de 300 e 600 pg/g exibiram respautivee 0 menor € 0 maior tempo de
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laténcia, sendo estatisticamente distintos do otentA cepa dé\. parasiticusndo apresentou
qualquer diferenca estatistica, mostrando-se irgdife & adicdo do OE de alecrim.

Estes resultados concordam com os apresentadoBepeira et al. (2006), que ao
avaliar OE de alecrim sob cepas fungicas, obses@obaver inibicdo do desenvolvimento
micelial deA. flavusa partir de 2000 pg/g concentracdo bem mais edegad as testadas
aqui. Suhr; Nielsen (2003) testaram a atividadélegica de dois OEs de alecrim sobre
cepas déenicillium roqueforti P. corylophilume A. flavuse também consideraram este 6leo
um fraco inibidor.

4.4.2 Efeitoin vitro da adicdo do Oleo essencial de orégano sob a vielade de
crescimento e fase de laténcia das cepas analisadas

Avaliando os ensaios com OE de orégano, amba®es dungicas apresentaram
decréscimos de seus crescimentos conforme a coac@&ntdo 6leo aumentava, com excegao
das concentracbes de 100 e 150 upg/g, que se darasenndiferentes (Figuras 21 e 22),
resultados estes similares aos relatados por Betedd. (2006).

Nas placas controle, as cepas apresentaram 5,dian¢h/ flavug e 5,3 mm/diaA.
parasiticug. Na concentracdo de 600 pg/g de Oleo, as cepds flavuse A. parasiticus
obtiveram respectivamente 1,2 mm/dia e 1,3 mm/diardscimento. Na menor concentracao,
de 50 pg/g, as cepas apresentaram maiores velesiddd mm/dia para A. flavuse 4,5
mm/dia paraA. parasiticus

Ja4 com a fase de laténcia, um padrdo inverso eacooonforme se aumentava a
concentracdo, se observavam maiores tempos decitaté@s maiores tempos foram
encontrados com a cepa Aeparasiticus variando de 32 a 89 h, enquantoflavusde 19 a
72 h.
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Figura 21. Velocidade de crescimento e fase de laténcia da Aspergillus flavudrente a
adicao do Oleo essencial de orégano a diferenteentracoes.
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Figura 22. Velocidade de crescimento e fase de laténcia da Bepergillus parasiticus
frente a adicdo do 6leo essencial de orégano eediés concentracoes.

Com a maior concentracao de oleo utilizada (60Q@)tpram observadas as menores
velocidades de crescimento (1,2 e 1,3 mm/dia) maseres fases de laténcia (72 e 89 h). A
concentracdo mais baixa utilizada (50 pg/g) aptesess menores fases de laténcia (19 e 32
h) e as maiores velocidades de crescimento (4,5 edh/dia).

As concentracdes de 100 e 150 pug/g demonstrandigagmelhante ao controle (0
ug/g) para as duas variaveis, enquanto a de 3@ apyésenta valores mais proximos da
maior concentracdo analisada (Tabela 4).

Estatisticamente, os resultados observados paral@Brégano foram excelentes,
obtendo em todas as concentracdes velocidadesedeimento com diferenca significativa
guando comparados ao grupo controle. Para a fagealabas as cepas apresentaram
diferencas nas maiores concentragcdes testada® (800 L g/g), mostrando essas serem mais
efetivas.

Pereira et al. (2006) reportaram haver atividautdungica do OE de orégano a partir
de 500 pg/g para todas as cepas avaliadas em tselo,esxcetoA. niger, discordando em
parte de nossos resultados. Lopez et al. (2004f)caeam que a atividade antifiUngica deste
OE contra cepa toxigena Besarium verticillioidesfoi uma das maiores encontradas em seu
estudo, havendo também diminuicdo de producaorderfisina B com uma concentracéo de
30 ug/g do bleo, comprovando a eficacia do prodattdra outras espécies fungicas também.
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Tabela 4. Andlise do efeito de diferentes concentracdes de éssencial de orégano sob a
velocidade de crescimento e a fase de laténciaefzss deAspergillus flavuse Aspergillus
parasiticus.

