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RESUMO

OLIVEIRA, Aguida Aparecida de. Oleos essenciais e extratos vegetais de plantas
cultivadas no Brasil: impacto no crescimento de Aspergillus ochraceus e Aspergillus
carbonarius. 2010. 47 p. Dissertagao (Mestrado em Ciéncias Veterinarias, Sanidade Animal)
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

Oleos essenciais e extratos vegetais de plantas aromaticas sdo reconhecidos por suas
propriedades antimicrobianas e eficiéncia como antioxidante de alimentos. As micotoxinas
sdo metabolitos toxicos produzidos por fungos filamentosos em alimentos, sendo
particularmente nocivas a animais € humanos. A ocorréncia de micotoxinas ocorre depois de
um processo de oxidagdo, consequentemente, a preven¢do da oxidagdo € um meio de evitar a
producao de micotoxinas, como a ocratoxina A, que ¢ uma toxina nefrotoxica, principalmente
produzida por Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius em areas
tropicais. Ha evidéncias de que antioxidantes sintéticos possam ser prejudiciais a saude
animal e humana. Assim, este estudo objetivou avaliar o efeito inibitério de plantas
aromaticas brasileiras (0leos essenciais — obtidos por hidrodestilagao e extracdo hexanica; e
extratos vegetais: etanolico e aquoso) sobre o crescimento de A. ochraceus NRRL 3174 e A.
carbonarius RC 2054 (UNRC). Um total de 40 extratos de plantas oriundos de dez espécies
vegetais: manjericao (Ocimum basilicum), canela (Cinnamomum zeylanicum), cravo (Eugenia
caryophyllata), cominho (Cuminum cyminum), manjerona (Origanum majorana), Noz
moscada (Myristica fragrans), orégano (Origanum vulgare), alecrim (Rosmarinus officinalis),
hortela (Menta piperita) e erva-doce (Pimpinella anisum) foram submetidos a uma selecao
pelo teste de difusdo em agar para eleger os que proporcionassem os maiores halos de inibi¢do
fungica. Os 6leos essenciais de orégano (obtidos por hidrodestilagcdo e extracdo hexanica), de
alecrim (obtido por hidrodestilacdo) e o extrato etanolico de cravo foram os mais efetivos, e
foram entdo escolhidos para a obten¢dao dos parametros de velocidade de crescimento e fase
lag nas concentragdes de 0, 50, 100, 150, 300 e 600 mg/kg em placas de Petri contendo meio
agar extrato de levedura e sacarose (yeast extract sucrose agar - YES); as cepas foram
inoculadas no ponto central, e o crescimento radial da col6nia (mm/dia) foi mensurado
diariamente. A velocidade de crescimento diminuia a medida que a concentracdo do 6leo
essencial aumentava em todos os tratamentos e cepas testadas. O oleo essencial de orégano
mostrou os melhores resultados dentre os dleos essenciais. Comparando os quatro tratamentos,
os melhores resultados foram obtidos com o extrato etandlico de cravo, e os piores resultados
com o 0Oleo essencial de orégano obtido por extragdo hexanica. A concentracdo de 600 mg/kg
foi a de maior poder inibitério. Esses resultados sdo interessantes na conexao com a
prevencao do crescimento fungico em muitos alimentos, e poderdo ser usados em substitui¢do
dos produtos antifingicos sintéticos. Mais estudos devem ser conduzidos para determinar a
habilidade desses 6leos e extratos na reducdo da produgdo de ocratoxina A.

Palavras-chave: fungos, micotoxinas, antioxidantes naturais.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Aguida Aparecida de. Brazilian essential oils and plant extracts: impact on
growth of Aspergillus ochraceus and Aspergillus carbonarius. 2010. 47 p. Dissertation
(Master’s Degree in Veterinary Sciences, Animal Health) Veterinary Institute, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

Essential oils and plant extracts from aromatic plants are recognized for its antimicrobial
properties and effectiveness as food antioxidants. The mycotoxins are toxic metabolites
produced by filamentous fungi in feed, being particularly harmful to animals and humans. The
mycotoxin occurrence happens after an oxidation process, consequently, the oxidation
prevention is a way to avoid mycotoxins production, like ochratoxin A, which is a
nephrotoxic toxin, mainly produced by Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger and
Aspergillus carbonarius in tropical areas. There is evidence that syntetic antioxidants can be
prejudicial to animals and humans health. Thus, this study aimed to evaluate the effectiveness
of Brazilian plant extracts (essential oils — hydrodistillation and hexanic extraction; and
vegetal extracts: aqueous and ethanolic) to inhibit the growth of 4. ochraceus NRRL 3174
and A. carbonarius RC 2054 (UNRC). A total of 40 plant extracts from ten vegetable species:
basil (Ocimum basilicum), cinnamon (Cinnamomum zeylanicum), clove (Eugenia
caryophyllata), cumin (Cuminum cyminum), marjoram (Origanum majorana), nutmeg
(Myristica fragrans), oregano (Origanum vulgare), rosemary (Rosmarinus officinalis),
spearmint (Menta piperita) and sweet fennel (Pimpinella anisum) were screened by diffusion
agar test for the best results on mycelial growth inhibition. Oregano essential oils (obtained by
hydrodistillation and hexanic extraction), the rosemary essential oil and the clove ethanolic
extract were chosen to obtain the growth rate and the lag phase at concentrations of 0, 50, 100,
150, 300 and 600 mg/kg on yeast extract-sucrose agar (YES). Strains were centrally
inoculated and the radial growth (mm/day) was daily measured. The growth rate decreased as
the essential oil concentration increased in all treatments and fungal strains assayed. The
oregano essential oil showed the best results among the other essential oils. Comparing all
four treatments, the best result was for clove ethanolic extract and the worst one was for
oregano essential oil produced by hexanic extraction. The concentration of 600 mg/kg exerted
the best inhibitory effect. These results are interesting related to the prevention of fungi
contamination in many foods and they could be used instead of synthetic antifungal products.
Future studies should be conducted to determine the ability of these oils and extracts to reduce
the ochratoxin A production.

Key words: Fungi, mycotoxins, natural antioxidants.
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Figura 39: Efeito de diferentes concentracdes do oleo essencial hexanico de 37
orégano sobre a velocidade de crescimento (mm/dia) e a fase lag (h)
de Aspergillus carbonarius.
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1 INTRODUCAO

As plantas aromaticas condimentares no Brasil sdo muito difundidas e valorizadas
principalmente por serem usadas como temperos e chas. Sua produ¢ao adéqua-se bem aos
principios da agroecologia, da valoriza¢do da pequena produg¢ao rural, da produ¢do organica e
também caseira, por serem plantas de pequeno porte, facil manutencdo e manejo manual.

Os oleos essenciais (OE) extraidos de plantas aromaticas sdo misturas de compostos
volateis naturais, obtidos tradicionalmente por hidrodestilagdo e que ha muitos anos sao
reconhecidos por suas propriedades farmacoldgicas e antimicrobianas, podendo ser obtidos
das folhas, flores, raizes e outras estruturas da planta.

Os extratos vegetais (EV) podem ser obtidos destas mesmas estruturas das plantas, e
da mesma forma exibem atividade antioxidante. Os OE e EV de muitas plantas aromaticas
condimentares cultivadas no Brasil ja& foram reconhecidamente eficazes em testes de
antioxida¢do de alimentos e antimicrobianos.

Os fungos filamentosos sdo por exceléncia contaminantes e deteriorantes de alimentos,
e algumas espécies sdo capazes de produzir micotoxinas, que sdo compostos metabolicos
toxicos, produzidos durante o metabolismo secundério fungico e que, por ingestdo, contato ou
inalagdo sao prejudiciais a saude de animais e homens.

A produgdo das micotoxinas em um alimento por um fungo toxigeno precede o evento
quimico da oxidagdo. Logo, a prevencao da oxidacao ¢ uma forma de prevengao da formacgao
de micotoxinas em alimentos. O hidroxibutilanisol (BHA) e o hidroxibutiltolueno (BHT) sao
os antioxidantes sintéticos mais usados com esse objetivo em alimentos comercializados,
sendo inclusive chamados de antimicotoxigénicos. Porém a possibilidade de que possam ser
nocivos ao organismo, somado a busca cada vez maior dos consumidores por produtos
naturais e ndo sintéticos, abrem espaco para a pesquisa de novos antioxidantes naturais.

Diversas espécies de fungos sdo atualmente conhecidas como capazes de produzir uma
ou mais toxinas, em funcao do substrato, da cepa fungica envolvida, da temperatura, umidade
relativa e atividade aquosa, dentre outros fatores. Dentre as espécies toxigenas isoladas a
partir de cereais em nosso pais destacam-se as pertencentes ao género Aspergillus. Este
género compreende espécies produtoras de ocratoxina A (OTA), tendo como principal
produtor o A. ochraceus. Recentemente, A. niger € A. carbonarius ganharam importancia por
também serem considerados ocratoxigenos em regides tropicais e subtropicais. Essas trés
espécies toxigenas sdao relatadas como presentes nos principais produtos destinados a
alimenta¢do animal e humana no Brasil.

A OTA ¢ uma nefrotoxina, que causa impactos econdmicos relevantes na avicultura e
suinocultura, pois as aves domésticas e os suinos sdo os animais mais susceptiveis a
ocratoxicose ¢ as lesdes renais dela conseqlientes. Segundo a Agéncia Internacional de
Investigacdo sobre o Cancer (IARC), a OTA também acomete os humanos e foi classificada
como pertencente a categoria 2b (um possivel carcindgeno para o homem com evidéncias
para animais). Baseada na sua carcinogenicidade, a Organizacdo Mundial de Saide (WHO)
propos um limite maximo de OTA de 5 ng/g (ppb) em cereais. Sua ingestdo ocorre
principalmente por alimentos vegetais como milho, café, cevada e seus derivados
(micotoxicose primaria) e, através de residuos e metabolitos presentes em alimentos de
origem animal, como carne e patés (micotoxicose secundaria).

