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Resumo

A castanha do Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) é a segunda mais importante fonte
extrativista da floresta amazénica. Desta forma, ndo sao utilizados defensivos
quimicos e a producado da castanha do Brasil € considerada orgéanica tendo sua
extracdo ambientalmente correta, porém este baixo nivel tecnoldgico favorece o
crescimento de fungos potencialmente produtores de micotoxinas como os do grupo
Aspergillus section flavi. Visando reduzir esta contaminagcdo, uma das
possibilidades € a utilizacao de éleos essenciais, que apresentam propriedades
antimicrobianas. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade
antifungica de 11 dleos essenciais de espécies medicinais e aromaticas sobre cepas
aflatoxigénicas de A. flavus, A. nomius e A. arachidicola isoladas de castanha do
Brasil. O ensaio de microdiluicdo mostrou que os éleos que apresentaram melhor
atividade antifungica contra estes os isolados foram Cinnamomum burmannii e
Eugenia caryophyllata, com MIC de 250 ug/mL e 500 ng/mL, respectivamente. A
inibicdo do crescimento micelial dos fungos foi melhor quando estes foram
submetidos a acao por contato com os 6leos essenciais, do que por acéo de seus
compostos volateis, sendo as concentracdes referentes as de MIC capazes de inibir
totalmente o crescimento dos fungos. A producédo de aflatoxina por A. flavus foi
inibida somente pelo 6leo essencial de E. caryophyllata, na concentragédo de 500
ug/mL. Ensaios in vivo conduzidos com a casca da castanha do Brasil mostraram
gue o 6leo essencial de C. burmannii inibiu o fungo a 500 pg/mL e propiciou maior
reducao na porcentagem de infeccdo pelos isolados de A. flavus. Quanto aos
isolados de A. nomius e A. arachidicola, a menor porcentagem de infeccao foi obtida
apoés tratamento com o 6leo essencial de E. caryophyllata na concentracéo de 1000
ug/mL. Os Oleos de E. caryophyllata e C. burmanni mostraram ser alternativas
naturais para controle do crescimento de A. flavus, A. nomius e A. arachidicola e da
producéo de aflatoxinas por A. flavus, através da a¢ao na reducao da contaminagao
fungica das castanhas do Brasil.

Palavras chave: Castanha do Brasil, aflatoxinas, Aspergillus flavus, Aspergillus
nomius.
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Abstract

The Brazil nut (Bertholletia excelsa H.B.K.) is the second most important forest
source of the Amazon rainforest. Thus, no chemical pesticides are used and the
production of Brazil nuts is considered organic and an environmentally friendly
extraction. However, this low technological level favors the growth of potentialy
mycotoxin producing fungi such as Aspergillus section flavi. In order to reduce this
contamination, one possibility is the use of essential oils that exhibit antimicrobial
properties. The objective of this study was to evaluate the antifungal activity of 11
essential oils of medicinal and aromatic species on aflatoxigenics strains of
Aspergillus flavus, A. nomius and A. arachidicola isolated from Brazil nuts. The
microdilution assay showed that the oils from Cinnamomum burmannii and Eugenia
caryophyllata presented the best antifungal activity against all isolates, with MIC of
250 ug/mL and 500 ug/mL, respectively. The inhibition of mycelial growth of the fungi
was better when submitted to action by contact than by action of oils volatile
compounds, with concentrations of MIC able to completely inhibit the growth of fungi.
The aflatoxin production was inhibited only by E. caryophyllata essential oil at a
concentration of 500 pug/mL . In vivo assays conducted with shells of Brazil nut
showed that the essential oil of C. burmannii at 500 ug/mL provided greater reduction
in the percentage of infection by A. flavus isolates. As the isolates of A. nomius and
A. arachidicola, the infection rate was lower after the treatment with the essential oil
of E. caryophyllata in the concentration of 1000 ug/mL. The essential oils of E.
caryophyllata and C. burmannii showed to be natural alternatives for controlling the
growth of A. flavus, A. nomius and A. arachidicola and aflatoxin production by A.
flavus, through the reduction of the fungal contamination of Brazil nuts.

Key words: Brazil nut, aflatoxins, Aspergillus flavus, Aspergillus nomius.
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1. Introducao

Seguida da extragdo madeireira, a castanha do Brasil (Berthollethia excelsa
H.B.K.) € a principal fonte extrativista da floresta amazdnica, representando grande
importancia para o ecossistema. Esta relacionada com a cultura das populagées
tradicionais e povos indigenas que la habitam, e cujos produtos e subprodutos séo
utilizados como fonte de alimentacéo, remeédios e renda ha muitas geragdes (APIZ,
2009; TAVARES et al., 2010).

Sua producéao anual esta em torno de 30 mil toneladas e mais de 90% deste
total é destinado a exportacdo para paises como Estados Unidos, Inglaterra,
Alemanha, Franga e Itélia (APIZ, 2009).

Por ser um produto extrativista, ndo sdo utilizados defensivos quimicos para
controle de pragas e plantas daninhas, portanto a producéo da castanha do Brasil
€ considerada orgéanica e sua extracdo ambientalmente correta (CAMPO/PAS,
2004). Porém, o baixo nivel tecnoldgico da cadeia produtiva associado as
condigcdes inadequadas de manejo e manuseio da castanha propicia a
contaminacdo com consequente risco a saude do consumidor (CAMPO/PAS,
2004).

Os principais contaminantes da castanha sdo fungos do grupo Aspergillus
section flavi, produtores de aflatoxinas, micotoxinas com grande risco de toxicidade
para a saude humana e animal, e com grande poder carcinogénico (CALDERARI,
2011). Este grupo fungico possui condigdes ideais de crescimento e producéo de
aflatoxinas nas condicées da cadeia produtiva da castanha do Brasil, como por
exemplo, durante o armazenamento, onde a temperatura e umidade relativa do ar
séo elevadas e ndo séo controladas (PITT; HOCKING, 2009).

Para se preservar a caracteristica extrativista, deve-se evitar o uso de
defensivos quimicos na cadeia produtiva da castanha, visando a reducdo da
contaminacao de aflatoxinas. Nestas condicdes, uma das opgdes seria 0 uso de



produtos derivados de vegetais, tais como 6leos essenciais extraidos de plantas
medicinais e aromaticas, que apresentam propriedades antifingicas comprovadas
(BASER; BUCHBAUER, 2010).

Dentre os produtos derivados de plantas conhecidos, os éleos essenciais tém
grande aplicagdo bioldégica como agentes antimicrobianos, representando uma
extensdao do papel que exercem na propria planta, que é a defesa contra
fitopatdogenos (VILELA, 2007). Assim, diversos estudos tém demonstrado a eficacia
de éleos essenciais no controle de fungos do género Aspergillus produtores de
aflatoxinas. No entanto, ndo foram encontrados na literatura resultados de estudos
in vitro ou in vivo envolvendo a aplicagcdo de 0Oleos essenciais no controle de
espécies fungicas aflatoxigénicas isoladas da castanha do Brasil, o que torna
atrativa a proposta apresentada neste estudo, que visa também o controle da
producéo de aflatoxinas através do uso de 6leos essenciais.

2. Revisao Bibliografica

2.1 Castanha do Brasil

Segundo a classificacdo boténica, a castanha do Brasil pertence a Divisao
Angiospermae, classe Dicotiledénea, ordem Myrtiflorae, familia Lecythidaceae,
género Berthollethia e espécie excelsa (PACHECO; SCUSSEL, 2006).

A espécie foi identificada pelo gedlogo alemdo Baron Von Humboldt,
juntamente com seu companheiro de viagem Aimé Bonpland, durante uma viagem
a América do Sul no periodo de 1799 a 1804. Ao retornarem ao pais de origem, o
botanico Carl Sigmund Kunth auxiliou na classificagdo dos exemplares, e a
descricdo da castanha do Brasil ficou sendo Bertholletia excelsa H.B.K.
(PACHECO; SCUSSEL, 2006).

As castanheiras sao arvores de grande porte, que podem atingir até 60 m de
altura e sua base pode chegar até 4 m de didmetro. Desenvolvem-se bem em
regidbes de clima tropical chuvoso, onde os periodos de estiagem sdo bem
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definidos. Arvores deste porte tém idade estimada de 800 anos e apresentam uma
boa produgcdo de frutos (MULLER et al, 1995; PACHECO; SCUSSEL, 2006;
TONINI, et al., 2008).

O conjunto de castanheiras denominado castanhal, corresponde a formagdes
arboreas muito altas e densas, semelhantes a uma floresta. No Brasil, os
castanhais estdo presentes nos Estados do Acre, Amazonas, Para, Roraima e
Rondénia, e em boa parte do Maranh&o, Tocantins e Mato Grosso. No exterior sédo
encontradas na Guiana Francesa, Suriname, Guiana, Venezuela, Peru e Bolivia
(PENNACCHIO, 2007; LORENZI, 2010).

Na Amazédnia brasileira, a temperatura onde estao presentes os castanhais
varia entre 24,3 e 27,2 °C, com valores maximos de 30,6 °C e 32,6 °C e minimos
de 19,2 °C e 23,4 °C. As médias anuais de precipitacdo variam entre 1400 e
2800 mm e a umidade relativa entre 79% e 86% (MULLER et al., 1995).

O periodo de floragdo da arvore ocorre na época de seca, correspondendo
aos meses de novembro a fevereiro. Neste periodo, a arvore apresenta flores
brancas, com aproximadamente 4 cm de didametro e seis pétalas. A maturidade
dos frutos pode ser atingida apdés 15 meses da queda das flores (PACHECO;
SCUSSEL, 2006; LORENZI, 2010).

Os frutos da castanheira sdo chamados de ouricos. Consistem em duas
camadas esféricas de substancia lenhosa, sendo a externa mais fina e a interna
uma capsula. Sao espessas e possuem o interior repleto de sementes de
castanhas, envoltas por uma polpa amarelada. O peso varia entre 0,5 a 5 kg e pode
conter de 10 a 25 sementes (PACHECO; SCUSSEL, 2006). Uma Unica arvore pode
produzir de 100 a 150 kg de castanhas na época da safra (AP1Z, 2009).

A coleta destes frutos geralmente se inicia em novembro e é finalizada em
abril, ocorrendo durante o periodo das chuvas. A colheita convencional é inviavel,
devido ao elevado porte das arvores e pelo risco de serem colhidos frutos imaturos.
Portanto, sdo colhidos aqueles frutos que ja cairam no chdo, por estarem



certamente maduros (MULLER et al., 1995). A Figura 1 ilustra a arvore, o fruto e as

sementes da castanha do Brasil.

Figura 1. Castanha do Brasil. Semente sem casca (A), Ourico contendo castanhas (B),
Castanheira (C) e Semente com casca (D). Fonte: Google.

A améndoa da castanha é bastante apreciada nédo so6 pelo seu sabor, como
também pelo seu alto valor nutritivo, pois é rica em proteinas, vitaminas A, B1, B2
e C, célcio, fésforo, magnésio, potassio, selénio e cobre (PACHECO, 2007). Ha
diferencas na quantidade de nutrientes de cada castanha, pois isso varia em fungéo
do tamanho da castanha, sua variedade e origem, e 0s componentes mais
abundantes sdo os carboidratos, seguidos pelos lipidios, proteinas e fibras, de
forma que o valor energético é bastante elevado (Tabela 1) (MOODLEY et al.,
2007).