Oleo essencial de orégano

Velocidade de

Cepas ha/g Crescimento (mm/dia) Fase lag (h)
0 5,7 23
50 47" 19
100 4,2™ 20
A. flawus 150 43" 26
300 2,3 45™
600 1,2™ 72"
0 5,3 36
50 45" 32
100 4,.4™ 37
A. parasiticus 150 42" 37
300 3,6 527
600 1,37 89"

Valores médios baseados em dados em triplicata.p@@pdes significativas, segundo o teste de Dunnett
(P<0,05) sé&o indicadas por ***,

4.4.3 Efeitoin vitro da adicdo do extrato vegetal de cravo-da-india sob velocidade de
crescimento e fase de laténcia das cepas analisadas

Ao analisar as cepas frente a adicdo do EV deatavindia em seu meio de cultivo,
percebe-se que pafa flavushouve uma espécie de estagnacdo do efeito inditdnde o
aumento da concentracdo do extrato ndo exerceudumauicdo gradativa das velocidades
de crescimento (Figura 23). Para esta cepa, a melaidade de crescimento ocorreu a uma
concentracdo de 100 pg/g (3,5 mm/dia), valor esteiderado estatisticamente semelhante as
outras concentragdes, com excec¢édo do controle i@ &he
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Figura 23. Velocidade de crescimento e fase de laténcia da Aspergillus flavudrente a
adicéo do extrato vegetal de cravo-da-India a eliftrs concentragoes.

Observando o efeito provocado sobre a cepA.dmarasiticuspercebe-se um padréo
oposto, onde a maior concentracdo do EV provocaraereor velocidade de crescimento do
fungo (2,1 mm/dia) (Figura 24), velocidade esta sgi@presenta estatisticamente semelhante
na concentracdo de 300 pg/g (Tabela 5). Nas oatrasentracfes ocorreu uma pequena
diminuicdo da velocidade conforme a concentragdueatou. Por outro lado, a fase lag
apresentou-se estatisticamente semelhante ao leo(Rfoh) nas concentracbes de 50 ug/g,
100 pg/g e 150 pg/g, somente sofrendo um aumemt@asiado (45 e 48 h) nas maiores
concentracdes testadas (Tabela 5).

As analises estatisticas demonstram haver graaqoleciclade inibitoria deste EV ja
que os resultados obtidos para velocidades deirresio apresentam diferenca estatisticas
em todas as concentragOes. Para a fase lag, ambaspas apresentaram diferengcas nas
maiores concentracdes testadas (300 e 600 pg/d\ppesasiticuse 600 pg/g parA. flavug,
mostrando essas serem mais efetivas.

Tais resultados concordam com os encontrados podoks; Islam (1991), que
confirmaram haver atividade antifingica com o usoedtrato etanolico de cravo-da-india
contra diversas espécies fungicas, inclugivilavus

29



10+ - 50

{45
=R + 40
()
£ +35 _
ey
S . 61 +30
SR 3
o 2 T2,
©
oS4 [ 120 @
%v
S 115
S 24 110
()
> 15
0 1 1 1 1 1 0

0 50 100 150 300 600

Concentracao do Extrato Vegetal Etandlico (ug/g )
=3 velocidade de crescimento (mm/dies— fase lag(h)
Figura 24. Velocidade de crescimento e fase de laténcia da Bepergillus parasiticus
frente a adicdo do extrato vegetal de cravo-daaladiiferentes concentragoes.

Tabela 5.Anélise do efeito de diferentes concentracdes tiatexvegetal de cravo-da-india
sob a velocidade de crescimento e a fase de latélas cepas dAspergillus flavuse
Aspergillus parasiticus.

Extrato vegetal de cravo-da-india

Velocidade de

Cepas ha/g Crescimento (mm/dia) Fase lag (h)
0 6,3 23
50 45" 26
100 35 34
A. flawus 150 4,3™ 28
300 3,6 34
600 397 37
0 5,3 21
50 4,0" 25
100 3,37 31
A. parasiticus 150 38" 27
300 24" 45"
600 21" 48™

Valores médios baseados em dados em ftriplicata.p@@pdes significativas, segundo o teste de Dunnett
(P<0,05) s&o indicadas por ***,

30



4.4.4 Efeitoin vitro da adicdo do extrato vegetal de cominho sob a veidade de
crescimento e fase de laténcia das cepas analisadas

Nos ensaios realizados com EV de cominho verife®undo haver diferenca
estatistica entre as velocidades de crescimentspiecie dé\. flavus(Figura 25), sendo o
menor resultado encontrado na concentragédo de §@0(4,9 mm/dia). As fases lag para esta
cepa em questdo demonstrou um discreto aumentacameentracbes de 50 e 300 pg/g
(Tabela 6).
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Figura 25. Velocidade de crescimento e fase de laténcia da Aspergillus flavudrente a
adicao do extrato vegetal de cominho a difererdasentracoes.

Ao analisarmos este extrato com a cep@ dearasiticus percebe-se que houve uma
maior inibicdo do crescimento na maior concentraeétada (4,1 mm/dia). O maior aumento
da fase lag também ocorreu a 600 pg/g (28h), nenentapresenta-se como um pequeno
aumento ao comparamos com o controle (5,3 mm/EigliKa 26).