A prevengado da ocratoxicose consiste em boas praticas de producdo de alimentos para
evitar o crescimento e estabelecimento de fungos e no uso de aditivos como os antioxidantes
sintéticos e adsorventes de micotoxinas.



A incorporagao na dieta de OE e EV de plantas aromaticas, que podemos considerar
como um sistema antioxidante de multicomponentes permitiria evitar a deteriora oxidativa do
alimento, diminuir o estresse oxidativo do fungo no alimento e como resultado dessa agdo
diminuir a produ¢do da micotoxina sem os efeitos nocivos dos antioxidantes sintéticos. No
Brasil, sdo escassos os dados sobre as propriedades dos OE ¢ EV com relagdao aos fungos
toxigenos e suas micotoxinas associadas. Por outro lado, sdo cultivadas diversas espécies
dessas plantas, e seus OE e EV poderiam constituir-se como antimicotoxicogénicos naturais
prevenindo a ocratoxicose.

1.1 Hipotese

Os antioxidantes naturais de plantas cultivadas no Brasil sdo capazes de inibir o
crescimento dos fungos produtores de OTA.

1.2 Objetivo Geral

Avaliar a efetividade de aditivos de origem vegetal para reduzir o crescimento dos
fungos produtores de OTA.

1.3 Objetivos Especificos

a) Caracterizar o perfil toxigeno das cepas de A. ochraceus, A. niger e A. carbonarius
utilizadas durante o experimento.

b) Obter os OE a partir do material vegetal: hidrodestilagao e extragao hexanica.

c¢) Obter os EV a partir do material vegetal: concentrado aquoso pds hidrodestilagao e
EV etanolico.

d) Avaliar e selecionar in vitro, através do método de difusdo em agar: técnica dos
pocos, os OFE e/ou EV com maior capacidade de inibicdo do crescimento dos

fungos produtores de OTA.

e) Avaliar in vitro o material selecionado no item d sobre a velocidade de crescimento
e fase de laténcia dos fungos produtores de OTA.

f) Otimizar as condigdes do laboratdrio para execugdo das metodologias de extragdo a
partir do material vegetal e dos ensaios antifingicos in vitro.

g) Analisar estatisticamente os resultados.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 As plantas aromaticas condimentares no Brasil

Logo apds a descoberta de microorganismos como causadores de doengas, a idéia de
que as plantas possuissem uma capacidade natural de inibi¢ao do crescimento microbiano foi
bem aceita. Desde a antiguidade o homem usa plantas para o tratamento de doencas
infecciosas comuns, e alguns remédios tradicionais incluem ainda estas plantas para o
tratamento de varias doencas (RIOS; RECIO, 2005). Em muitas comunidades e grupos
étnicos, o conhecimento sobre plantas medicinais simboliza geralmente o Unico recurso
terapéutico. Nos dias atuais, nas regides mais pobres do Pais e at¢ mesmo nas grandes cidades
brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e
encontradas em quintais residenciais (BERTINI et al., 2005).

As plantas aromadticas condimentares no Brasil sdo muito difundidas e valorizadas
principalmente por serem usadas como condimentos e chés, fortemente presentes na culinaria.
Seu cultivo pode ser realizado de forma organica, constituindo assim importante opcao para a
diversificacdo da pequena propriedade, podendo atingir cotagdes maiores do que quando
cultivadas convencionalmente (MARCHESE et al., 2004).

As propriedades antimicrobianas dos condimentos e de seus OE tém sido estudadas
principalmente com relagdo ao efeito inibidor de microrganismos patogénicos presentes em
alimentos (SOUZA, S. et al., 2004). Os OE estdo descritos como antimicrobianos,
antioxidantes e antitoxigenos (BALANDRIN et al., 1985).

A composicao dos OE das plantas ¢ determinada pela sua espécie, variedade e também
por condi¢des agrondmicas, periodo de colheita e tipo de processamento. Muito importantes
também sdo as caracteristicas ambientais e ecoldgicas, particulares da regido de crescimento
do vegetal (PORTE; GODQY, 2001).

2.1.1 Alecrim

O Rosmarinus officinalis (Figura 1), pertence a familia Lamiaceae, a qual engloba
diversas plantas aromaticas, como horteld, manjericdo, manjerona, tomilho e orégano, por
exemplo, das quais ¢ possivel extrair um OE muito cheiroso, que apresenta em sua
composi¢ao quimica complexa mistura de hidrocarbonetos, alcoois € compostos carbonilicos,
onde os principais compostos sdo a-pineno, 1,8-cineol, canfora e B-mirceno (PORTE;
GODQY, 2001).

De nome popular alecrim, esta erva apresenta diversos outros sindonimos: alecrim-de-
cheiro, alecrim-das-hortas, alecrim-da-casa, alecrim-comum, alecrim-verdadeiro. Apresenta
emprego culindrio, medicinal, farmacéutico e cosmético (PORTE; GODOY, 2001). A
atividade antioxidante do alecrim ¢ conhecida hd aproximadamente 30 anos (NASSU et al.,
2003). O OE do alecrim ¢ incorporado em ungiientos para reumatismo, eczema, Ulcera e
feridas; por via oral € diurético, carminativo e ainda anti-inflamatério intestinal. Também ¢
usado como inseticida (PORTE; GODOY, 2001; BACKLEH; LEUPOLD; PARLAR, 2003).



Figura 1: Planta de Rosmarinus officinalis (alecrim).

Fonte: www.naturalnet.com.br/alecrim.html

2.1.2 Canela

A canela (Cinnamomum sp.) (Figura 2) pertence a familia Lauraceae que compreende
mais de 250 espécies. A espécie Cinnamomum zeylanicum é originaria da Asia e foi difundida
na América do Sul. As partes importantes da planta sdo as folhas e a casca da arvore. Seu OE
tem importancia na medicina (para tratar ulceras, febre, alergias e efeitos anestésico e anti-
diabético), e na conservagdo de alimentos como um aditivo. Seus principais constituintes sao
o aldeido cinamico e o eugenol. J& foi reportado o seu efeito antifungico em relacdo a fungos
filamentosos isolados de alimentos (SOLIMAN; BADEAA, 2002; SOUZA, S. et al., 2004;
VELLUTI et al., 2004; VIEGAS et al., 2005). Apesar do seu vasto uso, mais estudos sao
necessarios explorando todas as propriedades do OE e EV de canela (KWON et al., 2009;
WANG; WANG; YANG, 2009).

Figura 2: Cinnamomum zeylanicum (a) Arvore da canela; (b) Canela em “casca”.

Fonte: (a)www.jardimdeflores.com.br; (b) flickr.com/photos/amandavivan



2.1.3 Cominho

Pertencente a familia Apiaceae, o cominho (Cuminum cyminum) ¢ muito popular na
culindria. Usam-se do cominho principalmente os graos, mas também suas folhas (Figura 3).
E utilizado no combate as atonias gastricas e intestinais, aos espasmos gastrintestinais,
diarréia e epilepsia. Seu OE possui principalmente aldeido cuminico, cimol, alcool cuminico e
matérias resinosas (SAFOURA; MORTEZA; MOHSEN, 2008; LI et al., 2009), que ¢ retirado
dos graos e possui efeito inseticida, atividade antimicrobiana e antifungica (SINGH et al.,
2002; BOYRAZ; OZCAN, 2005).

Figura 3: Cuminum cyminum (a) Graos de cominho; (b) Planta de cominho.
Fonte: (a) br.geocities.com/receitasvege/ervas_temperos; (b) www.portalsaofrancisco.com.br
2.1.4 Cravo-da-india

O cravo-da-India (Eugenia caryophyllata) (Figura 4) pertence a familia Myrtaceae, e ¢
usado como condimento, medicamento natural, elemento para elaboracdo de perfumes e
incensos aromaticos. Os botdes florais secos sdo a fonte do OE, e seu componente mais
importante ¢ o eugenol. O eugenol apresenta efeitos anti-inflamatorio, cicatrizante, analgésico
e ¢ eficaz na eliminagdo de bactérias presentes na boca. (GENG et al., 2007). O cravo-da-
india possui reconhecido potencial antifiingico descrito na literatura em relagio aos fungos
isolados normalmente de alimentos (RANASINGHE; JAYAWARDENA;
ABEYWICKRAMA, 2002; SOUZA, S. et al., 2004; VELLUTI et al., 2004; AMARAL;
BARA, 2005; LOPEZ et al., 2005).



Figura 4: Eugenia caryophyllata (a) Botao de cravo seco; (b) Botao de cravo verde.

Fonte: natural.enternauta.com.br/tag/cravo-da-india.

2.1.5 Erva-doce

As folhas e sementes da erva-doce (Pimpinella anisum) (Figura 5) sdo de uso na
culinaria e na fabricacdo de cosméticos. O cha das sementes ¢ indicado para constipagoes,
dismenorréias, colicas, afeccdes do sistema urindrio, diarréias, azia e para acalmar a area dos
olhos, e mais recentemente foi reportada a atividade antiepilética da planta (AL-BAYAT]I,
2008; JANAHMADI et al., 2008). A erva-doce ¢ da familia Umbeliferae e possui um OE de
forte odor caracteristico e com atividade antibiotica e antifiingica, cujo principal composto ¢ o
anetol (SINGH et al., 2002; SOLIMAN; BADEAA, 2002).
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(b)

Figura 5: Pimpinella anisum (a) Planta de erva doce florida; (b) Graos de erva doce.