Um grande foco da pesquisa sobre a castanha do Brasil é a presenca de
selénio, uma vez que este nutriente possui acdo antioxidante nos processos
metabdlicos (PACHECO; SCUSSEL, 2006). Sua atuacao esta relacionada com



reacoes redox, hormdnio tireocideano, metabolismo da fungdo imunoldgica,
prevencao de doencas crénicas nao transmissiveis e reproducao (KRYUKQV et al.,
2003; SOUZA; MENEZES, 2004).

Tabela 1. Informacéo nutricional da Castanha do Brasil e valores de ingestao
diarios recomendados (VD)

Porgcédo de 100 g

Quantidade por porgéao % VD
Valor calérico 676 kcal 34
Carboidratos 799 26
Proteinas 14g 19
Gorduras totais 67 ¢ 122
Gorduras saturadas 15¢ 69
Gorduras trans 0g VD né&o estabelecido
Colesterol 0 mg 0
Fibra alimentar 8¢ 32
Sodio <5 mg 0,08
Célcio 146 mg 18
Ferro 2mg 16
Selénio 204 g 600

Fonte: Cooperacre, 2014

A composicao lipidica também é muito importante, uma vez que sdo o0s
lipideos que conferem caracteristicas sensoriais aos alimentos, como odor e cor. A
améndoa da castanha contém boa quantidade de éleo de alto valor alimentar, e o
teor de lipideos atinge 60-70%. O teor de acidos graxos saturados (miristico e
palmitoléico) e insaturados € superior a outras sementes oleaginosas. Estudos
comprovam que ha uma relagédo entre a frequéncia de consumo de castanha e a
reducdo da incidéncia de doencgas do coragao, funcionando como uma espécie de
cardioprotetor (PACHECO; SCUSSEL, 2006; FREITAS; NAVES, 2010;
COOPERACRE, 2014).



2.2 Importancia econémica da castanha do Brasil

A castanha do Brasil € o principal produto extrativo ndo madeireiro da
Amazdnia. Além da sua utilizacdo como fonte alimenticia, seu tronco é utilizado na
construgao civil e naval; o ourico é utilizado como carvao vegetal em fornos ou
como artigo para artesanatos; as cascas das améndoas sdo empregadas como
fonte para biocombustiveis. O 6leo obtido pela prensagem das sementes também
tem diversas formas de utilizacao, como fabricacdo de cosméticos e fitoterapicos,
fonte de carbono para micro-organismos em meios especificos e como lubrificante
na aviacao (CAMPO/PAS, 2004).

E um dos produtos que é originario de paises subdesenvolvidos, mas é
consumido por paises desenvolvidos, como por exemplo, Estados Unidos, China,
Austria, Franca, Itdlia, Alemanha e Inglaterra (TAVARES et al., 2010).

Como o nivel tecnoldgico na colheita da castanha é baixo ou minimo, e as
condigdes de manejo e manuseio da matéria-prima sdo muitas vezes inadequadas,
ha possibilidade de aparecerem pontos de contaminacdo, ocasionando riscos a
saude do consumidor e perdas econémicas. As bactérias do grupo coliformes e os
fungos produtores ou ndo de toxinas, tém seu crescimento favorecido devido a
prolongada exposicéo a fatores ambientais e as mas condigdes de manipulacdo na
industria (CAMPO/PAS, 2004).

Por ser um produto de elevada importancia para a economia dos estados da
Amazénia brasileira, a presenca de fungos toxigénicos na castanha do Brasil é
critica, uma vez que as barreiras sanitarias impostas pela Unido Européia séo
rigidas e impdem baixos limites para a presenca de aflatoxinas em castanhas.
Assim, o Brasil tem encontrado dificuldade para exportacdo, especialmente de
castanhas com cascas que nao passam por etapas de processamento (PACHECO;
SCUSSEL, 2006; FERREIRA, 2013).



2.3 Cadeia produtiva da castanha do Brasil

O sistema de producédo tradicional da castanha do Brasil é baseado na
unidade familiar e ndo envolve investimentos tecnoldgicos, sendo utilizadas
técnicas simples de coleta para este fim. As condi¢des higiénicas muitas vezes sao
precarias e a coleta, amontoa e quebra dos ouri¢cos para retirada das castanhas
sao realizadas ainda na floresta, seguida das etapas de transporte, armazenamento
e beneficiamento (SOUZA et al., 2013).

2.3.1 Etapa pré-colheita

A pré-colheita compreende a fase inicial e exploratéria da castanha do Brasil.
Tem sido cada vez mais adotada pelos extrativistas, que estdo seguindo as boas
praticas de manejo, que consistem em cuidados simples e que devem ser seguidos
desde a coleta do produto até o empacotamento e a industrializacdo, visando
melhorar a qualidade das castanhas produzidas (ALVARES, 2013; SOUZA et al.,
2013).

Segundo Campo/PAS (2004), Apiz (2009), esta etapa inclui as seguintes

fases:

» Mapeamento e marcacao das arvores: Elaboracdo de mapas indicando a
localizacao exata, algumas vezes com auxilio de GPS, das possiveis castanheiras
a serem manejadas. A marcagdo das arvores selecionadas é feita com fita ou

plaquetas.

= Corte dos cipds: Etapa importante que visa melhorar a produtividade das
castanheiras, pois os cip6s ali presentes comprometem o desenvolvimento da copa

da arvore, limitando a produgéo dos frutos (ourigo).

= Limpeza da base das castanheiras: E a retirada dos frutos que cairam em
safras anteriores e ficaram amontoados na base da arvore. Esta etapa é
considerada critica, pois estes ourigos e castanhas ficaram em contato com o solo



e expostos a elevada umidade e temperatura ao longo do ano todo, o que favorece
o desenvolvimento de diversos micro-organismos, dentre estes os fungos do
género Aspergillus, que possui espécies produtoras de aflatoxinas. Se esta etapa
nao for realizada, esses ourigcos e castanhas contaminados podem ser coletados
juntamente com os da safra atual, facilitando a contaminacao das novas castanhas
por fungos e aflatoxinas.

2.3.2 Etapa de colheita e pos-colheita

Campo/PAS (2004), Apiz (2009) e Souza et al. (2013) listam as seguintes

fases na pds-colheita:

» Coleta e amontoa dos ouricos: Como a castanheira é muito alta, a coleta
direta da arvore torna-se inviavel, portanto € esperada a queda do ourico para
depois coleta-lo. A época que esta fase acontece € durante as estagdes chuvosas.
ApGs a queda, os ourigos sdo amontoados proximos a base das castanheiras, onde
ficam por algum tempo até serem recolhidos e levados ao local de quebra.

A demora na coleta é justificada pelos extrativistas devido ao risco iminente
durante a época da safra, em que 0s ouricos continuam caindo de arvores de até
40 m de altura. O fator preocupante é que, devido a este contato com o solo, que
pode ser longo, juntamente com as condi¢des climaticas da regido, a contaminacao
fungica da castanha do Brasil é bastante grande e preocupante, pois o solo é um
habitat de fungos toxigénicos (BAQUIAO et al., 2012).

» Selecdo dos ourigos: Durante a coleta e amontoa, deve-se realizar a sele¢ao
dos ouricos descartando-se frutos que apresentem elevada contaminagéo
microbioldgica ou qualquer outro tipo de defeito que comprometa sua qualidade
visual, nutricional ou mercadolégica (ALVARES, 2013). O descarte dos ouricos
deve ser feito em local distante dos pontos de coleta podendo ser enterrados ou
utilizados para outros fins como combustivel, producao de artesanato, entre outros.
(SOUZA et al., 2013).



» Quebra dos ouricos: Realizada manualmente para retirada das castanhas.
Sao descartadas as que apresentarem contaminacdo visivel. O descarte das
castanhas € considerado um ponto critico, pois podem levar a contaminagéo para

safras futuras, portanto deve ser feito longe do ponto de coleta.

= Transporte para a unidade de producdo: E o transporte das castanhas da
floresta para o armazém, realizado por animais de carga ou por pessoas utilizando

cestos de fibras naturais.

s

»Lavagem das castanhas: Nem sempre esta pratica é realizada, porém
quando acontece é realizada em rios proximos aos castanhais. A fungéo desta
lavagem € a retirada de impurezas e castanhas chochas.

Tonin et al. (2008) conduziram um estudo junto aos extrativistas em Roraima.
Mais da metade dos entrevistados realizvam a etapa de lavagem das castanhas de
maneira inadequada, ou seja, em agua parada, muitas vezes utilizando pneus
velhos como vasilhas. Além disso, alguns alegavam néao realizar a secagem ao sol,
somente armazenavam as castanhas molhadas e as deixavam secando em

conjunto, dentro de sacos.

» Secagem das castanhas: Depois de lavadas, as castanhas s&o secas em
secadores solares ou espalhadas em mesas de secagem. Se esta secagem nao
for eficiente, o teor de umidade da castanha aumentara e havera favorecimento de

desenvolvimento de fungos micotoxigénicos.

» Armazenamento na unidade de producdo: Quando a castanha ndo é
comercializada imediatamente apds a coleta, é realizado o armazenamento do
produto com a casca, em local construido especificamente para isso. Sdo galpdes
de madeira com tamanho compativel com a producéo, ou seja, devem-se evitar
grandes pilhas de castanha que dificultam a circulacao de ar. Estes galpbes devem
ser construidos a uma altura média de 1 m do chao permitindo a circulacéo de ar e
evitando, assim, o contato com o solo, elevada umidade e entrada de animais. As



paredes e pisos devem ter frestas de aproximadamente 1,5 cm para permitir a
melhor aeracao do produto (SOUZA et al., 2013).

» Transporte para a unidade de beneficiamento: Este transporte pode ser
rodoviario ou fluvial. Quando realizado da segunda forma, € recomendado o uso de
estrados no fundo da embarcagéo para evitar contato da castanha com o fundo da
embarcacgao.

2.3.3 Etapa na unidade de beneficiamento

O beneficiamento é realizado em usinas, com equipamentos para a producao
em larga escala e segue as seguintes etapas (CAMPO/PAS, 2004, PACHECO;
SCUSSEL, 2006; SOUZA et al., 2013):

= Recepcado e selecdo das castanhas: Através de inspecdo visual sao
eliminadas as castanhas quebradas, com coloracdo diferente e contendo

contaminacao visivel por fungos.

» Armazenamento das castanhas: Aquelas que possuem casca Sao
armazenadas em galpbes com boa ventilagdo, embaladas em sacos de
polipropileno e sdo mantidas sobre estrados limpos, evitando o contato com o piso
e umidade. Os lotes a granel sdo mantidos em baias ou silos igualmente
impermeaveis e de facil limpeza e sanitizagdo. O teor de umidade e temperatura
dos lotes, principalmente daqueles mantidos a granel devem ser monitorados e
registrados diariamente (ALVARES, 2013).

» Lavagem: A castanha é submersa em agua potavel a temperatura ambiente.
Sua funcéo € a remocao de matéria organica e restos de terra ainda aderidos a
castanha. E necessario controlar o teor de cloro da agua (0,5 ppm — 0,8 ppm) para
maximizar a lavagem, além de realizar a limpeza e sanitizacdo dos tanques e
utensilios no final de cada turno (CAMPO/PAS, 2014).