Os efeitos provocados nas cepas podem ser melabados através da tabela 6. Tal
EV apresentou diferencas estatisticas mais sigtifees frente a cepa d& parasiticusao
avaliar o parametro velocidade de crescimento. Vediaxr a fase lagA. flavusdemonstrou
diferencas nas concentracdes de 50, 150 e 300e&)/@arasiticussomente nas menores e
maiores concentracdes utilizadas.

Os autores Farag; Daw; Abo-Raya (1989) encontraaanseu trabalho que o 6leo
essencial de cominho foi capaz de iniBir parasiticus bem como a producdo de AFs,
possuindo atividade antifungica. Os resultadoss@mtados aqui demonstram uma pequena
inibicido das cepas, mas considerada ndo sign¥&atiscordando do trabalho anterior,
apesar de trabalhar com extrato etandlico.
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Hitokoto et al. (1980) avaliaram o efeito de comeintos em po no crescimento e
producdo toxigena da. flavus A. versicolore A. ochraceus Encontraram uma completa
inibicdo de ocratoxina A poA. ochraceusalém de uma inibicdo parcial do crescimento e
producdo de toxina pdk. flavuse A. versicolor resultados estes semelhantes aos descritos
aqui.
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Figura 26. Velocidade de crescimento e fase de laténcia da Bepergillus parasiticus
frente a adicdo do extrato vegetal de cominhoeaxelites concentragdes.

Tabela 6.Andlise do efeito de diferentes concentracdes tratexvegetal de cominho sob a
velocidade de crescimento e a fase de laténciaefzss deAspergillus flavuse Aspergillus
parasiticus.

Extrato vegetal de cominho

Velocidade de

Cepas hg/g Crescimento (mm/dia) Fase lag (h)
0 6,3 23
50 6,4 30"
100 6,3 25
A. flawus 150 6,2 27"
300 6,2 28"
600 4,9 26
0 5,3 21
50 e =
100 47" 20
A. parasiticus 150 4,.8™ 20
300 45" 22
600 4,17 28"

Valores médios baseados em dados em triplicata.p@@pdes significativas, segundo o teste de Dunnett
(P<0,05) s&o indicadas por ***,
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4.4.5 Efeitoin vitro da adi¢do do 6leo essencial hexanico de oréganb sovelocidade de
crescimento e fase de laténcia das cepas analisadas

O dleo essencial hexanico de orégano ndo apresgaébquer significancia nas cepas,
tanto quando se avaliou a velocidade de crescinpraato a fase de laténcia (Figuras 27 e
28). Tal resultado nos faz crer que a forma deaedity do OE altera a composicao final do
produto, ja que o OE de orégano extraido por ha&btildcdo demonstrou excelentes
resultados, como descrito no item 4.4.2.
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Figura 27. Velocidade de crescimento e fase de laténcia da Agpergillus flavudrente a
adicdo do 6leo essencial hexanico de 6regano iendiés concentraces.
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Figura 28. Velocidade de crescimento e fase de laténcia da Aepergillus parasiticus
frente a adicdo do 6leo essencial hexanico de doegaliferentes concentracoes.

Os resultados para velocidade de crescimento spepfieram uma pequena
diminuicdo emA. flavusnuma concentracdo de 100 pg/g do OE (5,5 mm/eleguantcA.
parasiticuspermaneceu idéntico ao grupo controle em todamasentracdes (5,1 mm/dia).
A fase de laténcia sofreu variacbes minimas paraaanas cepas, ndo demonstrando um
efeito inibitério desejado, sendo estatisticamesignificativo somente na cepa d&
parasiticusnas concentracdes de 150 e 600 ug/g (Tabela 7).

Tabela 7. Andlise do efeito de diferentes concentracdes @m @ssencial hexanico de
orégano sob a velocidade de crescimento e a fas¢éteia das cepas dapergillus flavue
Aspergillus parasiticus.

Oleo essencial hexanico de orégano

Velocidade de

Cepas ha/g Crescimento (mm/dia) Fase lag (h)

0 6,1 28
50 6,1 27
100 55 30
A. flavus 150 6,1 27
300 6,1 28
600 6,1 29
0 51 25
50 5,1 26
100 5,1 24

A. parasiticus 150 5,1 29”
300 5,1 27

600 5,1 29"

Valores médios baseados em dados em triplicata.p@@pdes significativas, segundo o teste de Dunnett
(P<0,05) sé&o indicadas por ***,
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4.4.6 Efeitoin vitro da adicdo do 6leo essencial hexanico de canela sobelocidade de
crescimento e fase de laténcia das cepas analisadas

O OE hexanico de canela confirmou demonstrar utimaadinibicio em ambas as
cepas analisadagspergillus flavus(Figura 29) ndo apresentou qualquer desenvolviment
micelial nas concentracdes de 300 e 600 pgigmarasiticus(Figura 30) a 600 pg/g do OE.
A fase lag foi gradualmente aumentando a medida ayjw®ncentracdo do OE também
aumentava. Nas concentragdes onde ndo ocorreunceesc micelial, a fase lag foi tdo longa
que os fungos nunca conseguiram sair dela, sendoispo incapaz de ser medida
numericamente através dos gréficos.