Fonte : www.naturezadivina.com.br/loja/product



2.1.6 Hortela

Menta ou horteld (Mentha sp) (Figura 6) também pertence a familia Lamiaceae. A
espécie mais difundida no Brasil é a horteli-pimenta (Mentha piperita). E uma planta
conhecida por suas propriedades terapéuticas (antiflatulento, colagogo, digestivo) e
aromaticas, sendo muito utilizada para problemas de mau halito (na forma de chicletes e balas,
e at¢ mesmo a planta in natura) e na industria cosmética. Possui importancia na culinaria
tanto em doces como em salgados. Seu OE possui taninos, flavondides, principios amargos,
triterpenos e principalmente mentol (ANSARI et al., 2000; RUIZ DEL CASTILHO;
BLANCH; HERRAIZ, 2004; VIDAL et al., 2007).

Figura 6: Planta de Menta piperita (horteld).

Fonte: www.aphotoflora.com/DevonandCornwall
2.1.7 Manjericao

O manjericao (Ocimum basilicum) (Figura 7) pertence & mesma familia que a hortela e
o alecrim e esta fortemente presente na culinaria do Brasil € do mundo devido ao seu aroma e
sabor. O OE ¢ retirado de suas folhas e ¢ usado como aromatizante e possui como
constituintes principais o estragol (metil-chavicol) e o linalol. Esse OE mostrou-se capaz de
inibir o crescimento de microorganismos em alimentos, agir como antioxidante (por possuir
compostos fendlicos) e ser eficaz como inseticida (por possuir canfora) (LOPEZ; JORDAN;
PASCUAL-VILLALOBOS, 2008; GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2009).

Figura 7: Planta de Ocimum basilicum (manjericao).
Fonte: correiogourmand.com.br
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2.1.8 Manjerona

A manjerona (Origanum majorana) (Figura 8) ¢ da mesma familia do manjericdo, e
também exibe atividade antioxidante e antimicrobiana devido ao seu OE, que possui como
principais constituintes o a-terpineol e linalol, sendo usado como aromatizante de alimentos.
A planta fresca e seca ¢ usada em culinaria e o seu cha ¢ usado para distirbios
gastrointestinais e respiratorios (BUSATTA et al., 2008; FECKA; TUREK, 2008).

Figura 8: Planta de Origanum majorana (manjerona).
Fonte: aromacoresabor.com/Ervasarom.html

2.1.9 Noz moscada

Noz moscada (Myristica fragrans) ¢ a semente seca de um fruto (Figura 9) que
provem de uma arvore vistosa, a moscadeira, pertencente a familia das Myristicaceae. A noz
moscada ¢ largamente comercializada como condimento na industria frigorifica, na industria
farmacéutica, na perfumaria e tabacaria. Como principais componentes do seu OE temos:
borneol, geraniol, linalol, terpineol, eugenol e miristicina, este tltimo, narcético e toéxico se
ingerido em alta quantidade (SHEKARFOROUSH et al., 2007; CALLISTE et al., 2010).

Figura 9: Myristica fragrans (a) Grao de noz moscada; (b) Fruto da moscadeira

Fonte: (a) aromacoresabor.com/especiarias.html; (b) gastronomicas.blogspot.com



2.1.10 Orégano

O orégano (Origanum vulgare) (Figura 10) ¢ uma planta pertencente a familia
Lamiaceae, conhecida e amplamente utilizada por seu sabor e aroma conferidos aos alimentos.
E originaria da Europa e Asia (centro e norte) podendo ser usada também em perfumaria,
como planta medicinal e melifera (CASTRO; RAMOS, 2003). O OE do orégano mostra
grande atividade antimicrobiana atribuida aos compostos fenolicos timol e carvacrol que sdo
usados inclusive para tratamento de infecg¢des orais, além de hidrocarbonetos (SANTORO et
al., 2007; SHEKARFOROUSH et al., 2007). O OE ¢ usado para conservar alimentos
armazenados em diferentes temperaturas (SHEKARFOROUSH et al., 2007; SOUZA, E.,
2008).

Figura 10: Planta de Origanum vulgare (orégano).

Fonte: aromacoresabor.com/especiarias.html

2.2 Os fungos

Os fungos sd@o um vasto grupo de organismos heterotroficos classificados dentro do
Reino Fungi. Estdo incluidos neste reino organismos de dimensdes consideraveis, como os
cogumelos, mas também muitas formas microscopicas, como as leveduras. O Reino Fungi
sofreu mudancas substanciais no arranjo dos varios filos nas ultimas décadas, especialmente a
partir do momento em que técnicas para comparar caracteristicas bioquimicas (tais como
RNA ribossomico ¢ DNA) foram se tornando mais sofisticadas e precisas. O sub filo
Eumycota (fungos verdadeiros) reconhece quatro divisdes: os Chytridiomycota, Zygomycota,
Ascomycota e Basidiomycota. O género Aspergillus se enquadra dentro da divisdo
Ascomycota, sdo fungos dotados de septos regulares, e os conidios ndo estdo em esporangios
(BRUNS; WHITE; TAYLOR, 1991; BRUNS et al., 1993).

Os fungos sdo capazes de utilizar uma grande variedade de substratos para obter
carbono organico e possuem adaptacdes a uma grande variedade de condi¢des de vida. Por
isso, colonizam inumeros habitats (dguas doces e salgadas, terra, madeira, estrume, residuos
queimados) e desempenham fungdes relevantes nos ecossistemas, como decompositores ou
parasitas, por exemplo. Os fungos saprofitas sdo grandes decompositores da biosfera e
possuem varias enzimas capazes de degradar matéria organica. A decomposi¢dao libera
dioxido de carbono (CO,) para a atmosfera e retorna ao solo nitrogénio e fosforo nas formas
minerais que as plantas poderdo utilizar (SAMSON et al., 2000). Também possuem
importancia econdmica, com uso em cervejaria, panificagdo, fermentacdo industrial, uso
farmacéutico, biotecnolédgico, e diretamente como alimento. Como um dos efeitos negativos



da colonizacao fungica, podemos citar a reducdo do valor nutricional de graos armazenados
(MUELLER; BILLS; FOSTER, 2004).

A propagacao dos fungos filamentosos, em geral, se d4 por dispersao de conidios, mas
fragmentos hifalicos podem também originar outra formacao micelial quando destacado e
colocado em meio apropriado ao seu crescimento. As estruturas reprodutivas sao
diferenciadas das vegetativas, o que constitui a base sistematica de identificacdo desses
fungos (SAMSON et al., 2000). Além da reducdo do valor nutricional dos alimentos pode
ocorrer a producdo de micotoxinas e producdo de esporos alergénicos, que constituem um
fator de risco para a satide humana e animal. Sindromes toxicas causadas por ingestao ou
aspira¢ao de micotoxinas sao denominadas micotoxicoses (RICHARD et al., 2009).

2.3 As micotoxinas

As micotoxinas sao metabolitos toéxicos de baixo peso molecular, produzidas como
resultado do metabolismo secundario de fungos filamentosos, principalmente pertencentes aos
géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, e que exercem efeitos nocivos sobre os animais
e seres humanos. Dentre as micotoxinas que contaminam os alimentos, as mais estudadas e de
maior importdncia econdmica sao as aflatoxinas, a zearalenona, os tricotecenos, as
fumonisinas e a ocratoxina A. (SASSAHARA; YANAKA; NETTO, 2003). Porém nem todos
os fungos sao produtores de micotoxinas e a presenga de espécies fungicas contaminantes nao
significa necessariamente que ha presenca destes metabdlitos em um determinado alimento. A
producao destas depende de varios fatores relacionados ao ambiente, substrato e potencial
fungico para producao das mesmas (SAMSON et al., 2000).

Elas possuem diversos efeitos no organismo animal, como reagdes hepatotoxicas,
nefrotoxicas, mutagénicas e carcinogénicas. A gravidade dos seus efeitos depende, entre
outros fatores, da sua toxidez, do grau e tempo de exposicao, da idade e do estado nutricional
do individuo. Além da problematica no nivel da seguranca alimentar, as micotoxinas
freqiientemente impdem graves conseqiiéncias em nivel s6cio-econdmico, sendo responsaveis
por elevadissimas perdas econdmicas na producdo de cereais, no seu processamento, na
reducdo do valor nutricional dos alimentos e ainda nas conseqiientes perdas devidas a
patologias/mortes de animais alimentados com ragdes contaminadas (NOGUEIRA;
OLIVEIRA, 2006). Geralmente, a contaminagdo por micotoxinas se associa ao manejo
inadequado das plantacdes, colheita, armazenamento e transporte em condi¢des inapropriadas.
Os principais fatores intervenientes sdo as condi¢cdes de umidade e temperatura relacionados a
armazenagem, que propiciam o crescimento indesejado dos fungos toxigenos (ROSA et al.,
2006; ASTORECA et al., 2009).