» Tratamento térmico: As castanhas sdo tratadas por imersdo em agua em

ebulicdo por 1 a 2 min a 100 °C, ou autoclavadas acima de 250 °C por 2 a 5
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segundos, sendo este o processo mais utilizado. Esta etapa além de favorecer a
diminui¢cdo da carga microbiana, facilita a retirada da casca.

»Quebra: As castanhas, ainda quentes, sdo transferidas para as mesas de
quebra onde o processo € feito mecanicamente, com o auxilio de uma prensa

manual. A casca é descartada.

» Selecdo: Realizada manualmente para eliminar as castanhas deterioradas

ou danificadas fisicamente.

»Classificacao: Conforme as especificagbes para padronizacéo,
comercializacao e classificacao definidas pelo Ministério da Agricultura, de acordo

com o tamanho.

» Desidratacao: Processo realizado em estufa a 60 °C por 24 horas para
atingirem umidade entre 11 e 15%. As castanhas com casca podem ser secas em
secadores rotativos, obedecendo o mesmo teor de umidade.

*Pesagem e embalagem: as améndoas descascadas sao pesadas e
embaladas a vacuo por processo semi-automatico em sacos aluminizados com
capacidade para 20 kg. Este material é indicado para retardar o processo de
oxidagao, resultando em sabor e odor indesejaveis. As castanhas com casca séo
embaladas em sacos de polipropileno de 60 kg.

» Armazenamento do produto final até o transporte para o comércio.

2.4 Micotoxinas

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos filamentosos,
capazes de provocar doencas ou morte quando séo ingeridas por animais ou pelo
homem (PITT; HOCKING, 2009; SAMSON et al., 2010). A produgéo de micotoxinas
pode ocorrer em qualquer época do cultivo, da colheita ou até mesmo da
estocagem dos alimentos, uma vez que é dependente do crescimento fungico;
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porém, a toxina pode permanecer apos a destruicdo do fungo que a produziu
(IAMANAKA et al. 2010).

O prejuizo econdmico causado pela producao de micotoxinas € muito grande,
representando perda direta de produtos agricolas, perda de animais, custos
indiretos dos sistemas de controle para algumas micotoxinas, custos de
destoxificacao, além da rejeicao de produtos pelos importadores (SAMSON et al.,
2010). Cerca de 300 micotoxinas diferentes j& foram identificadas. Destas, 20 séo
consideradas mais frequentes e capazes de oferecer risco a saude, porém,
somente aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxina A, patulina, tricotecenos e
zearalenona possuem limites maximos na legislacédo brasileira RDC n° 7 de 18 de
Fevereiro de 2011 (ANVISA, 2011).

2.4.1 Aflatoxinas

As aflatoxinas foram descobertas na década de 60, o que explica o fato de
serem as micotoxinas mais estudadas até o momento. S&o mais frequentemente
encontradas em alimentos que nao foram adequadamente armazenados apds a
colheita (IARC, 2002; PITT; HOCKING, 2009; SAMSON et al., 2010).

Ja foram isolados cerca de 20 compostos classificados como aflatoxinas,
porém somente seis sdo consideradas mais importantes: Aflatoxinas B1, B2, G1, Gz,
M1 e M2 (Figura 2). A denominacéo refere-se as cores que emitem (blue e green)
sob luz ultravioleta em comprimento de onda de 365 nanémetros (nm) e 0s numeros
1 e 2 sdo devido a distancia da migracao dos compostos ap6s cromatografia em
camada delgada. As duas ultimas sdo metabdlitos da aflatoxina B+ em humanos e
animais (KELLER et al., 2005).

A Figura 2 mostra as estruturas quimicas das principais aflatoxinas.
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Figura 2. Estruturas quimicas das aflatoxinas B+, Bz, My, Mz, G1 € G2,
Fonte:http://en.engormix.com/MA-mycotoxins/articles/aflatoxin-in-maizet1974/p0.htm

A aflatoxina B1 é a mais frequente e a aflatoxina G1 ndo é reportada na
auséncia da B1. Ja as aflatoxinas B2 e G2 s&o geralmente encontradas com menor
frequéncia na natureza (IARC, 1993). Segundo IARC (2002), a aflatoxina B1 é
classificada como Grupo 1, ou seja, potencialmente carcinogénica para humanos,

além de ser hepatotéxica.

A intoxicagéo por aflatoxinas pode ser de duas formas: aguda ou crénica,
dependendo da concentracao presente no alimento ingerido. Quando o teor é
baixo, porém o tempo de ingestao é longo, a aflatoxicose € chamada de crbnica. Ja

o efeito agudo ocorre quando sdo ingeridos alimentos contendo altos teores da
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micotoxina, sendo irreversivel, de percepcao rapida dos sintomas e pode levar
animais ou o homem a morte (BENNETT; KLICH, 2003).

O trato gastrointestinal absorve facilmente as moléculas de aflatoxina. Apés
cairem na corrente sanguinea, sao distribuidas para diferentes érgados, como
figado, musculos, tecidos adiposos e rins. Os sintomas causados pela ingestao
desta micotoxina sdo diarréia sanguinolenta, cirrose, sindrome de Reye
(encefalopatia com degeneragdo gordurosa do cérebro), hemorragia nos rins,
diminui¢do do sistema imunol6gico (PACHECO; SCUSSEL, 2006).

Pacheco et al. (2010) detectaram aflatoxinas em 7,5% das 120 amostras de
castanha do Brasil coletadas em Manaus nas colheitas de 2003 e 2004. As
aflatoxinas foram detectadas nas amostras oriundas das etapas de recepcao e

comercializacao.

Calderari (2011) realizou estudo com 143 amostras de castanha do Brasil
obtidas dos estados do Para, Amazonas e Sao Paulo. Foi detectada a presenca de
aflatoxinas, sendo que cinco amostras excederam o limite maximo de aflatoxinas
totais estabelecido pela ANVISA (10 ug/kg para castanhas do Brasil, sem casca,

destinadas ao consumo direto).

2.5 Género Aspergillus

O género Aspergillus pertence a classe dos eurotiomicetos, ocorrem em
grande variedade de habitats, especialmente como saprofitas em solos, alimentos
armazenados, entre outros. Sao caracterizados pela formagéao de conidiéforos com
estipes grandes e espessas, terminando na forma de vesicula. Estas séo
geralmente esféricas e sdo base para o crescimento de métulas e/ou fialides, que
por sua vez, sdo o local onde se formam os conidios (esporos assexuados) (KLICH;
PITT, 1988; PITT; HOCKING, 2009).

Os Aspergillus sdo capazes de crescer em uma ampla faixa de temperatura,
possuem esporos resistentes a luz e a substancias quimicas, portanto conseguem

competir com outros géneros pelo dominio na contaminacao de alimentos. Nos
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tropicos e sub-tropicos sua ocorréncia € maior do que a do género Penicillium, e
varias espécies sao capazes de produzir metabdlitos téxicos, chamados de
micotoxinas (SAMSON et al., 2010; PITT; HOCKING, 2009). Dentro deste género
encontram-se as secdes Flavi, Nigri e Circumdati, as quais possuem as espécies
produtoras de aflatoxinas e ocratoxinas, além de diversos outros metabdlitos
toxicos. As principais espécies pertencentes ao grupo Aspergillus section flavi sao:
A. flavus, A. parasiticus, A. nomius e a recente A. arachidicola (FEIBELMAN et al.,
1998; FRISVAD et al., 2008; PILDAIN et al., 2008).

2.5.1 Asperygillus flavus Link

A espécie A. flavus € comum no mundo todo, ocorrendo em alimentos como

amendoim, milho, cereais, castanhas e em muitos outros (SAMSON et al., 2010).

Sua macromorfologia consiste em colénias com crescimento rapido em CYA
(Agar Czapeck) a temperaturas entre 25 °C e 37 °C, com incubagéo de sete dias.
A coloracédo é verde amarelado ou verde oliva, e o reverso da colénia é creme. A
textura € geralmente flocosa no centro e cerca de 50% dos isolados produzem
esclerdcios inicialmente brancos que se tornam pretos com o tempo (PITT;
HOCKING, 2009; SAMSON et al., 2010).

Quando colocados no meio de cultura Agar Aspergillus Flavus Parasiticus
(AFPA) e incubados por sete dias a 25 °C apresentam o reverso da coldénia com
coloragao laranja. Esta reagdao ocorre em cepas produtoras de acido aspergilico
gue reagem com ions férricos do citrato férrico presente na composi¢cdo do meio
(PITT et al., 1983).

Quando observado ao microscopio optico, A. flavus apresenta-se na maioria
das vezes na forma bisseriada (com métula e fialide) (Figura 3), mas também pode
ser observada a forma unisseriada (somente com fialide). A vesicula é globosa,
com diametro entre 30 e 50 um. Os conidios sdo globosos ou subglobosos,
levemente rugosos, com diametro variando entre 3 a 6 um (PITT; HOCKING, 2009

).
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Alguns isolados de A. flavus sao capazes de produzir somente a aflatoxina
B1, ou B1 e B2 enquanto outros ndao produzem, além de acido kojico, acido-3-
nitropropiénico, ditriptofenalina e &acido ciclopiazénico (PITT; HOCKING, 2009;
SAMSON et al., 2010).

0" _ Fidlide

Vesiculs

— Conididforo

Figura 3: Representagédo esquematica da morfologia de um Aspergillus.

Fonte:http://www.eng.ufsc.br/labs/probio/disc_eng_biog/trabalhos_pos2003/const_
microorg/fungos5.gif

As temperaturas de crescimento deste fungo podem variar entre 10 °C e
48 °C, com 6timo a 33 °C. A atividade de agua pode variar entre 0,78 em 33 °C e
0,84 em 25 °C (PITT; HOCKING, 2009; SAMSON et al., 2010).

Baquiao (2012) analisou amostras de castanha do Brasil durante varias
etapas do processamento do produto. Nas amostras coletadas ainda em campo, 0
fungo prevalente nas améndoas foi o A. flavus (2548 x 10° UFC/g). No
armazenamento, o género Aspergillus spp também foi prevalente nas améndoas
(1528 x10* UFC/g). Destes, foram isolados A. flavus (439 x 10* UFC/g) e A. nomius
(261 x 10* UFC/g), entre outros.

O estudo de Arrus et al. (2005) objetivou a avaliacdo do crescimento de A.
flavus em castanhas incubadas em diferentes temperaturas e diferentes umidades.
Este trabalho mostrou que houve étimo crescimento fungico apéds trés semanas de
incubacdo a 25-30 °C, com umidade relativa de 97%. Além disso, sob essas
condigdes, os autores encontraram altos valores de aflatoxina B1 (4483 ug/kg).

16



Calderari (2011) coletou 143 amostras de castanhas do Brasil (améndoas e
cascas), provenientes dos estados do Para, Amazonas e Sao Paulo. Foram
isolados e identificados 13.625 fungos, com uma média de infeccdo que variou de
51,9 a 100%. Os géneros mais incidentes foram: Aspergillus, Penicillium, Eurotium,
entre outros. O total de A. flavus foi de 703 isolados.