Estatisticamentéi. flavusapresentou resultados com maiores diferencasgpaioas
0S parametros, enquario parasiticusdemonstrou tal comportamento frente as duas nsiore
concentracdes do produto vegetal.

Souza et al. (2004) encontraram resultados siesilao trabalhar com OE de canela na
inibicdo do crescimento d& niger Sinha et al. (1993) concluiram que este 6lebdstante
efetivo inibindo crescimento de flavusbem como a producéo de AEB
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Figura 29. Velocidade de crescimento e fase de laténcia da Agpergillus flavudrente a
adicdo do 6leo essencial hexanico de canela adifss concentracdes.
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Figura 30. Velocidade de crescimento e fase de laténcia da Aspergillus parasiticus
frente a adicdo do 6leo essencial hexanico de @andiferentes concentracoes.

Tabela 8.Andlise do efeito de diferentes concentracdes édsencial hexanico de canela sob
a velocidade de crescimento e a fase de laténsiaatms déspergillus flavus Aspergillus
parasiticus.

Oleo essencial hexanico de canela

Velocidade de

Cepas ha/g Crescimento (mm/dia) Fase lag (h)
0 8,2 17
50 8,3 25"
100 76 27"
A. flawus 150 717 27"
300 o o
500 0 T
0 6,0 11
50 5,8 20
100 6,1 24
A. parasiticus 150 6,0 32
300 2,97 49™
500 0

Valores médios baseados em dados em triplicata.p@@pdes significativas, segundo o teste de Dunnett
(P<0,05) sé&o indicadas por ***,
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5 CONCLUSOES

1- Foi notada uma diferenca nos rendimentos daugémde cada produto vegetal. Isso se da
pela constituigdo fisica e quimica de cada condionavaliado nesta dissertacdo. Dependendo
da forma de extracdo ha maior ou menor producadermn ser mais ou menos viavel na
pratica.

2- Os ensaiosn vitro de difusdo em agar com as cepasAdeflavus e A. parasiticus
apresentaram excelentes resultados de inibicdo aprEs de orégano e alecrim, EVs
etanolicos de cravo-da-india e cominho e todos Bs k&xanicos. Os EVs aquosos e 0 grupo
controle ndo surtiram qualquer efeito de inibicaatescimento micelial das cepas.

3- Nos ensaios realizados para avaliar velocidaderescimento e fase de laténcia, o OE de
orégano apresentou uma maior inibicdo do crescomdss cepas estudadas do que o OE de
alecrim.

4- Dentre os EVs etandlicos avaliados, o EV de adasindia apresentou melhores
resultados de inibicdo do crescimento das cep&d/ @e cominho, apesar de ter formado um
halo representativo de inibicdo nos ensaios desd@ifuem agar, ndo apresentou qualquer
diferenca significativa quanto a velocidade deaimesnto e fase lag.

5- Apesar dos OEs hexanicos terem apresentadoeateglresultados nos ensaios de difusao
em agar, o OE hexanico de orégano nao obteve araltiferenca significativa quando
comparada ao grupo controle nos ensaios de iniloiedescimento. Tal fato demonstra que
a forma de extragcdo resulta em algum efeito na osig@io do material extraido, bem como
que as concentracdes avaliadas ndo foram sufisigodea exibir um efeito inibitério
desejavel.

6- Os resultados apresentados aqui sédo de extedav@mcia para os constantes esforgcos de
controle microbiolégico em alimentos, principalme®m se tratando de controle fungico.
Sao necessarios estudos mais avancados para gualiseo efeito destes na pratica, através
da incorporacdo de tais materiais vegetais seladms) obtidos a partir de condimentos,
como uma forma viavel de controle fungico, espeauggite para alimentos armazenados.

7- Estudos mais avancados devem ser realizadom adi verificar a influéncia que a
incorporacdo destes OEs e EVs pode exercer solpeoducdo de AFB por fungos
aflatoxigenos, constituindo-se em uma possivetrdtiya para o controle das micotoxinas
em alimentos industrializados, como as racOesraads a animais.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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