As micotoxicoses podem ser primarias e secundarias. A micotoxicose primaria ocorre
com o consumo direto dos produtos contaminados, e a secundaria ocorre ao se ingerir leite,
carne, ovos ou derivados de animais que ingeriram alimento contaminado. A micotoxicose
ndo ¢ contagiosa e o tratamento com drogas produz pouco ou nenhum efeito. Geralmente se
apresenta como surto associado com um alimento ou forragem especifica, onde o exame do
material suspeito revela sinais de atividade fungica (LILLEHOJ, 1991). A principal via de
contaminagdo ¢ a digestiva, porém tdmbém ¢ descrita a via aérea, onde diversas micotoxinas
jé& foram detectadas em graos de poeira orgéanica e esporos de fungos. Foi relatado que estas
substancias podem penetrar os alvéolos pulmonares, causando alteragdes imunologicas e
inflamatorias locais, entre outros efeitos (SORENSON, 1999).
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2.4 Género Aspergillus e as espécies produtoras de ocratoxina A

O género Aspergillus foi catalogado em 1729 pelo padre italiano e bidlogo Pietro
Antonio Micheli. Observando o fungo no microscopio, Micheli lembrou-se da forma de um
aspergillum (borrifador de dgua santa), e o nomeou de acordo com o objeto.

As espécies sdo aerdbicas e encontradas em ambientes ricos em oxigénio, onde
geralmente crescem na superficie do local que vivem (KLICH, 2002). Sao capazes de crescer
em uma grande faixa de variagdo de temperatura (de 10 a 50°C), pH (2,0 — 11) e
osmolaridade (proximo ao da dgua pura até 34% de sais) (LUBERTOZZI; KEASLING, 2009).
O género possui mais de 200 espécies, ¢ filamentoso, cosmopolita e distribuido amplamente
na natureza. E comumente isolado do solo e alimentos, sendo encontrado com maior
freqiiéncia nas regides de climas tropicais e subtropicais (PITT; HOCKING, 1997).

Este talvez seja o género fungico mais conhecido no mundo, com agdes positivas e
negativas ao homem. Por exemplo, Aspergillius niger ¢ importante na fabricagdo da
progesterona e acido citrico; A. oryzae na fabricacdo do saqué (vinho de arroz). Algumas
cepas de A. fumigatus sdo patdgenos de homens e animais por aspira¢do de seus esporos, € 4.
flavus, A. niger € A. ochraceus sao exemplos de produtores de micotoxinas (LUBERTOZZI;
KEASLING, 2009). Com certeza, a producao de inimeras micotoxinas por inumeras espécies
(Tabela 1) ¢ o pior efeito negativo descrito.

Tabela 1: Potencial toxigeno das principais espécies de Aspergillus que contaminam produtos
agricolas.

ESPECIES MICOTOXINAS
A. aculeatus Acido Secaldnico D
A. candidus Acido Kojico, Candidulina, Terfenilina, Xantoacina
A. clavatus Citochalasina E, Patulina, Clavatol, Triptoquivalonas
A. carbonarius Rubrofusarina B, Ocratoxina A
A. carneus Citrinina
A. flavus Aflatoxinas B, e B,, Aflatrem, Acido Aspergilico, Acido Ciclopiazdnico,

Acido Kéjico, Aflavininas, Acido 3-Nitropropionico, Paspalininas

A. fumigatus Fumitremorgens A e C, Gliotoxinas, Fumigaclavinas, Fumitoxinas,
Fumigatinas, Fumagilinas, Espinulosinas, Triptoquivalinas, Verruculogem

A. niger Ocratoxinas, Malforminas, Naftoquinonas

A. niveus Citrinina

A. nomius Aflatoxinas (B, Bs, G| e Gs), Acido Aspergilico, Acido Kéjico

A. ochraceus Ocratoxinas, Acido Penicilico, Acido Kojico, Acido Secalonico A,
Xantomegnina, Viomeleina

A. oryzae Acido Ciclopiazonico, Acido Kojico, Acido 3-Nitropropidnico

A. parasiticus Aflatoxinas (By, B, G; ¢ Gy), Acido Aspergilico, Acido Kojico,
Aflavininas

A. tamarii Acido Ciclopiazonico, Acido Kéjico

A. terreus Citrinina, Patulina, Citreoviridina, Mevinolina, Territrems, Acido
Terréico, Terramide A

A. versicolor Esterigmatocistina, Versicolorinas, Nidulotoxinas

A. wentii Metilxantonas, Acido 3-Nitropropionico, Acido Kojico

Fonte: FRISVAD; SAMSON (1991); PITT; HOCKING (1997).
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As espécies de Aspergillus sp. caracterizam-se por conidiéforos na forma de
aspergillum, ou seja, uma vesicula seguida de estruturas chamadas fidlides. Se as fidlides sao
ligadas diretamente a vesicula dizemos que a cabecga aspergilar ¢ unisseriada. Se entre as
fidlides e a cabeca aspergilar ha outra camada de células (métulas), a cabega aspergilar sera
bisseriada. A base do conididéforo forma um “T” ou “L” que os conecta com uma célula
vegetativa chamada de célula pé. Estas e outras caracteristicas macro € microscopicas sao a
base da taxonomia do género (KLICH, 2002).

As espécies de Aspergillus produtoras de OTA sdo: A. ochraceus, A. alliaceus, A.
ostianus, A. sclerotiorum, A. sulphureus, A. melleus e A. petrakii (CIEGLER, 1971;
HESSELTINE et al., 1972), A. glaucus (CHELKOWSKI et al., 1987), A. niger agregados, A.
carbonarius (ABARCA et al., 2001; TEREN et al., 1996) e algumas espécies de Penicillium
sp. (EL-BANNA; PITT; LEISTNER, 1987; BRIDGE et al., 1989). Em nosso pais, com
regides de clima tropical e subtropical, destacam-se as espécies A. ochraceus, A. niger e A.
carbonarius (SCUSSEL, 1998).

A colonia de A. ochraceus, Se¢ao Circumdati, possui cor amarelo-ocre, conferida pela
cor dos conidios, enquanto que as coldnias de A. niger agregados e A. carbonarius (Figura 11),
Secdo Nigri, s3o negras. Quanto as caracteristicas microscopicas, as trés espécies apresentam
em sua maioria, cabega aspergilar bisseriada e vesiculas esféricas a quase esféricas com
conidios esféricos. Os conidios de 4. ochraceus se apresentam de lisos a finamente rugosos,
os de A4. niger agregados sdo finamente rugosos a muito rugosos, € de 4. carbonarius (Figura
12) variam de muito rugosos a espiculados (KLICH, 2002).

Figura 11: (a) Colonia de Aspergillus ochraceus; (b) Colonia de Aspergillus niger; (c)
Colonia de Aspergillus carbonarius.

Fonte: (a) www.aemtek.com/.../Aspergillus+ochraceus.jpg; (b) www.aemtek.com/.../433-
3/Aspergillus+niger p.jpg; (c) www.bcrc.firdi.org.tw/fungi/showlmage.jsp
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Figura 12: (a) Micrografia de Aspergillus ochraceus; (b) Micrografia de Aspergillus niger; (c)
Micrografia de Aspergillus carbonarius.

Fonte: (a) www.schimmel-schimmelpilze.de/images; (b) www.msml-laboratories.com/phdi/p1.nsf/imgpage; (c)
www.tigulliovino.it/enologia viticoltura/aspergillus-carbonarius-ocratossina.jpg

2.5 Ocratoxina A

A OTA ¢ uma nefrotoxina com impacto principalmente na producdo suina e aviaria,
responsavel pela nefropatia micotdxica suina e avidria (SCUSSEL, 1998). A sua
nefrotoxicidade manifesta-se de diversos modos, desde a alteracao do volume dos rins dos
animais, alteragdo da osmolaridade da urina, aumento do volume de urina, alteragdes na
func¢do renal, diminuicao do clearance, necrose do tibulo proximal, diminui¢ao da atividade
enzimatica do rim e desenvolvimento de adenomas e tumores renais (NOGUEIRA;
OLIVEIRA, 2006).

E a segunda em importancia toxicologica na alimentagio animal e humana, depois das
aflatoxinas (BRAGULAT; ABARCA; CABANES, 2001). O grupo das ocratoxinas
compreende nove metabolitos do ponto de vista estrutural, a OTA ¢ a mais estudada por sua
alta freqiiéncia e toxicidade. E uma fenilalanina (Cy Hig CINOg) que se deriva da substituicao
da isocumarina, ou seja, uma dihidro-isocumarina unida a um grupo L-fenilalanina por uma
ligacdo peptidica (Figura 13) (MOSS, 1996).

O trato gastrointestinal ¢ a principal via de contaminacdo de OTA, sendo absorvida
lentamente ao longo do percurso. Uma das suas propriedades toxicocinéticas mais
significativas ¢ a alta afinidade para ligar-se a proteinas plasmaticas. A fragcdo ligada a
macromoléculas constitui um reservatorio da micotoxina que permite liberta-la para os tecidos
durante um longo periodo de tempo, aumentando o seu tempo de meia-vida (NOGUEIRA;
OLIVEIRA, 2006).
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Figura 13: Estrutura quimica da ocratoxina A

Fonte: http://www.gendiag.com.br/nossos_produtos/food-safety/OcratoxinaA.png

A OTA ja foi detectada em soro sangiiineo de homens e mulheres (ZIMMERLI; DICK,
1995; UENO et al., 1998) e em leite humano (MIRAGLIA et al., 1998). Sua ingestao ocorre
principalmente por alimentos vegetais como milho, café e seus derivados (micotoxicose
primaria) e, através de residuos e metabolitos presentes em alimentos de origem animal, como
carne e patés (micotoxicoses secundaria) (MONACI et al., 2005). Ela tem sido detectada, na
sua maioria, em cereais, frutas secas, caf¢ e cacau. Foi detectada também no sangue de
pessoas e animais apos o consumo de alimentos contaminados nos Balcds, Escandindvia,
Alemanha, Francga, Canada, Estados Unidos e Japao. E uma micotoxicoses de ocorréncia no
mundo inteiro com variacdes na freqii€ncia entre os paises, sempre causando problemas renais
clinicos e subclinicos em humanos e similarmente aos animais de granja (SANGARE-
TRIGORI et al., 2006).