2.5.2 Aspergillus nomius Kurtzmann, Horn & Hesseltine

A espécie A. nomius ja foi encontrada em diferentes substratos como nozes,
cana-de-aglcar, sementes e grados armazenados, além da castanha do Brasil
(VARGA et al., 2011; CALDERARI et al., 2013).

Apresenta coldnias flocosas de coloragdo branca ou levemente esverdeada,
com estruturas conidiais geralmente produzidas nas extremidades depois de um
periodo de incubacéao superior a sete dias. Quando isoladas em agar Czapeck, as
colbénias apresentam diametro entre 40 e 70 mm depois de sete dias de incubagéo
a 25 °C. A 42 °C, o diametro diminui para o maximo de 15 mm. No meio de cultura
AFPA apresenta a coloracao laranja no reverso da colénia (KURTZMAN et al.,
1987).

Quando observado ao microscépio Oéptico, o fungo apresenta-se
predominantemente na forma uniseriada, mas também pode ser observada a forma
bisseriada. Os conidiéforos sédo incolores, rugosos. A vesicula tem a forma globosa
ou subglobosa, com diametro variando entre 25 a 65 um. Os conidios sao globosos
ou subglobosos, rugosos, com diametro variando entre 4,5 a 6,5 um (KURTZMAN
et al., 1987; BAQUIAO et al., 2013).

Com relacao aos metabdlitos, A. nomius séo produtores de aflatoxinas B1 Bz
G1 Gz, aflavinina, acido tenuazénico e acido kojico e ndo sao produtores de acido
ciclopiazénico e acido aspergilico (KURTZMAN et al., 1987; SAMSON et al., 2010;
BAQUIAO et al., 2013; CALDERARI et al., 2013).
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O fungo A. nomius pode ser mais comum em castanhas do Brasil do que o
esperado, devido ao fato de possuir caracteristicas semelhantes ao A. flavus, o que
dificulta sua identificacdo (OLSEN et al., 2008).

Calderari et al. (2013) coletaram 288 amostras de castanha do Brasil da regido
Amazobnica e do estado de Sao Paulo. De todas as amostras, 4172 fungos
Aspergillus section flavi foram isolados. Destes, a espécie de maior incidéncia foi
A. nomius (1235 isolados). Todos os isolados desta espécie foram considerados

potencialmente produtores de aflatoxinas B e G.

Olsen et al. (2008) analisaram amostras de castanha do Brasil
comercializadas na ltalia e obtiveram 22 isolados fungicos, pertencentes ao grupo
Aspergillus section Flavi. Destes, 19 foram identificados como A. flavus e trés como
A. nomius. No mesmo trabalho, os autores avaliaram o potencial de producao de
aflatoxinas por estes isolados, concluindo que dez cepas de A. flavus eram
potencialmente produtoras de aflatoxina do tipo B, e todos os A. nomius de
aflatoxinas do tipo B e G.

Reis et al. (2012) isolaram 254 espécies de Aspergillus a partir de 200
amostras de castanhas. Destes isolados, a frequéncia de A. nomius identificados
por taxonomia polifasica atingiu uma média de 56% em améndoas e 63,8% em

cascas.

2.5.3 Aspergillus arachidicola Pildain, Frisvad & Samson

Esta € uma espécie descrita recentemente por Pildain et al. (2008). Os
isolados da espécie A. arachidicola sdo comuns em amendoim e na castanha do
Brasil (SAMSON, et al., 2010).

As colbnias sao aveludadas com inUmeros conidios e apresentam coloracao
verde oliva para marrom com textura aspera, com auséncia de esclerocios. No meio
Agar Czapeck, o didametro da colénia chega a 65 mm depois de sete dias a 25 °C.
Ja a 37 °C, o diametro chega a 70 mm. O fungo também apresenta bom
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crescimento a 42 °C. Depois de sete dias a 25 °C em meio AFPA, o reverso da

colénia apresenta cor laranja (PILDAIN et al., 2008).

Quando observado ao microscopio éptico, A. arachidicola pode apresentar-se
na forma bisseriada ou unisseriada. A vesicula é globosa ou subglobosa, com
didmetro variando entre 28 a 50 um. Os conidios sdo globosos ou subglobosos,
com diametro entre 4,5 a 5 um, rugosos e com coloracao esverdeada (PILDAIN et
al., 2008).

Além disso, os isolados sdo capazes de produzir aflatoxinas B1, Bz, G1 e G,
acido kojico, parasiticolida, acido aspergilico e crisogina (PILDAIN et al., 2008;
SAMSON, et al., 2010).

No trabalho de Calderari et al. (2013) houve a deteccéo de A. arachidicola em
duas amostras de améndoas de castanha antes do processamento, € em uma

amostra de casca adquirida em mercado de rua.

2.6 Legislacao

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), novos
limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos foram publicados
no Diario Oficial da Unido, na Resolucdo RDC N¢ 7 de 18 de fevereiro de 2011. O
LMT de aflatoxinas totais (B1+B2+G1+Gz2) para castanha do Brasil com casca para
consumo direto é de 20 ug/kg, para castanha do Brasil sem casca para consumo
direto é de 10 pg/kg e para castanha do Brasil sem casca, para processamento
posterior € de 15 pg/kg (ANVISA, 2011). A Tabela 2 mostra os LMT de aflatoxinas
para diferentes alimentos.
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Tabela 2. Limites maximos tolerados para aflatoxinas em diversos alimentos (ANVISA,
2011).

Micotoxinas Alimento Limite (ug/kg)
Cereais e produtos de cereais,
exceto milho e derivados, incluindo 5
cevada malteada
Feijao 5
Castanhas exceto Castanha-do-
Brasil, incluindo nozes, pistachios, 10
avelas e améndoas
Frutas desidratadas e secas 10
Castanha-do-Brasil com casca 20
para consumo direto
Castanha-do-Brasil sem casca 10
para consumo direto
Castanha-do-Brasil sem casca 15

para processamento posterior
Alimentos a base de cereais para
alimentacgao infantil (lactentes e 1
criangas de primeira infancia)
Formulas infantis para lactentes e
férmulas infantis de seguimento
para lactentes e criangas de

Aflatoxinas B1, B2, G1, primeira infancia
Go Améndoas de cacau 10
Produtos de cacau e chocolate 5

Especiarias: Capsicum spp. (0
fruto seco, inteiro ou triturado,
incluindo pimentas, pimenta em
po, pimenta caiena e pimentao-
doce); Piper spp. (o fruto, incluindo
a pimenta branca e a pimenta
preta) Myristica fragrans (noz-
moscada) Zingiber officinale
(gengibre) Curcuma longa
(curcuma). Misturas de especiarias
que contenhamuma ou mais das
especiarias acima indicadas
Amendoim (com casca),
(descascado, cru ou tostado),
pasta de amendoim ou manteiga
de amendoim
Milho, milho em gré&o (inteiro,
partido, amassado, moido), 20
farinhas ou sémolas de milho
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2.7 Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo misturas complexas de compostos volateis produzidos por
certos vegetais, obtidos em diversas partes da planta através de métodos fisicos
como a prensagem e a destilacdo (SIMOES et al., 2007; BASER; BUCHBAUER,
2010). Apresentam-se como uma mistura de diferentes concentragdes de

hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis,
ésteres, éteresdxidos, perdxidos, entres outros. Portanto existe uma imensa
variagdo na composicdo quimica de 6leos essenciais (SIMOES et al., 2007;
BASER; BUCHBAUER, 2010).

Os 6bleos essenciais possuem diversas fungdes ecolégicas, atuando como
mensageiros internos da planta e defesa contra o estresse e ataque de patégenos,
além de apresentarem utilidade para o uso comercial (BASER; BACHBAUER,
2010).

Dentre as aplicagdes potenciais esta o uso dos Oleos essenciais como
antimicrobianos, sendo uma alternativa natural aos produtos sintéticos, o que vem
de encontro a crescente exigéncia dos consumidores por aditivos naturais
(FREIRE, 2008).

Na célula microbiana, os 6leos essenciais sdo capazes de danificar varios
sistemas enzimaticos, como aqueles envolvidos na producéo de energia celular e
na sintese de compostos estruturais (CONNER; BEUCHAT, 1984).

Rasooli et al. (2006) estudaram o mecanismo de inibicao dos dleos essenciais
de Thymus eriocalyx e T. x-porlock sobre A. niger e verificaram que nas
concentracdes de 125 ppm e 250 ppm, respectivamente, os 6leos foram capazes
de causar severos danos na parede celular, membrana celular e organelas. Foram
observadas mudangas morfolégicas nas hifas, rompimento da membrana

plasmatica e destruicdo das mitocondrias.
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Pimentel et al. (2010) avaliaram a atividade antifungica do 6leo essencial de
Tanaecium nocturnum (cip6—corimb0) sobre cepas de A. flavus e concluiram que a
inibicao total do crescimento micelial ocorreu na concentragcéao de 782 ppm.

Também Freire (2008) testou 6leos essenciais de Cinnamomum zeylanicum
(canela), lllicium verum (anis-estrelado) e Origanum manjorona (manjerona) sobre
A. parasiticus e observou concentragées minimas inibitérias para o crescimento

micelial de 0,25, 2 e 2 uL/mL, respectivamente.

Paranagama et al. (2003) estudaram o efeito do 6leo essencial de capim-limao
(Cymbopogon citratus) sobre A. flavus isolados de arroz armazenado. O édleo
apresentou efeitos fungistatico e fungicida de 0,6 e 1 mg/mL, respectivamente.

Em um estudo similar, Pereira et al. (2006) avaliaram o efeito inibitério in vitro
de Oleos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis), cebola (Allium cepa),
manjericado (Ocimum basilicum), menta (Mentha piperita) e orégano (Origanum
vulgare) sobre o desenvolvimento de Fusarium sp., Aspergillus ochraceus, A. flavus
e A. niger. O 6leo que apresentou melhor atividade foi o de orégano, que inibiu o
crescimento de todos os fungos na concentracao de 500 mg/mL, exceto A. niger,
que necessitou da concentracdao de 1000 mg/mL. Os demais 6leos tiveram efeito
na concentracado de 1500 mg/mL, para todos os fungos.

Os 6leos essenciais de manjericao doce (O. basilicum), cassia (Cinnamomum
cassia), coentro (Coriandrum sativum) e louro (Laurus nobilis) foram testados
quanto a inibicdo do crescimento micelial de A. parasiticus. O unico éleo essencial
que nao apresentou efeito sobre o fungo foi o de coentro. O restante foi capaz de

inibir o crescimento micelial nas concentragbes 1-5% (v/v) (ATANDA et. al., 2007).

Thanaboripat et al. (2007) também estudaram o efeito de 16 éleos essenciais
sobre o crescimento de A. flavus. O déleo de Melaleuca cajeputi (madeira branca)
foi 0 que apresentou maior poder de inibi¢cdo, seguido pelo éleo de Cinnamomum
cassia (cassia) e Lavandula officinalis (alfazema).
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Ferreira et al. (2013) avaliaram o potencial inibitério do éleo essencial de
Curcuma longa L. (agafrdo da india) sobre a produgéo de aflatoxinas. Os autores
concluiram que 0,5% (v/v) de 6leo sobre o meio de cultura testado foi capaz de

reduzir em 99,9% a producéo de aflatoxina B1 e Bo.

O estudo de Velluti et al. (2004) demonstrou que os éleos de canela (C.
zeylanicum), orégano (O. vulgare) e limao (Citrus limon) apresentaram efeito sobre
a producdo das micotoxinas zearalenona e desoxinivalenol produzidas por

Fusarium graminearum, em graos de milho contaminados.

As aflatoxinas B1B2G1 e Gz produzidas por A. parasiticus, e seu crescimento
micelial foram totalmente inibidos pela acdo de 450 ppm de 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis (RASSOLI et al., 2007).

2.7.1 Artemisia annua L.

A planta A. annua é uma espécie da familia Asteraceae, aromatica e arbustiva.
E conhecida como Quinghao na China, de onde é originaria e como Alfazema no
Brasil. Sua composicdo quimica é constituida por sesquiterpenos, flavonéides,
cumarinas, triterpendides, compostos esteroides, fendis, purinas, lipideos e
compostos alifaticos (BHAKUNI et al., 2001).

Sua atividade antimicrobiana foi previamente relatada por Juteau et al. (2002),
que utilizaram seu bleo essencial visando controle do crescimento das leveduras
Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae, observando inibicdo do

crescimento.

2.7.2 Campomanesia xanthocarpa Berg

A C. xanthocarpa, cujo nome popular € guabiroba, pertence a familia
Myrtaceae. E uma &rvore frutifera, nativa da regido sul do Brasil (ALICE et al.,
1995).

Na medicina popular, a infusdo de folhas de guabiroba é utilizada como
depurativa, anti-diarréica, anti-reumatica e na reducdo do colesterol plasmatico
(Pavan et al., 2009).
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Cavalcanti et al. (2012) estudaram a atividade antifungica do 6leo em questao
contra cepas das leveduras C. albicans, C. tropicalis e C. krusei. Os autores
obtiveram resultados satisfatorios de inibicdo das leveduras através da avaliagéo
da medida dos halos de inibi¢gdo formados, de 20, 36 e 18 mm, respectivamente.

O extrato metandlico de C. xanthocarpa foi também capaz de formar halos de
inibicdo de 9,5, 11 e 11,5 mm nas concentracbes 100, 200 e 300 pg/mL,
respectivamente, no meio de crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae,
e halos com 6,5 e 7,5 mm nas concentragdes 200 pug e 300 pg/mL no meio de
cultivo de C. albicans (DESOTI et al., 2011).

2.7.3 Cinnamomum burmannii (Nees &T. Nees) Blume

A espécie C. burmannii, pertencente a familia Lauraceae, é uma arvore
pequena, comumente conhecida por cassia da indonésia em sua regiao de origem,
que é o sudeste asiatico, e como canela no Brasil. E muito utilizada como especiaria
na culinaria (AL-DHUBIAB, 2012).

Através do trabalho de Shan et al. (2007) foi possivel identificar os compostos
majoritarios do 6leo da casca de C. burmannii. O principal composto € o E-
cinnamaldeido (83,6%), seguido de varios polifendis. Também Viegas et al. (2005)
estudaram o éleo essencial das folhas frescas da canela (C. zeilanicum) contra 37
isolados do grupo A. flavus. O resultado obtido foi positivo, havendo inibicdo do

crescimento micelial.

2.7.4 Cymbopogon citratus (DC) Stapf.

A espécie C. citratus € pertencente a familia Gramineae. Seu nome popular &
capim cidreira. E uma planta rasteira, de facil cultivo, nativa da Asia, porém
amplamente distribuida pelo Brasil (SCHUCK, 2001).

Os compostos quimicos majoritarios do 6leo essencial de C. citratus, obtido
por Bassolé et al. (2011) foram geranial (48,1%), seguido por neral (34,6%) e
myrceno (11%).
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Nguefack et al. (2004) avaliaram o efeito inibitério do 6leo essencial de C.
citratus contra A. flavus e A. fumigatus. A dose de 1200 ppm foi eficiente para inibir
o crescimento micelial de ambos os fungos. Em um trabalho similar, Pawar e Thaker
(2006) verificaram que o 6leo de capim cidreira foi eficaz na inibigcdo do crescimento
do A. niger, resultando em um halo de inibicdo de 33 mm, quando aplicado em

discos de difusao.

A inibicao do crescimento micelial de A. flavus foi observado no trabalho de
Sessou et al. (2013), que testaram o Oleo essencial de C. citratus nas
concentragdes de 800 mg/mL e 1000 mg/mL. O resultado foi 69,2% e 100% de
inibicao, respectivamente, para A. flavus.

2.7.5 Cyperus articulatus L.

A priprioca, como é conhecida popularmente, é uma espécie brasileira,
pertencente a familia Cyperaceae, cultivada por muitas comunidades rurais do Para
e comercializada como uma planta aromatica, que desperta muito interesse da
industria de cosméticos (ZOGHBI et al., 2006; CASTELLANI et al., 2011).

Segundo Olawore et al. (2006), os compostos quimicos majoritarios presentes
no 6leo essencial de C. articulatus originario da Nigéria sao ciperotundona (42%),

seguido de piperitona (10%) e y- maalieno (8,4%).

Bisht et al., (2011) analisaram o 6leo essencial de C. rotundus, que é nativo
da india. Como resultado do trabalho, os autores verificaram que o 6leo foi capaz

de inibir a esporulacao dos fungos A. flavus e Fusarium oxysporum

2.7.6 Eugenia caryophyllata Thunb.

O o6leo essencial extraido da planta E. caryophyllata pertencente a familia
Myrtaceae, popularmente chamada de cravo, € comumente utilizado de forma
medicinal, como no alivio de dores e também nas industrias de fragrancias
(CHAIEB et al., 2007).
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O maior componente quimico do 6leo essencial de cravo € o Eugenol (cerca
de 78%), seguido de [-cariofileno e outros constituintes, como &lcool benzilico
(PRASHAR et al., 2006).

Segundo Pawar e Thaker (2006), o 6leo de E. caryophyllata apresentou efeito
inibitério no crescimento de A. niger, resultando em um halo de inibi¢do de 36 mm,
quando aplicado em discos de difusdo e em seguida no meio de cultura PDA
(Potato Dextrose Agar).

2.7.7 Lippia sidoides Cham

Alecrim—pimenta, como é conhecida popularmente a L. sidoides, pertence a
familia Verbenaceae e é uma planta nativa da caatinga do nordeste do Brasil. E
uma planta incluida em programas governamentais de fitoterapia por ser
considerada agente anti-infeccioso de uso local (MATOS; OLIVEIRA, 1998).

As diversas espécies do género Lippia apresentam-se, quase sempre,
aromaticas e ornamentais. Dados de estudos bioldégicos mostram que muitas delas
sao capazes de exercerem atividades sobre o sistema nervoso central, além de
propriedades antivirais e analgésicas (SOARES, 2001). O maior componente
quimico do 6leo essencial de L. sidoides é o timol (aproximadamente 43%), seguido
do a-feladreno (22,4%) (FONTENELLE, 2008; CARVALHO et al., 2013).

Carvalho et al. (2013) avaliaram o efeito do éleo essencial de L. sidoides sobre
o fungo fitoptogénico Thielaviopsis paradoxa. O crescimento micelial e a produgéo
de conidios foram totalmente inibidos na concentracdo 0,3 pg/mL. O mesmo
resultado foi obtido por Oliveira et al. (2008), onde a mesma concentragao do éleo
essencial de L. sidoides (0,3 ug/mL) foi capaz de inibir o crescimento micelial dos

fungos A. niger, Penicillium sp, Fusarium sp. e F. oxysporum.

2.7.8 Piper abutiloides Kunth

A planta P. abutiloides, popularmente chamada de caapeba, € pertencente a
familia Piperaceae. Nativa do Brasil, € conhecida por suas propriedades
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antimicrobianas, antivirais, antioxidantes, anti-tumorais, entre outras. O dleo
essencial possui os compostos pseudodillapiol, eupomatendide-6 e conocarpano
(JOHANN et al., 2008). Os mesmos autores realizaram estudo com o 6leo essencial
de P. abutiloides. O objetivo foi fracionar o éleo a fim de obter os componentes
isolados e aplicar sobre diferentes cepas fungicas, como Candida albicans, C.
parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis, Cryptococcus neoformans e
Sporothrix schenckii. O melhor resultado obtido foi a concentragdo minima inibitéria

de 0,3 ug/mL contra C. glabrata.

2.7.9 Schinus terebinthifolius Raddi

Conhecida como aroeira, S. terebinthofolius é pertencente a familia
Anacardiadeae, é nativa da América do Sul e comumente encontrada na
arborizacao das ruas. Seu fruto é vermelho e o cheiro se assemelha ao da pimenta
(BARBOSA et al., 2007). Em sua composicao quimica estao presentes os seguintes
compostos: a e B-pineno, A3-careno, limoneno, entre outros. (LIMA et al., 2006;
BARBOSA et al., 2007).

Oliveira Junior et al. (2013) avaliaram o efeito do 6leo essencial de S.
terebinthifolius sobre o crescimento micelial do fungo Colletotrichum
gloesporioides, um importante fitopatdgeno responsavel pela antracnose em varias
frutas. Como resultado obtiveram uma inibicado de 79% do crescimento fungico na
concentracao de 0,5% de 6leo.

2.7.10 Thymus vulgaris L.

Tomilho, como é chamado popularmente, o T. vulgaris € uma erva aromatica,
pertencente a familia Lamiaceae, muito comum na Europa e muito utilizada para
adicionar aroma e sabor em muitas comidas. Para a medicina, é utilizado no
tratamento de dores de cabeca, tosse, diarréia, disfuncao renal, entre outros (LEE
et al., 2005).
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O éleo de Thymus apresenta como constituinte principal o timol (72%), que é
uma substancia natural muito requisitada por industrias quimicas e de cosméticos,
seguido por carvacrol (5,7%) e monoterpenos (MATOS; OLIVEIRA, 1998; LEE et
al., 2005).

Pawar e Thaker (2006) estudaram o 6leo de T. wvulgaris e concluiram que
ocorreu certa inibicao do fungo A. niger, porém o 6leo essencial em questao nao se
mostrou tao eficaz, formando um halo de 17 mm quando aplicado em discos de
difusdo. Por outro lado, Nguefack et al. (2009) obtiveram resultados satisfatérios na
inibicdo de A. ochraceus utilizando o éleo essencial de T. vulgaris.

2.7.11 Zingiber officinale Roscoe

O gengibre é uma planta herbacea pertencente a familia Zingiberaceae,
originaria da ilha de Java, india e China (YASSIN et al., 2012). Os principais
compostos quimicos presentes no éleo essencial de Z. officinale, obtidos por Singh
et al. (2008) foram o geranial (26%) seguido de a-zingibereno (9,5%), entre outros

compostos.

Pesquisadores testaram a capacidade inibitéria do dleo de Z. officinale sobre
o crescimento de Fusarium verticillioides. Como resultado obtiveram a
concentragdo minima inibitéria de 2500 pg/mL (YAMAMOTO - RIBEIRO et al.,
2013).