No caso dos ruminantes, a OTA ¢ rapidamente hidrolisada a a-ocratoxina pela
populacdo microbiana do raimen. Por este motivo, os niveis séricos nestes animais sao muito
mais baixos que os encontrados em outros mamiferos. Os ruminantes t€ém capacidade para
degradar a OTA presente em ragdes, em concentragdes superiores a 12 mg/kgde racdo. Este
valor excede em muito os teores encontrados nos géneros alimenticios (NOGUEIRA;
OLIVEIRA, 2006).

Segundo a Agéncia Internacional de Investigagdao sobre o Cancer (IARC), a OTA foi
classificada como pertencente a categoria 2b, isto ¢, um possivel carcindgeno para o homem
com evidéncias para animais (LEGARDA; BURDASPAL, 1998). Baseada na sua
carcinogenicidade, a Organizacdo Mundial de Saude (WHO) propos um limite maximo de
OTA de 5 pg kg (ppb) em cereais (ABARCA et al., 2001).

2.6 Oleos essenciais e extratos vegetais de plantas como forma de prevencio do
crescimento fungico e da producio da ocratoxina A

Diversos fungicidas encontram-se em uso, contudo sua seguran¢a nos alimentos nao
esta completamente estabelecida, e as possibilidades de obten¢ao de novos compostos, que
cumpram com os requisitos ambientais e os requerimentos de seguranga sdo escassas. Dentre
as substancias antimicotoxicogénicas conhecidas temos: os adsorventes e os antioxidantes
(GOPALKRISHNAN; BANUMATHI; SURESH, 1997).

O funcionamento dos adsorventes baseia-se no fato das toxinas se ligarem a estes
produtos através de cargas elétricas, fazendo com que as toxinas ndo sejam absorvidas pelos
animais, ¢ sejam eliminadas nas fezes. Sao argilas de origem vulcanica, como
aluminosilicatos ¢ as bentonitas, adicionados a ra¢ao animal (LOPES, 2008). Um dos
inconvenientes do uso de substancias inorganicas adsorventes de micotoxinas ¢ sua
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inespecificidade em sua capacidade de adsor¢do, ja que podem seqiiestrar moléculas de alto
valor nutritivo da dieta.

Atualmente, os OFE e EV sdo de grande interesse como uma fonte inocua. Foi
comprovado que sdo muito efetivos como substitutos dos agentes quimicos antimicrobianos
produzidos sinteticamente (ZY GADLO et al., 1995a,b; ZYGADLO; JULIANI, 2000).

Uma substancia antioxidante pode ser definida como composto ou substancia quimica
que inibe ou retarda a oxidacao (ATOUI et al., 2005). O BHA, o BHT, e o propilgalato (PG)
sdo os antioxidantes sintéticos mais eficientes em varios sistemas alimenticios, apresentando
alta estabilidade e baixo custo. Porém presume-se que os antioxidantes sintéticos sao
possiveis carcinogenos (MADHAVI; SALUNKHE, 1996), e a possibilidade de que possam
ser nocivos ao organismo, somada a busca cada vez maior dos consumidores pelos produtos
naturais e ndo sintéticos, abre espacgo para a pesquisa de novos antioxidantes naturais.

O método mais comumente utilizado para o isolamento de antioxidantes naturais de
materiais vegetais ¢ a extragdo com solventes, polares ou ndo-polares, como agua, metanol,
hexano ou pentano (BANDONIENE et al., 2002). Folhas, frutos, sementes e 6leos recebem
especial atencdo por serem fontes de antioxidantes naturais, como compostos fenolicos, o
acido ascorbico, o a-tocoferol e os carotendides (SALDANHA, 2005); e recentemente alguns
EV, como de alecrim, salvia, cha verde, etc.

Estes extratos sdo bem conhecidos por suas propriedades antioxidantes, anti-
mutagénicas, anti-inflamatdrias, anti-ulcera, anticarcinogénicas e antimicrobianas, bem como
pela redugdo do risco de doengas cardiovasculares (LOULI; RAGOUSSIS; MAGOULAS,
2004; HRAS et al., 2000). Os compostos fenolicos presentes nestas plantas podem atuar como
antifingicos e inibidores da producdo de micotoxinas por atuarem na regulacao da
peroxidagdo lipidica, inibindo a formagao de perdxidos e conseqiiente estresse oxidativo que
esta relacionado a biossintese de micotoxinas (OLIVEIRA et al., 2007).

Logo, o uso de numerosos OE e EV, e seus componentes, constituem uma alternativa
para a prevengao do crescimento fingico e a produgdo de micotoxinas de forma ndo nociva ao
organismo animal. O incoveniente do uso desses OE e EV de plantas condimentares seria a
baixa aceitagdo pelo forte odor e sabor causados pela quantidade consideravel a ser
adicionada nos alimentos. Mais estudos estdo sendo realizados a fim de buscar combinacdes
de dleos e extratos e formas de obter uma concentracdo inibitéria minima sem interferir na
aceitacao do alimento (GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2009).

2.7 Estudos preliminares

Estudos da incidéncia de micobiota e deteccio de micotoxinas em alimentos
destinados ao consumo humano e animal demonstraram a presenca das principais espécies
produtoras de OTA (DALCERO et al., 1997, 1998; MAGNOLI et al., 1998, 1999, 2002,
2006, ROSA et al., 2004, 2006, 2009).

Alguns produtos naturais tais como fenois, especiarias e varios OE foram evidenciados
como inibidores efetivos do crescimento fungico e da producdo de micotoxinas em todo o
mundo (PRASAD; SAHAY; MASOOD, 1994; ARORA; OHLAN, 1997; SOLIMAN;
BADEAA, 2002; PARANAGAMA et al., 2003; NGUEFACK et al., 2004; SOUZA, S. et al.,
2004; VIEGAS et al., 2005; BLUMA; ETCHEVERRY, 2008).

Apesar dos avangos desse tipo de estudo nos Ultimos dez anos, hé poucos relatos no
Brasil envolvendo as plantas aromaticas condimentares cultivadas no pais, avaliando seu
potencial antifungico contra as cepas produtoras de OTA e a sua possivel interferéncia nos
niveis de producdo desta micotoxina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Determinac¢ao da capacidade toxigena de cepas de Aspergillus ochraceus, Aspergillus
niger e Aspergillus carbonarius a serem utilizadas durante o experimento

Foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Téren et al. (1996) (Figura
14). As cepas toxigenas (4. ochraceus NRLL 3174, A. niger ATCC 1004 e A. carbonarius
RC 2054) foram cultivadas em caldo extrato de levedura sacarose (veast extract sucrose agar
- YES) por 10 dias a 30 °C sob escuro; apds o tempo de cultivo o caldo foi filtrado em papel
de filtro Whatman n° 1. Acrescentou-se a microtubos ImL do filtrado e 1mL de cloroférmio
que foram centrifugados a 4000 rotacdes por minuto (rpm) por 10 minutos, seguidos de
evaporagdo e ressuspensdo em ImL dda fase movel no momento da analise. A producdo de
OTA foi quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa,
com detector de fluorescéncia (Aexc 330 nm; Aem 460 nm), coluna C18 (Microsorb MV,
Varian; 150 x 4,6mm x 5um). A fase movel (acetonitrila:agua:acido acético , 57: 41: 2) foi
bombeada a um fluxo de 0,7 mL min"'. O volume de injecdo foi de 20 uL e o tempo de
retencdo foi cerca de 4+1 min. O limite de detec¢do da anélise foide I ng g .

1 mL de filtrado 1 mL de cloroféormio P.A.

Centrifugar 4.000 rpm
x 10 min

—
Microtubo limpo

Evaporar

Conservar o extrato seco a -20°C
até a quantificacdo por CLAE.

Figura 14: Esquema ilustrativo da metodologia proposta por Téren et al. (1996) para
determinac¢do da capacidade de produgdo de ocratoxina A.

3.2 Amostragem do material vegetal
As plantas aromaticas escolhidas para o experimento sdo plantas origindrias e/ou
amplamente cultivadas e usadas no Brasil como condimentos. Um total de dez espécies

vegetais foi selecionado; espécies cujos seus OE/EV  possuem alguma atividade
antimicrobiana relatada na literatura. Todo o material vegetal foi gentilmente cedido pela
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Vitalis Ind. e Com. Ltda., em embalagens hermeticamente fechadas, na quantidade total de 1
kg cada, e identificadas como:

Alecrim
Canela
Cominho
Cravo

Erva doce
Hortela
Manjericao
Manjerona
Noz moscada
Orégano

3.3 Obtenciao dos oleos essenciais

Os OE foram extraidos por hidrodestilagio em equipamento Clevenger modificado e
armazenados sob escuro, a 4°C, em frascos tipo Falcon graduados (BASSOLE et al., 2003).
Os equipamentos foram manufaturados por vidreiro artesdo na UFRRJ.

Foi obedecida uma relacdo de 100g de material vegetal para cada litro de agua. O
processo de extracdo ocorreu por lh apds ebulicao e o rendimento total de cada 6leo essencial
foi registrado.