El — Baroty et al. (2010) testaram o 6leo de Z. officinale contra A. niger, e apds
incubagéo por 5 dias a 27 °C obtiveram inibi¢cdo total do fungo na concentracao de
100 ug/mL. Para A. flavus, a inibicdo do crescimento micelial ndo foi satisfatéria,
havendo apenas 23,8 % de inibicdo do crescimento micelial do fungo na maior

concentragao testada, ou seja, 1000 mg/mL (Sessou et al., 2013)

A Figura 4 ilustra as plantas medicinais e aromaticas estudadas no presente
trabalho.
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Figura 4. Plantas medicinais e aromaticas. (A) Artemisia annua; (B) Campomanesia
xanthocarpa; (C) Cinnamomum burmannii; (D) Cymbopogon citratus; (E) Cyperus
articulatus; (F) Eugenia caryophyllata; (G) Lippia sidoides; (H) Piper abutiloides; (1) Schinus
terebinthifolius; (J) Thymus vulgaris; (L) Zingiber officinale. Fonte Google.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antifungica de Oleos essenciais provenientes de 11
espécies de plantas medicinais e aromaticas, sobre cepas aflatoxigénicas de A.
flavus, A. nomius e A. arachidicola isoladas de castanha do Brasil.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar a concentracdo minima inibitéria (MIC) e a concentragao

fungicida minima (MFC) dos 6leos essenciais sobre os fungos aflatoxigénicos;

- Avaliar o efeito dos 6leos essenciais sobre o crescimento fungico, no que diz
respeito a morfologia, formacdo de esporos e coloracdo da colbnia
(qualitativamente);

- Avaliar o efeito dos 6leos essenciais sobre a produgéo de aflatoxinas pelas
espécies de Aspergillus;

- Avaliar o efeito dos 6leos essenciais no controle de fungos em cascas de

castanha do Brasil.

4. Material e Métodos
4.1 Selecao dos fungos

4.1.1 Plaqueamento das castanhas

Os fungos utilizados neste trabalho foram provenientes de amostra de
castanha do Brasil adquirida no comércio de Manaus. Os fungos foram isolados
através do método de Plaqueamento direto proposto por Pitt e Hocking (2009), no
qual 50 pedacos de castanhas foram submetidos a desinfeccao superficial com
hipoclorito de sédio 0,4% por 2 min, sob agitagdo manual.
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Logo apéds esta etapa, os 50 pedagos foram distribuidos em dez placas de
Petri contendo o meio de cultura Agar Dicloran 18% Glicerol (DG18) (Figura 5) e
incubados em estufa a temperatura de 25 °C, por um periodo de 5 dias. A escolha
deste meio de cultura foi devido a sua recomendacao para amostras com atividade
de 4gua menor que 0,95 (PITT; HOCKING, 2009).

Figura 5. Plagueamento da castanha do Brasil no meio DG18.

4.1.2 Isolamento e identificacao dos fungos de interesse

Os fungos que, visualmente, pertenciam ao grupo Aspergillus section flavi
foram transferidos para placas de Petri contendo o meio de cultura Agar Czapek
Extrato de Levedura (CYA) e incubadas por 7 dias a 25 °C. Apés este periodo, as
colénias isoladas foram repicadas em trés pontos equidistantes na placa, nos
seguintes meios de cultura: CYA, Agar A. flavus parasiticus (AFPA) e Agar extrato
de levedura sacarose (YESA). Todas as placas foram incubadas a 25 °C, por 7
dias. Em seguida, foi realizada a observacdo das estruturas fungicas para a
identificacdo morfoldgica. Para isto foi preparada uma lamina para visualizagcao
microscépica, de acordo com Samson et al. (2010). A cultura crescida em CYA teve
a superficie raspada com o auxilio de uma agulha e suas hifas transferidas
delicadamente para uma lamina. Em seguida, foi adicionada uma gota de alcool

70% e uma gota de acido lactico padrao analitico, finalizando com a adicdo de uma
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laminula. A ldmina seguiu para visualizagdo em microscopio éptico, nos aumentos
de 100, 400 e 1000X e a identificacao foi realizada sob orientacdo da Dra. Marta H.
Taniwaki do Instituto de Tencnologia de Alimentos de Campinas.

As culturas crescidas em AFPA foram avaliadas quanto a coloragdo que
prevaleceu no reverso da placa, e as culturas crescidas em YESA foram utilizadas

para o teste de producao de aflatoxinas.

4.1.3 Teste de producao de aflatoxinas

A técnica que foi utilizada para avaliar a capacidade de producdo de
aflatoxinas é denominada Agar Plug associada & cromatografia em camada
delgada (CCD), de Filtenborg et al. (1983). Ap6s o crescimento das colénias em
YESA, um pequeno pedaco do micélio fungico (plug) localizado no centro da
colénia foi retirado, e a este foram adicionadas trés gotas de solugéao
cloroférmio:metanol 1:1 (v:v) para extracao da toxina. Este plug foi aplicado em uma
placa de cromatografia de silicagel-G (Merck, Alemanha) de 500 pm de espessura.
Na mesma placa foram aplicados 2 uL do padrao de aflatoxinas (Sigma, St Louis,
EUA) visando comparacao com os plugs preparados a partir dos meios de cultura

de crescimento dos fungos.

Para realizacdo da cromatografia, a placa foi colocada em uma cuba contendo
a fase movel, constituida de solugao de tolueno, acetato de etila, acido férmico 90%
e cloroférmio, na proporgao 7:5:2:5 (v:v:v:v). Apos secagem, a placa foi visualizada
em camara UV (Cole Parmer, lllinois, EUA) nos comprimentos de onda de 365 nm
e 254 nm e os resultados comparados ao padréo.

4.2. Material Vegetal

Foram utilizadas as seguintes plantas provenientes da CPMA - Colecao de
Plantas Medicinais e Aromaticas do CPQBA/UNICAMP, conforme Tabela 3.

A autorizacao de acesso ao Patriménio Genético foi concedida pelo CNPq sob
n°010654/2-13-5.
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4.2.1 Manutencao e cultivo das espécies na CPMA (Colecao de Plantas
Medicinais e Aromaticas do CPQBA — UNICAMP)

As espécies mantidas na CPMA foram cultivadas em canteiros sob irrigacéo,
no campo do CPQBA, visando manutencdo e producado para garantir material

suficiente aos estudos.

Tabela 3. Plantas medicinais e aromaticas da CPMA do CPQBA/UNICAMP estudadas no
presente projeto (N = Nativa; E = Exdtica).

Espécie medicinal e/ou aroméatica

Familia Nome popular  No. CPMA  Origem

Artemisia annua L. Verbenaceae  Alfazema 714 E
gg:gp omanesia xanthocarpa Myrtaceae Guabiroba 2146 N
Cinnamomum burmannii (Nees Lauraceae Canela 5446 E
&T. Nees) Blume

Cymbopogon citratus (DC) Stapf Poaceae Capim limao 503 E
Cyperus articulatus L. Cyperaceae Priprioca 222 N
Eugenia caryophyllata Thunb. Myrtaceae Cravo da india  Comercial E

L Alecrim

Lippia sidoides Cham. Verbenaceae pimenta 2082 N
Piper abutiloides Kunth Piperaceae Caapeba 411 N
Schinus terebinthifolius Raddi Anacardiaceae Aroeira 1707 N
Thymus vulgaris L. Lamiaceae Tomilho 2171 E
Zingiber officinale Roscoe Zingiberaceae  Gengibre 533 E

4.2.2 Obtencao dos oleos essenciais

As extracdes dos 0leos essenciais foram realizadas por hidrodestilagdo em
sistema do tipo Clevenger. Foram pesadas cerca de 100 g das partes aéreas ou
raizes da planta fresca em baldo de fundo redondo de 1000 mL, e adicionados 700
mL de agua destilada, procedendo-se a destilacdo por 2 h. Em seguida, a fase
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aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 50 mL) e a fase orgéanica obtida foi
submetida a secagem com sulfato de sddio anidro, filtrada sob algodao e o solvente
evaporado a secura (MING et al., 1996).

4.3 Determinacao da atividade antifungica dos o6leos essenciais pelo
teste da microdiluicao

4.3.1 Preparo das amostras para os testes de atividade antifungica

Para os testes de atividade antifungica, os 6éleos essenciais foram
solubilizados em meio RPMI 1640 adicionado de até 2,5% de dimetilsulfoxido
(DMSQ), a fim de obter uma solucao estoque com concentracao final de 8 mg/mL
(CLSI, 2002).

4.3.2 Preparo de inoculo padronizado para os testes de atividade

antifangica

Os fungos selecionados no item 4.1.2 foram inoculados em Agar Czapeck
(CYA) e incubados a 25 °C por 7 dias. Apds este periodo, as culturas foram
cobertas com 1 mL de solucao salina 0,85% esterilizada e 0,01 mL de uma solugéao
de Tween 20 (0,5%), homogeneizando delicadamente com uma alga de Drigalski,
obtendo-se assim, uma suspensao de esporos. A mistura resultante de conidios e
fragmentos de hifas foi retirada e transferida para um tubo de ensaio esterilizado
(CLSI, 2002).

Ap6s 3 a 5 min, quando as particulas mais pesadas se depositaram ao fundo,
a suspensao superior foi transferida para outro tubo de ensaio, e homogeneizada
em vortex durante 15 s. A densidade da suspensao foi lida em espectrofotometro e
ajustada para uma densidade 6ptica (DO) de 0,09 a 0,11 (transmitancia de 80 a
82%). Em seguida, 1 mL dessa suspensao foi diluido no meio padrdo RPMI-1640
(1:50), correspondendo a 2x a densidade necessaria de 0,4 x 10 a 5 x10* UFC/mL,
aproximadamente (CLSI, 2002).
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4.3.3 Determinacao da concentracao minima inibitéria (MIC) dos 6leos

essenciais

Em uma microplaca esterilizada de 96 orificios ou pocos foram depositados
100 uL de caldo RPMI-1640. Na primeira coluna da placa, foram acrescentados 50
uL do 6leo a ser analisado, de concentracdo conhecida. Na segunda coluna foram
depositados 100 puL do 6leo ja diluido em RPMI-1640 previamente, sendo o
conteudo do orificio homogeneizado com o meio e transferido para o orificio da
coluna seguinte, repetindo-se este procedimento até a coluna 11, de modo a obter
concentracdes entre 0,019 e 2,0 mg/mL. Os 100 pL finais foram desprezados. A
ultima coluna da placa (coluna 12) serviu como controle do micro-organismo,
portanto, ndo foi adicionada de 6leo. Em seguida, 100 uL da suspensao de esporos
preparada conforme descrito no item 4.3.2 foram adicionados. As placas foram
seladas com Parafilm®, incubadas a 25 °C e observadas quanto ao crescimento
apos 7 dias. A MIC (Concentracdo Minima Inibitéria) foi definida como a menor
concentragdo do Oleo capaz de inibir o crescimento do micro-organismo,
visualmente detectado pela mudanca de coloracao do meio RPMI, de rosa (original)
para amarelo (indicacado de mudanca de pH pelo crescimento microbiano (CLSI,
2002). O ensaio foi realizado em ftriplicata.

4.3.4 Determinacao da concentracao fungicida minima (MFC) dos oleos

essenciais de maior atividade

A Concentragdo Fungicida Minima (MFC) dos 6leos essenciais de maior
atividade sobre os fungos estudados foi avaliada através do plaqueamento de 20
UL do material contido no pogo de MIC, e dos trés pogos subseqlientes de maior
concentragao. As placas foram incubadas a 25 °C durante 7 dias e avaliadas quanto
ao crescimento fungico (CLSI, 2002). O ensaio foi realizado em triplicata.
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4.4 Acao in vitro dos 6leos essenciais selecionados

4.4.1 Aplicacao por contato

A técnica utilizada foi de acordo com Viegas (2004) e Wang et al. (2005). Para
a realizacao deste teste, os 6leos que apresentaram maior atividade antifungica
foram diluidos separadamente em solugédo de dimetil sulféxido (DMSO) 2,5%, até
atingirem as concentragcdes de 1/4 MIC, 2 MIC, MIC, 2 MIC e 3 MIC.

Em seguida, 4 mL da solucéo de 6leo diluido foi adicionado a 4 mL de CYA
antes de solidificar (aproximadamente 45 °C), e homogeneizado na propria placa
de Petri. Apés a solidificacao do meio, o fungo foi inoculado em um ponto central
da placa, com o auxilio de uma agulha. Foi utilizado como controle o fungo
inoculado no meio de cultura CYA, sem 6leo essencial. O ensaio foi realizado em
triplicata.

ApOGs a realizacao das etapas citadas, as placas foram incubadas a 25 °C por
7 dias, e a avaliacdo do crescimento micelial consistiu na mensuragéo do raio de
cada col6nia em dois diferentes sentidos pré-estabelecidos. Com base na média
aritmética das duas medicbes de cada replicata, o calculo da porcentagem de
inibicdo com relagao ao controle foi realizado através da seguinte equagéo:

Porcentagem de inibicdo = (1 - Da/Db) x 100

Sendo que Da: Diametro da colénia na placa contendo o teste e Db: Diametro

da colénia na placa controle

4.4.2 Exposicao aos compostos volateis dos éleos essenciais

Para o teste de acao dos volateis, os 6leos que apresentaram maior atividade
antifungica foram diluidos separadamente em solucéo de dimetilsulfoxido (DMSO)
2,5%, até atingirem as concentracdes de 1/4 MIC, 2 MIC, MIC, 2 MIC e 3 MIC.

O meio de cultura Agar Czapeck (CYA) foi adicionado em placas de Petri no
volume de 4 mL. Apéds a solidificacdo, 4 mL do 6leo essencial ja diluido foram
aplicados na superficie de um disco de papel de filiro com 4 cm de diametro,
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previamente esterilizado (ALVAREZ-CASTELLANQOS, 2001). O papel de filtro foi
fixado na tampa da placa de Petri e o fungo inoculado em um ponto central da placa,
com o auxilio de uma agulha. A placa foi incubada a 25 °C por 7 dias. O ensaio foi

realizado em triplicata.

O calculo da porcentagem de inibi¢cdo foi 0 mesmo realizado para o teste via

aplicacao por contato.

4.5 Acao dos Oleos essenciais sobre a producao de aflatoxinas pelos
fungos

Para avaliagdo da acéo dos Oleos essenciais sobre a producéo de aflatoxina
pelos fungos, a técnica utilizada foi a descrita no item 4.1.3. Porém, as coldnias
utilizadas foram aquelas que apresentaram crescimento apds os tratamentos por

contato com os 6leos essenciais e por acao de seus compostos volateis.

4.6 Acao dos oOleos essenciais selecionados sobre os fungos em
castanha do Brasil

4.6.1 Irradiacao das castanhas

Antes dos estudos realizados para verificacdo da acao in vivo dos éleos
essenciais de melhor atividade, amostras de castanhas foram submetidas a
processo de esterilizacao por irradiagdo, necessario para eliminar sua microbiota
natural.

O volume de 1 kg de castanhas do Brasil com casca foi tratado pelo processo
de radiacdo gama, com dose de 10 kGy (COELHO, 2012), utilizando dosimetro
Amber/Red Perspex (Harwell Dosimeters - UK). A irradiacdo foi conduzida na
empresa CBE, Unidade de Esterilizacao Cotia.

4.6.2 Efeito preventivo

Para este teste foram selecionados os Oleos essenciais que apresentaram

maior atividade antifingica sobre cada micro-organismo estudado. Assim, os éleos
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foram diluidos em agua destilada esterilizada até atingirem as concentragbes
referentes a de MIC, obtidas nos ensaios de atividade, e ainda 2 vezes esta
concentracdao. Foram tomados 20 g de castanha do Brasil, esterilizados por
irradiagdo, que em seguida foram pulverizados com solugéo de 6leo diluido (30
uL/g), de maneira uniforme, utilizando-se spray manual. Apds 24 h, as castanhas
foram pulverizadas com suspensdo de esporos 5 x 10° conidios/mL do fungo a ser
estudado e incubadas a 25 °C por 7 dias (SOYLU et al., 2010).

Castanhas controle foram inoculadas somente com a suspensao de conidios.

4.6.3 Avaliacao da micobiota

ApoGs serem submetidas ao teste preventivo, a micobiota das castanhas foi
avaliada empregando-se a técnica do plagueamento direto (PITT; HOCKING,
2009). As placas foram incubadas a 25 °C por 7 dias.

5. Resultados e Discussao
5.1 Selecao dos fungos

5.1.1 Infeccao fungica das castanhas

Apos 5 dias de incubagdo a 25 °C, as améndoas de castanha do

Brasilapresentaram infeccao fungica estao exemplificados (Figura 6).

A partir da avaliagdo das améndoas infectadas foi calculada a porcentagem
média de infecgdo das castanhas, em fungédo dos fungos encontrados, ou seja,
Aspergillus dos grupos flavi e nigri e os géneros Penicillium e Eurotium (Figura 7).
Através destes resultados, e de comparagao com resultados obtidos em estudos
anteriores (CALDERARI, 2011) foi possivel concluir que houve alta infeccdo de
fungos do grupo A. section flavi nas amostras de castanhas do Brasil avaliadas.
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Figura 6. Infeccao fungica das amostras de castranha do Brasil. Plaqueamento direto em
meio DG18 apds 5 dias a 25 °C.
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Figura 7. Porcentagem média de infeccao da amostra de castanha do Brasil em funcao

dos grupos/géneros de fungos encontrados.
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Os fungos predominantes na amostra analisada no presente trabalho
corroboram os resultados encontrados por Arrus et al. (2005), que analisaram
amostras de castanhas do Brasil da Amazénia peruana e observaram a
predominancia de Aspergillus spp., seguido de Penicillium spp. Também Pacheco
et al. (2010) analisaram a micobiota de 120 amostras de castanhas do Brasil e
detectaram que A. flavus foi a espécie que apresentou a maior porcentagem de
infeccéo (27,5%), seguido de P. glabrum (21,5%).

5.1.2 Isolamento e identificacao dos fungos

A partir do plagueamento inicial, as cepas de Aspergillus section flavi foram
isoladas nos devidos meios de cultura e, em seguida, identificadas
morfologicamente através da confeccdo de laminas, em nivel de espécie. A
identificacao foi realizada sob orientagdo da Dra. Marta Taniwaki, do Laboratério de
Microbiologia do Instituto de Tecnologia de Alimentos — ITAL, Campinas, SP. Em
seguida, foram selecionados, ao acaso, dois isolados de cada espécie para
realizagdo dos ensaios subsequentes deste trabalho.

5.1.2.1 Aspergillus flavus

Os dois isolados identificados como A. flavus selecionados para os estudos
posteriores estao exibidos na Figura 8.

Figura 8. A. flavus selecionados a partir do cultivo em CYA ap6s 7 dias de incubacao a
25 °C. (A) A. flavus 1 e (B) A. flavus 2.
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Ambas as colbnias identificadas como A. flavus apresentaram coloracao
verde oliva, com textura flocosa no centro e extremidades brancas, conforme
caracteristicas de coloragéo utilizadas na identificagdo de Aspergillus, seguindo os
autores Pitt e Hocking (2009) e Samson et al. (2010).

Apds 7 dias de incubacdo em meio CYA, os isolados 1 e 2 apresentaram
valores médios de didmetro das colbnias de 60 mm e 62 mm, respectivamente.
Porém, quando submetidos a incubacao em temperaturas mais elevadas, de 37 °C
e 42 °C, o diametro das col6nias sofreu alteracdo em funcédo do crescimento mais
lento geralmente observado para A. flavus nessas temperaturas (Tabela 4).

Além da avaliacdo da morfologia macroscépica em meio CYA, os fungos
isolados foram transferidos para o meio de cultura Aspergillus Flavus Parasiticus
Agar (AFPA), a fim de verificar a coloragdo do reverso da col6nia. Os resultados
obtidos estéo ilustrados na Figura 9 confirmam o reverso laranja apresentado por
A. flavus em funcéo da producéo de acido aspergilico.

Tabela 4. Crescimento de A. flavus em meio CYA ap6s incubacéao por 7 dias em diferentes

temperaturas.
A flavus Diametro (mm)’
25 °C 37°C 42 °C
1 60 55 45
2 62 51 35

! Didmetro das col6nias representado pela média da medida de trés colénias da
mesma placa de Petri.
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A. flavus A. flavus 28

Figura 9. Reverso das colbnias de A. flavus quando cultivados em meio AFPA ap6s 7 dias
de incubagédo a 25 °C.

A Figura 10 ilustra os isolados de A. flavus quando observados ao microscopio

optico, nos aumentos de 400X e 1000X.
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Figura 10. Micromorfologia dos isolados de A. flavus.

5.1.2.2 Aspergillus nomius

Os isolados identificados como A. nomius que foram selecionados para os

testes posteriores estao exibidos na Figura 11.
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Figura 11: A. nomius cultivados em CYA ap6s 7 dias de incubacgao a 25 °C. (A) A. nomius

1 e (B) A. nomius 2.

Conforme pode ser observado na Figura 11, a macromorfologia dos fungos
desta espécie apds cultivo por 7 dias de incubacao apresentou coldnias flocosas
de coloragéo branca, semelhantes a algoddo. O isolado 1 apresentou menor
quantidade de estruturas conidiais ao redor da colbénia do que o isolado 2, o que
demonstra variabilidade intraespecifica. Apds este periodo e temperatura de
incubacéo, os isolados 1 e 2 apresentaram média do diametro dos trés pontos de
57,7 mm e 45,3 mm, respectivamente.

Quando foram submetidos a incubacgao a 37 °C e 42 °C foi observado que a
37 °C houve maior crescimento e esporulacdo do que a 25 °C, enquanto a 42 °C o
crescimento foi menor, 0 que pode ser confirmado pela medida do diametro das
colbénias (Tabela 5).

O resultado obtido apéds cultivo dos isolados em meio de cultura AFPA esta
ilustrado na Figura 12. Conforme esperado, os reversos de ambas as colbnias
apresentaram coloracdo laranja claro. Esses resultados referentes a morfologia
macroscopica de A. nomius estao de acordo com Kurtzmann et al. (1987), que
descreveram esta espécie.

A Figura 13 mostra os isolados de A. nomius quando observados ao

microscépio optico, no aumento de 400X.
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Tabela 5. Crescimento de A. nomius em meio CYA apds incubagcdo por 7 dias em
diferentes temperaturas

Diametro (mm)’

A. nomius

25 °C 37 °C 42 °C
1 57,7 63 20
2 45,3 62 12

'Diametro das col6nias representado pela média da medida de trés coldnias da
mesma placa de Petri.