Os OE foram também obtidos através de extracdo hexanica que constitui uma 6tima
alternativa para quando rendimento obtido por hidrodestilagao ¢ baixo. Esta foi realizada de
forma passiva e sob escuro, de acordo com Kuiate et al. (2006), com modificagdes, numa
relagdo de 1:2 p/v (material/solvente), por 48 horas. O filtrado obtido foi evaporado em banho
Maria a 70°C até se obter um volume final de 10 mL de cada OE hexanico, que foram
armazenados a 4 °C em frasco ambar.

3.4 Obtencao dos extratos vegetais

Os EV usados no estudo foram: o concentrado aquoso pds hidrodestilagdo e o
etandlico. O EV etandlico foi produzido segundo Thanaboripat et al. (2007), com modificagdes,
de forma passiva e sob escuro, numa relacao de 1:2 p/v (material/solvente), por 48 horas. O
filtrado obtido foi evaporado em banho Maria a 80°C até se obter um volume final de 10 mL,
sendo entdo armazenados a 4 °C em frasco ambar.

O EV aquoso foi obtido juntamente com o O6leo essencial apds o processo de
hidrodestilacdo, denominado entdo EV aquoso pds hidrodestilagdo. Todo o concentrado
aquoso foi coletado do aparato de Clevenger modificado e armazenado em frasco ambar a
uma temperatura de 4 °C (ROZWALKA et al., 2008).

3.5 Selecao dos dleos essenciais e extratos vegetais de maior atividade antifiingica pelo
método de difusdo em agar

Foi realizado segundo metodologia de Mariath et al. (2006): uma suspensdo de
conidios fingicos (10° conidios/mL contados em hematocitométro) foi incorporada em 20 mL
de agar YES fundido. Cinco pogos de 6 mm de diametro e eqiiidistantes entre si foram feitos
na placa com auxilio de um bisturi punch. Nesses pequenos pogos foram pipetados 50 pL das
substancias testadas. Foram realizados controles com hexano para o OE hexanico, etanol para
o EV etanolico, agua destilada estéril para o EV aquoso p6s hidrodestilagao.
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3.6 Avaliacio dos oleos essenciais e extratos vegetais sobre o crescimento de cepas de
Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger e Aspergilus carbonarius produtoras de
ocratoxina A

Os OE e EV mais efetivos na inibigdo do crescimento fungico no ensaio de triagem
através do método de difusdo em agar foram selecionados. A avaliagdo dos antioxidantes
naturais foi feita seguindo o teste de diluicido em agar segundo Soliman; Badeaa com
modificagdes (2002): Os EV e OE foram adicionados ao meio de cultivo a 45-50°C nas
concentragdes de 50 mg/kg, 100 mg/kg, 150 mg/kg, 300 mg/kg e 600 mg/kg, além dos
controles. A inoculacdo de cada cepa em estudo foi feita no centro das placas com uma
suspensdo de conidios em agar semi-solido (10° conidios por inoculagdo) obtida a partir de
colonia com 7 dias de crescimento cultivada em agar YES. Todas as placas foram incubadas a
25°C, durante 10 dias em estufas com controle eletronico de temperatura. Toda esta etapa do
experimento foi realizada em triplicata. Foram medidos parametros do crescimento fingico:
dois didmetros perperdiculares foram aferidos diariamente até que a colonia ocupasse toda a
placa. A velocidade de crescimento (mm/dia) foi calculada através de regressdo linear (fase
linear do crescimento fingico). Também foi determinada a fase de laténcia (fase lag) do
crescimento fungico, que ¢ a fase onde ndo ocorre divisdo celular, ¢ o metabolismo celular
trabalha a fim de produzir enzimas para o crescimento e adapta¢do nas novas condi¢des
ambientais. A fase lag foi definida como o tempo (h) para se atingir 2 mm de diametro.

3.7 Analises estatisticas

Os valores da velocidade de crescimento e fase lag foram submetidos a analise de
variancia. O nivel de significancia para informar as diferengas foi de P<0,05. As comparagdes
estatisticas foram realizadas entre controles ¢ tratamentos (SAMPAIO, 2007), através do teste
de Dunnett. As analises foram conduzidas usando o programa computacional PROC GLM em
SAS (SA4S Institute, Cary, NC).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacio da capacidade toxigena de cepas de Aspergillus ochraceus, Aspergillus
niger e Aspergillus carbonarius utilizadas durante o experimento

A avaliacdo do perfil toxigeno das cepas de referéncia em meio MEA foi realizada
antes do inicio dos experimentos. A cepa A. ochraceus NRLL 3174 e A. carbonarius RC 2054
foram produtoras de OTA durante todo o experimento, com valores de produgao respectivos
de 6,1 ug/mL e 9,9 ug/mL, diferentemente da cepa 4. niger (ATCC 1004), que ndo se mostrou
constante na producdo, sendo entdo excluida do experimento. Nenhuma cepa de 4. niger
testada mostrou-se constantemente produtora de OTA, esta espécie foi entdo excluida de
nossos objetivos.

4.2 Rendimento da producao de dleos essenciais por hidrodestilacao
O processo de extracdo de OE através de hidrodestilacdo apresentou volumes de
rendimento distintos para cada planta utilizada (Tabela 2). As plantas que apresentaram

melhores rendimentos foram alecrim (1,5 mL) e orégano (1,0 mL).

Tabela 2: Rendimentos da producao de 6leos essenciais por hidrodestilagdao

Rendimento total em mL

OE para cada 100g de matéria vegetal
Alecrim 1,5
Orégano 1,0

Cravo 0,9
Manjerona 0,8
Erva-doce 0,7

Cominho 0,5
Manjericao 0,5
Noz moscada 0,3
Hortela 0,2
Canela 0,2

4.3 Selecao dos oleos essenciais e extratos vegetais de maior atividade antifungica pelo
método de difusdo em agar

Nao houve inibi¢ao do crescimento fungico (nenhum halo de inibicao de crescimento

foi observado) nas placas controle (Figura 15), onde foram pipetados os solventes de cada
extrato.
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Figura 15: (a) Controle de Aspergillus ochraceus para o teste de difusdo em agar no quinto
dia de incubagdo; (b) Controle de Aspergillus carbonarius para o teste de difusdo em agar no
quinto dia de incubagdo. He = hexano; Ag = Agua destilada estéril; Et= Etanol.

4.3.1 Teste de difusdo em agar sobre Aspergillus ochraceus
Em um primeiro ensaio, o 6leo essencial de canela exibiu uma Otima atividade

antifingica e um halo de 60 mm, que se sobrepds aos possiveis halos de inibigao de orégano e
manjericao (Figura 16).

Figura 16: Aspergillus ochraceus no quinto dia de incubacdo contendo nos pogos o6leo
essencial de orégano (OR), manjerona (MO), horteld (HT), manjericdo (MC) e canela (CA).

O ensaio foi entdo repetido sem pipetar no quinto poco o oleo essencial de canela,
(Figura 17), sendo possivel entdo a visualizagao do efeito antifingico do OE de orégano.
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Figura 17: Aspergillus. ochraceus no quinto dia de incubag¢do contendo nos pogos Oleo
essencial de orégano (OR), manjerona (MO), horteld (HT) e manjericao (MC).

Na segunda placa os OE de alecrim, cominho, cravo, erva doce e noz moscada foram
pipetados. Desta, apenas os OE de alecrim e de erva doce exibiram atividade antifungica
(Figura 18).

Figura 18: Aspergillus ochraceus no quinto dia de incubagdo contendo nos pocos Oleo
essencial de alecrim (AL), erva doce (ED), noz moscada (NM), cominho (CO) e cravo (CR).

Nas placas contendo os OE hexanicos ndo houve qualquer crescimento fingico
(Figura 19).
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Figura 19: Aspergillus ochraceus no quinto dia de incubag¢do contendo nos pogos o6leo
essencial hexanico de alecrim (AL), cominho (CO), noz moscada (NM), erva doce (ED),
cravo (CR), orégano (OR), hortela (HT), manjericao (MC), manjerona (MO) e canela (CA).

Os extratos etanolicos de orégano, canela, manjericdo, manjerona ¢ horteld nao
exibiram nenhuma atividade antifungica (Figura 20).

Figura 20: Aspergillus ochraceus no quinto dia de incubag¢do contendo nos pogos extrato
etandlico de orégano (OR), manjericao (MC), manjerona (MO), hortela (HT) e canela (CA).

Os demais extratos etandlicos exibiram atividade antifingica em diferentes
intensidades (Figura 21).
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Figura 21: Aspergillus ochraceus no quinto dia de incubag¢do contendo nos pocos extrato
etandlico de alecrim (AL), cominho (CO), noz moscada (NM), erva doce (ED) e cravo (CR).

Os extratos aquosos pos hidrodestilagdo ndo exibiram nenhuma atividade antifingica
(Figuras 22 e 23).

Figura 22: Aspergillus ochraceus no quinto dia de incubag¢dao contendo nos pogos extrato
aquoso de orégano (OR), manjericdo (MC), manjerona (MO), horteld (HT) e canela (CA).
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Figura 23: Aspergillus ochraceus no quinto dia de incubagdo contendo nos pogos extrato
aquoso de alecrim (AL), cominho (CO), noz moscada (NM), erva doce (ED) e cravo (CR).

Os valores agrupados dos halos de inibigdo do crescimento fingico provocados pela
adi¢do dos OE e EV sobre Aspergillus ochraceus estao dispostos na Tabela 3.

Tabela 3: Halo de inibicao do crescimento de Aspergillus ochraceus provocado pelos 6leos
essenciais e extratos vegetais.

Plantas OE EA EE EH
Alecrim (AL) 16 NO 15 CP
Canela (CA) 60 NO NO CP
Cominho (CO) NO NO 12 CP
Cravo (CR) NO NO 55 CP
Erva-doce (ED) 26 NO 28 Cp
Hortela (HT) NO NO NO CP
Manjericao (MC) NO NO NO Cp
Manjerona (MO) NO NO NO CP
Noz moscada (NM) NO NO 16 CP
Orégano (OR) 38 NO NO Cp

CP = Inibigdo completa; NO = Néo observado efeito inibitorio; OE = Oleo essencial obtido por hidrodestilacéo;
EA = Extrato vegetal aquoso; EE = Extrato vegetal etanolico; EH = Oleo essencial obtido por extragdo hexanica.

4.3.2 Teste de difusdo em agar sobre Aspergillus carbonarius
Em um primeiro ensaio, o oleo essencial de canela também exibiu uma oOtima

atividade antifingica e um halo de 55 mm, que se sobrepds ao possivel halo de inibi¢do do
OE de orégano (Figura 24).
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Figura 24: Aspergillus carbonarius no quinto dia de incubagdo contendo nos pogos 6leo
essencial de orégano (OR), manjerona (MO), horteld (HT), manjericdo (MC) e canela (CA).

O ensaio foi repetido sem pipetar no quinto pogo o 6leo essencial de canela, e entdo o
observado foi que o 6leo essencial de orégano apresentava atividade antifungica (Figura 25).

Figura 25: Aspergillus carbonarius no quinto dia de incubagdao contendo nos pogos 6leo
essencial de orégano (OR), horteld (HT), manjerona (MO) e manjericao (MC).

Para a segunda placa apenas os OE de alecrim e erva doce exibiram atividade
antifungica (Figura 26).
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Figura 26: Aspergillus carbonarius no quinto dia de incubagdo contendo nos pogos 6leo
essencial de alecrim (AL), erva doce (ED), noz moscada (NM), cominho (CO) e cravo (CR).

Nas placas contendo os 6leos essenciais obtidos por extragdo hexanica houve uma
inibi¢do completa do crescimento fungico (Figura 27).

Figura 27: Aspergillus carbonarius no quinto dia de incubagdo contendo nos pogos 6leo
essencial hexanico de alecrim (AL), cominho (CO), cravo (CR), erva doce (ED), noz moscada
(NM), orégano, horteld (HT), manjericdo (MC), e manjerona (MO) e canela (CA).

Os extratos etanolicos de orégano, horteld, manjerona, manjericdo e canela nao
inibiram o crescimento flingico, porém merece atengao a inibi¢do da conidiogénese provocada
pela difusdao do extrato de orégano (Figura 28).
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Figura 28: Aspergillus carbonarius no quinto dia de incubagdo contendo nos pogos extrato
etandlico de orégano (OR), horteld (HT), manjerona (MO), manjericao (MC) e canela (CA).

Os extratos etanolicos de alecrim e erva doce e noz moscada ndo exibiram atividade
antiftingica. Os extratos etandlicos de cominho, noz moscada e cravo provocaram um halo de
inibi¢do do crescimento fungico de 12 mm, 10 mm e 46 mm respectivamente (Figura 29).

Figura 29: Aspergillus carbonarius no quinto dia de incubagdo contendo nos pogos extrato
etanolico de alecrim (AL), cominho (CO), erva doce (ED), noz moscada (NM) e cravo (CR).

Os extratos aquosos pos hidrodestilagdo ndo exibiram nenhuma atividade antifingica
(Figuras 30 e 31).
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Figura 30: Aspergillus carbonarius no quinto dia de incubag¢ao contendo nos pogos extrato
aquoso de orégano (OR), horteld (HT), manjerona (MO), manjericdo (MC) e canela (CA).

Figura 31: Aspergillus carbonarius no quinto dia de incubagdo contendo nos pogos extrato
aquoso de alecrim (AL), cominho (CO), erva doce (ED), noz moscada (NM) e cravo (CR).

Os valores agrupados dos halos de inibicdo do crescimento fingico provocados pela
adi¢do dos OE e EV sobre Aspergillus carbonarius estao dispostos na Tabela 4.
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Tabela 4. Halo de inibi¢ao do crescimento de Aspergillus carbonarius provocado pelos 6leos
essenciais e extratos vegetais.

Plantas OE EA EE EH
Alecrim (AL) 15 NO NO CP
Canela (CA) 55 NO NO CP
Cominho (CO) NO NO 12 CP
Cravo (CR) NO NO 46 CP
Erva-doce (ED) 26 NO NO CP
Hortela (HT) NO NO NO CP
Manjericao (MC) NO NO NO CpP
Manjerona (MO) NO NO NO Cp
Noz moscada (NM) NO NO 10 CpP
Orégano (OR) 42 NO NO Cp

CP = Inibigao completa; NO = Nao observado efeito inibitorio; OF = Oleo essencial obtido por hidrodestilacdo;
EA = Extrato vegetal aquoso; EE = Extrato vegetal etandlico; EH = Oleo essencial obtido por extragcdo hexanica

Os OE obtidos por hidrodestilagao de alecrim e orégano foram os mais efetivos neste
teste antifingico de triagem. O 6leo essencial de canela mostrou excelentes resultados, porém
a producdo de 6leo por hidrodestilacao foi insatisfatoria. Estes resultados concordam com os
encontrados por Soliman; Badeaa (2002), Souza, S. et al. (2004) e Viegas et al. (2005).

Soliman e Badeaa (2002) estudaram o efeito inibitério de 6leos essenciais de 12
plantas medicinais sobre o crescimento de 4. flavus, A. parasiticus, A. ochraceus e Fusarium
moniliforme. Eles concluiram que o 6leo essencial de canela na concentracdo de >1000 mg/kg
provocava completa inibicdo de A. parasiticus, A. flavus e A. ochraceus. Souza, S. et al.
(2004) avaliaram o efeito inibitorio dos 6leos essenciais de alho, canela, cravo e tomilho sobre
o crescimento de fungos associados a fabricagdo de produtos de panificagdo (Rhizopus sp.,
Penicillium spp., Eurotium repens € A. niger). O 6leo essencial de canela na concentracao de
500 mg/kg inibiu o crescimento de todos os fungos. Os 6leos de alho e tomilho sé tiveram
efeito em altas concentragdes, e o de cravo inibiu o crescimento de A. niger, Rhizopus sp. e E.
repens com concentracdes acima de 600 mg/kg, e acima de 800 mg/kg para Penicillium.
Viegas et al. (2005) avaliaram o efeito inibitério de dez dleos essenciais sobre o crescimento
de fungos do género Aspergillus secdo Flavi; e os melhores resultados foram atribuidos ao
oleo essencial de canela. No presente estudo, os resultados insatisfatérios de muitos OE/EV
podem ser atribuidos a uma baixa atividade antifingica ou a auséncia de atividade antifiingica,
sendo necessarios mais estudos a respeito.

4.4 Avaliacao dos dleos essenciais e extratos vegetais sobre a velocidade de crescimento e
a fase lag de Aspergillus ochraceus e Aspergillus carbonarius produtores de ocratoxina A

Os OE de orégano (obtidos por hidrodestilagdo e extragdo hexanica) foram escolhidos
para obtencdo dos parametros de crescimento sob as diferentes concentragdes propostas.
Também foram eleitos o extrato etandlico de cravo e o 6leo essencial de alecrim obtido por
hidrodestilacdo. Comparando os 6leos essenciais escolhidos, o OE de orégano mostrou os
melhores resultados, e comparando os quatro tratamentos, o extrato etanolico de cravo foi o
mais efetivo.
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Tabela 5: Velocidade de crescimento e fase lag das cepas Aspergillus ochraceus e Aspergillus
carbonarius quando semeadas em meio YES com diferentes concentragdes de dleo essencial de
alecrim.

OE de alecrim

Velocidade de Crescimento

Cepas mg/kg (mm/dia) Fase lag (h)
0 6,0 31
50 6,0 28
100 537 25"
A. ochraceus 150 6,0 277
300 6,1 29
600 6,0 31
0 10,8 28
50 102 26
100 10,17 26"
A. carbonarius 150 10,0 " 257
300 10,6 25"
600 10,4 26

Valores médios das triplicatas. Diferencgas estatisticas significativas segundo teste de Dunnett estdo representadas por ***
(P<0,05).

Para A. ochraceus, o OE de alecrim resultou em velocidade de crescimento micelial
variando de 5,3 a 6,1 mm/dia, e valores de fase lag variando de 25 a 31 h (Figura 32). Nao ha
diferencas estatisticas significantes entre os valores de velocidade de crescimento, exceto para
a concentragao de 100 mg/kg. Para os valores de fase lag somente a concentragdo de 600
mg/kg foi estatisticamente similar ao controle. Para A. carbonarius, os valores de velocidade
de crescimento variaram de 10,0 a 10,8 mm/dia, e os valores de fase lag de 25 a 28 h (Figura
33). Todos os tratamentos foram estatisticamente diferentes ao controle. O 6leo essencial de
alecrim mostrou-se efetivo em uma concentragdo pura, quando estudado em baixas
concentragdes ndo se observa inibicdo do crescimento significativa, concordando com o
estudo de Pereira et al. (1996), em que houve inibi¢dao do crescimento com o 6leo essencial de
alecrim sobre todos os fungos estudados somente a partir da concentracdo de 1500 mg/kg,
uma concentracdo muito mais elevada do que a maior concentracao estabelecida por este
estudo.
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Figura 32: Efeito de diferentes concentracdes do oleo essencial de alecrim sobre a velocidade
de crescimento (mm/dia) e a fase lag (h) de Aspergillus ochraceus.
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Figura 33: Efeito de diferentes concentragdes do 6leo essencial de alecrim sobre a velocidade
de crescimento (mm/dia) e a fase lag (h) de Aspergillus carbonarius.
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Tabela 6: Velocidade de crescimento e fase lag das cepas Aspergillus ochraceus e
Aspergillus carbonarius quando semeadas em meio YES com diferentes concentracdes de
oleo essencial de orégano.

OE de orégano
Cepas me/kg Veloc1da((1ren ilne/ (gzssmmento Fase lag (h)

0 5,6 33
50 40" o
100 3.6 557

A. ochraceus 150 5,0 o 37
300 337 597
600 1,37 88 "

0 11,0 33
50 54" 39
100 3,07 50"
A. carbonarius 150 4.4 o 43"
300 2,8 537
600 337" 48

Valores médios das triplicatas. Diferencas estatisticas significativas segundo teste de Dunnett estdo representadas por ***
(P<0,05).

Com relagdo ao OE de orégano, os valores de velocidade de crescimento para A.
ochraceus variaram de 1,3 a 5,6 mm/dia, e os valores de fase lag de 33 a 88h (Figura 34). Para
A. carbonarius, a velocidade de crescimento variou de 2,8 a 11,0 mm/dia, ¢ os valores de fase
lag de 33 a 53h (Figura 35). Todos os tratamentos foram estatisticamente diferentes do
controle para ambas as cepas, exceto no caso de A. ochraceus para a fase lag na concentragao
de 150 mg/kg. Estes resultados concordam com Paster et al. (1995), que encontraram uma
excelente atividade inibitdria do 6leo essencial (OE) de orégano sobre A. niger, A. ochraceus
e A. flavus. Paster et al. (1995) em seus estudos relataram o 6leo essencial de orégano
inibindo completamente o crescimento desses fungos sob a concentracdo de 400 mg/kg,
diferentemente deste trabalho, onde apenas o 6leo essencial na concentracdo bruta inibiu por
completo o crescimento micelial fungico. Porém, a concentragdo maxima estudada foi a de
600 mg/kg. Basilico; Basilico (1999), entretanto estudaram o efeito inibitorio de cinco 6leos
essenciais sobre o crescimento de A. ochraceus NRRL 3174 e a producdo de OTA por esta
cepa, € o oleo essencial de orégano inibiu completamente o crescimento deste fungo a uma
concentragdo de 1000 mg/kg. Pereira et al. (1996) encontraram o mesmo resultado: o dleo
essencial de orégano inibindo completamente o crescimento de varios fungos a 1000 mg/kg,
incluindo A. ochraceus.
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Figura 34: Efeito de diferentes concentragdes do Oleo essencial de orégano sobre a
velocidade de crescimento (mm/dia) e a fase lag (h) de Aspergillus ochraceus.
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Figura 35: Efeito de diferentes concentragdes do oOleo essencial de orégano sobre a
velocidade de crescimento (mm/dia) e a fase lag (h) de Aspergillus carbonarius.
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Tabela 7: Velocidade de crescimento e fase lag das cepas Aspergillus ochraceus e
Aspergillus carbonarius quando semeadas em meio YES com diferentes concentracdes de
extrato etanolico de cravo.

EE de cravo

Cepas me/kg Veloc1da<(1ren ilne/ (gssmmento Fase lag (h)

0 6,2 32

50 2,7 45

100 3,7 40

A. ochraceus 150 1,5 o 65
300 1,57 1257
600 0,5 1377

0 9,8 19

50 5,6 19

100 4,0 34

A. carbonarius 150 5,1 21
300 0,6 114
600 05" 130

Valores médios das triplicatas. Diferencas estatisticas significativas segundo teste de Dunnett estdo representadas por ***
(P<0,05).

Para A. ochraceus o uso do extrato etanolico de cravo resultou em valores de
velocidade de crescimento variando de 0,5 a 6,2 mm/dia, e os valores de fase lag variando de
33 a 137 h (Figura 36). Quanto a velocidade de crescimento, todas as concentragdes foram
estatisticamente diferentes do controle, e para os valores de fase lag houve diferenga
estatistica significativa somente para as concentracdes de 300 e 600 mg/kg. Para A.
carbonarius os valores de velocidade de crescimento variaram de 0,5 a 9,8 mm/dia e os
valores de fase lag variaram de 19 a 130 h (Figura 37). No caso de velocidade de crescimento,
as concentragdes 100, 300 e 600 mg/kg foram estatisticamente diferentes do controle, e no
caso da fase lag somente as duas mais altas concentracdes foram efetivas. Nenhum estudo na
literatura consultada reporta a efetividade do extrato etanodlico de cravo sobre fungos
filamentosos de alimentos, porém Souza, S. et al. (2004) encontraram o 6leo essencial (OE)
de cravo inibindo o crescimento de A. niger, Rhizopus sp., Eurotium repens a uma
concentracdo de 600 mg/kg e Penicillium spp. a 800 mg/kg.
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Figura 36: Efeito de diferentes concentracdes do extrato etandlico de cravo sobre a
velocidade de crescimento (mm/dia) e a fase lag (h) de Aspergillus ochraceus.
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Figura 37: Efeito de diferentes concentracdes do extrato etandlico de cravo sobre a
velocidade de crescimento (mm/dia) e a fase lag (h) de Aspergillus carbonarius.
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Tabela 8: Velocidade de crescimento e fase lag das cepas Aspergillus ochraceus e
Aspergillus carbonarius quando semeadas em meio YES com diferentes concentracdes de
0leo essencial hexanico de orégano.

OE hexéanico de orégano

Velocidade de Crescimento

Cepas mg/kg (mm/dia) Fase lag (h)

0 6,2 32

50 6,1 32

100 5,7 30

A. ochraceus 150 53 o 27

300 55" 29

600 6,2 35

0 9,8 19

50 73" 17

100 8,1 16

A. carbonarius 150 9,5 17
300 9,7 16

600 72" 19

Valores médios das triplicatas. Diferencas estatisticas significativas segundo teste de Dunnett estdo representadas por ***
(P<0,05).

O uso do OE hexanico de orégano resultou em uma velocidade de crescimento
variando de 5,3 a 6,2 mm/dia, e valores de fase lag variando de 27 a 35 h (Figura 38). Para os
valores de velocidade de crescimento, somente as concentragdes 150 e 300 mg/kg foram
estatisticamente diferentes do controle, e no caso de fase lag, somente a concentracao de 150
mg/kg. Para A. carbonarius, os valores de velocidade de crescimento ficaram entre 7,2 e 9,8
mm/dia, e os valores de fase lag entre 16 ¢ 19 h (Figure 39). Para a velocidade de crescimento
as concentragdes 50 e 600 mg/kg foram diferentes estatisticamente com relagdo ao controle,
enquanto ndo houve nenhuma diferenca estatistica significativa para os valores de fase lag. Os
Oleos essenciais hexanicos de todas as plantas na concentragdo pura inibiram por completo o
crescimento de ambas cepas estudadas, e OE hexanico de orégano foi eleito pela correlagdo
com os 6timos resultados do 6leo essencial da mesma planta obtido pela hidrodestilagao.
Porém os resultados médios de velocidade de crescimento e de fase lag sob as diferentes
concentracdes ndo foram bons, sendo observado apenas a mais alta concentragdo com
diferengas significativas em relagdo a placa controle.
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Figura 38: Efeito de diferentes concentragdes do 6leo essencial hexanico de orégano sobre a
velocidade de crescimento (mm/dia) e a fase lag (h) de Aspergillus ochraceus.
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Figura 39: Efeito de diferentes concentragdes do 6leo essencial hexanico de orégano sobre a
velocidade de crescimento (mm/dia) e a fase lag (h) de Aspergillus carbonarius.
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5 CONCLUSOES

Os oOleos essenciais de orégano e de alecrim obtidos por hidrodestilacdo, o oleo
essencial de orégano obtido por extragdo hexanica, e o extrato etanodlico de cravo foram os
mais efetivos no teste de triagem por difusdo em agar, e eleitos para avaliacdo sobre os
parametros de crescimento de Aspergillus ochraceus e Aspergillus carbonarius (velocidade
de crescimento e fase lag) sob diferentes concentragdes.

O orégano e o alecrim foram as plantas das quais se obteve melhor rendimento na
producao de 6leo essencial por hidrodestilagao;

Os extratos hexanicos de todas as plantas testadas (alecrim, canela, cravo, cominho,
erva-doce, horteld, orégano, manjericdo, manjerona € noz moscada) inibiram completamente
o crescimento fungico pelo teste de difusao em agar;

Os extratos aquosos de todas as plantas testadas nao foram capazes de inibir o
crescimento fungico pelo teste de difusdo em agar;

O OE de orégano mostrou os melhores resultados quando comparado aos demais 6leos
essenciais escolhidos, e o extrato etanolico de cravo foi o mais efetivo quando comparado aos
quatro tratamentos.

Estes aditivos naturais podem ser trabalhados como fontes de compostos naturais para
a prevengdo e controle do crescimento fingico em alimentos como alternativa ao uso de
produtos sintéticos;

O resultado inferior dos Oleos essenciais de outras plantas aromaticas pode ser
atribuido a uma possivel inadequacdo das doses empregadas ou a auséncia de efeito
antifingico, sendo necessarios estudos futuros para melhor elucidagao;

Estudos futuros também devem ser conduzidos a fim de se determinar o efeito destes

aditivos naturais sobre a habilidade na producdo de ocratoxina A pelas cepas fungicas
toxigenas, e se avaliar sua viabilidade de uso na preservacao de alimentos.
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