Figura 12. A. nomius ap6és 7 dias de incubacao a 25 °C em meio AFPA.

Figura 13. Micromorfologia dos isolados de A. nomius (400x).
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5.1.2.3 Aspergillus arachidicola

Os isolados identificados como A. arachidicola selecionados para os ensaios
posteriores estdo exibidos na Figura 14.

Figura 14: A. arachidicola cultivados em CYA apo6s 7 dias de incubacao a 25 °C. (A) A.
arachidicola 1 e (B) A. arachidicola 2.

Apéds 7 dias de cultivo em CYA e incubacéo a 25 °C, os fungos desta espécie
apresentaram colonia verde oliva aveludada com centro flocoso, e muitas

estruturas conidiais.

A média do didmetro das colbnias de A. arachidicola apds este periodo e
temperatura de incubacao foi de 65,3 mm e 65,7 mm para os isolados 1 e 2,
respectivamente. Quando submetidos a incubagdo a 37 °C, os didmetros das
colénias nao sofreram alteragdes significativas, enquanto a 42 °C houve diminuicéo

no tamanho das col6nias (Tabela 6).

Quando A. arachidicola foi inoculado no meio AFPA, o reverso da placa
apresentou coloracao laranja, como mostra a Figura 15, indicando a producao de
acido aspergilico.
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A Figura 16 mostra os isolados de A. arachidicola quando observados no

microscopio 6ptico, no aumento de 400X.

Tabela 6. Crescimento de A. arachidicola em meio CYA apés incubagao por 7 dias em

diferentes temperaturas.

Diametro (mm)’

A. arachidicola

25 °C 37 °C 42 °C
1 65,3 66 35
2 65,7 61 32

' Diametro das colonias representado pela média da medida de trés colénias da mesma
placa de Petri.

N R
N - S PR

A Sarachidicota:t A. arachidi¢ola3" s

Figura 16. Micromorfologia dos isolados de A. arachidicola (400x).
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5.1.3 Producao de aflatoxinas pelos fungos selecionados

Os isolados de A. flavus, A. nomius e A. arachidicola foram testadas quanto a
capacidade de producao de aflatoxinas, através da técnica de Agar plug no meio
YESA, seguida de cromatografia em camada delgada (CCD). A Figura 17 ilustra a
placa de CCD, que mostra que houve producao de aflatoxinas pelos isolados.

De acordo com os resultados, o isolado A. flavus 1 produziu as aflatoxinas B
e B2, enquanto o isolado 2 produziu aflatoxina B1. Ambos os isolados de A. nomius
e A. arachidicola produziram as aflatoxinas B1B2G1Gz2. Os resultados estdo de
acordo com o esperado com relagédo a producao de aflatoxinas para estas espécies
(KURTZMANN et al., 1987; PILDAIN et al., 2008; SAMSON et al., 2010).

Figura 17. Producéo de aflatoxinas pelas espécies A. flavus, A. nomius e A. arachidicola

isolados de améndoas de castanha do Brasil.
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5.2 Efeito dos Oleos essenciais sobre as espécies de Aspergillus
isoladas de castanha do Brasil.

5.2.1 Determinacao da concentracao minima inibitéria - MIC

A determinacdo da MIC dos Oleos essenciais obtidos a partir das plantas
medicinais e aromaticas escolhidas para o presente estudo foi realizada pelo teste
da microdiluicdo em microplacas. A concentragdo maxima de 6leos essenciais
empregada nos ensaios foi de 2000 ug/mL. Os resultados de inibicdo dos fungos
pelos bleos essenciais estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Atividade antifungica dos 6leos essenciais sobre os isolados de Aspergillus
flavus, A. nomius e A. arachidicola isolados de castanha do Brasil.

] MIC (ug/mL)
Oleos essenciais de A. flavus A.nomius A.arachidicola
plantas medicinais
aromaticas 1 2 1 2 1 2

Artemisia annua 500 * * * 1000 2000
Campomanesia xanthocarpa 1000 * * * * *
Cinnamomum burmannii * * * * * *
Cymbopogon citratus * * * * * *
Cyperus articulatus 1000 1000 1000 2000 500 1000
Eugenia caryophyllata 500 500 500 500 500 500
Lippia sidoides 500 1000 1000 1000 500 1000
Piper abutiloides * * * * * *
Schinus terebinthifolius * * * * * *
Thymus vulgaris 250 250 250 250 250 250
Zingiber officinale * * 2000 * * *

(*) > 2000 pg/mL; Média de 3 repetigdes.

De acordo com os resultados da Tabela 7, os 6leos essenciais de melhor
atividade antifungica foram os de E. caryophyllata (cravo da india) e C. burmanii
(canela), que apresentaram valores de MIC de 500 pg/mL e 250 ng/mL,

respectivamente. Os 6leos provenientes dessas duas espécies mostraram também
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um bom espectro de agdo, uma vez que a inibicdo foi observada para todos os
isolados de Aspergillus.

Estes valores confirmam os resultados obtidos em trabalhos anteriores sobre
a acao do éleo de E. caryophyllata (RAHIMIFARD et al., 2008) e C. burmanii
(VIEGAS et al., 2005; THANABORIPAT et al. 2007) sobre A. flavus. Resultado
semelhante foi obtido por Dzamic et al. (2009) que constataram que o 6leo de E.
caryophyllata apresentou forte agdo nao somente contra A. flavus, mas contra

outros fungos, como Penicillium e Fusarium.

A maioria dos demais Oleos essenciais estudados apresentaram ou valores
superiores de MIC ou baixo espectro de acéo, ou ainda nao apresentaram atividade
na faixa de concentracéao estudada, isto €, até 2000 pg/mL.

Em relacdo aos resultados obtidos no presente trabalho, de acordo com a
classificacdo de Duarte et al.,, (2005), que propuseram que a atividade
antimicrobiana de materiais vegetais, tais como 6éleos essenciais, pode ser
considerada elevada quando a MIC for de até 500 ug/mL, acdo moderada quando
a mesma for entre 600 e 1000 pg/mL e de fraca agdo quando a mesma for acima
de 1000 pg/mL, pode-se inferir que os 6leos essenciais de E. caryophyllata e C.
burmanii apresentaram forte acéo para todos os isolados de Aspergillus estudados,
e foram escolhidos para os ensaios posteriores de determinacdo do modo de acao
in vitro e in vivo sobre os fungos isolados da castanha do Brasil.

5.2.2 Determinacao da concentracao fungicida minima — MFC

Apoés o plaqueamento em CYA do conteudo da microplaca correspondende
ao compartimento da MIC e de trés concentracdes acima desta, seguido de
incubacgéo a 25 °C por 7 dias, as menores concentracées capazes de agir como

fungicidas (MFC) estdo apresentadas na Tabela 8.
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A partir dos resultados, pode-se observar que o 6leo essencial que apresentou

acao fungicida contra a maioria dos isolados das espécies de fungos estudadas foi

o C. burmanii, sendo capaz de inibir 100% do crescimento das culturas, nas

menores concentragoes.

O o6leo essencial de E. caryophyllata, também escolhido para os ensaios

posteriores de determinacdo do modo de agéo in vitro e in vivo sobre os fungos

isolados da castanha do Brasil, apresentou acao fungicida em concentracbes mais

altas de 6leos essenciais, ou seja, entre 500 e 2000 pg/mL.

Tabela 8. Determinacdo da MFC, menor concentracdo do 6leo essencial capaz de atuar

como fungicida sobre Aspergillus spp.

MFC (ug/mL)

i A. flavus A.nomius A.arachidicola

Oleos essenciais de plantas
medicinais aromaticas
1 1 2 1 2

Artemisia annua 500 * * * * *
Campomanesia xanthocarpa * * * * * *
Cinnamomum burmannii * * * * * *
Cymbopogon citratus * * * * * *
Cyperus articulatus 1000 2000 * * 2000 2000
Eugenia caryophyllata 500 1000 2000 2000 1000 2000
Lippia sidoides 500 2000 2000 2000 2000 1000
Piper abutiloides * * * * * *
Schinus terebinthifolius * * * * * *
Thymus vulgaris * 1000 250 250 250 500
Zingiber officinale * * 1000 * * *

(*) MFC > 2000 pg/mL; Média de 3 repeticdes.
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5.3 Acao dos 6leos essenciais através da aplicacao por contato e por

volateis

Os resultados obtidos para o crescimento micelial (mm) e porcentagem de
inibicdo dos isolados pelos 6leos essenciais estao apresentados nas Tabelas 9 a
14.

Ao analisar os resultados de crescimento micelial e inibicado dos isolados de
A. flavus na presenca das diferentes concentragbes do dleo essencial de E.
caryophyllata, pode-se verificar que para ambos os isolados de A. flavus a
aplicacdo por contato foi capaz de inibir totalmente o crescimento a partir da
concentracao referente a de MIC, ou seja, 500 pg/mL (Tabela 9). Em relacéo a
aplicacao por volateis, o mesmo foi observado para o isolado 1, enquanto que para
o isolado 2 a concentragéo necessaria para causar inibicao total do crescimento foi
a partir de 1000 pg/mL.

Tabela 9. Média do crescimento micelial radial (mm) e porcentagem de inibicdo do fungo
(6leo essencial de Eugenia caryophyllata), em funcédo da dose e do tratamento sobre A.

flavus.
. A. flavus 1 A. flavus 2
Oleo
e&jﬁfﬂj" C  Inbiggo V' nibiggo | C  Inibigdo (r;’m inibiea
(mm) (°/°) ) (°/°) (mm) (0/0) ) (o/o)
0 4675 0 425 0 53,5 0 455 0

125 42,75 9 38 11 4225 22 40 13

250 30 36 25 42 32 41 355 22

500 0 100 0 100 0 100 55 88

1000 0 100 0 100 0 100 0 100

1500 0 100 0 100 0 100 0 100

C: Aplicagao por contato; V: Aplicagao por volateis; *Concentragao correspondente a MIC; Média de
3 repeti¢cdes/tratamento.

De acordo com esses resultados podemos inferir que o isolado 2 de A. flavus
apresentou maior resisténcia ao 6leo essencial de E. caryophyllata do que o isolado
1, quando aplicado por agéao dos volateis, o que demonstra que mesmo dentro de
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uma mesma espécie de micro-organismo podem ocorrer diferencas na

susceptibilidade aos éleos essenciais.

Resultados satisfatérios foram também obtidos para o oOleo de E.
caryophyllata, no estudo de Dzamic et al. (2009), onde o volume de 2,5 uL/mL do
6leo puro foi capaz de inibir 100% do crescimento de A. flavus quando adicionado

por contato.

Os resultados referentes a aplicacdo do 6leo essencial de C. burmanii sobre
as espécies de A. flavus, através da aplicacao por contato e por volateis estao

apresentados na Tabela 10.

Ao analisar os resultados da Tabela 10 é possivel concluir que a aplicacéo do
oleo essencial de C. burmannii por contato, na concentragao referente a de MIC
(250 pg/mL), foi suficiente para inibir totalmente o crescimento micelial de ambos

isolados, demonstrando maior eficacia do que a aplicagéao por volateis.

Tabela 10. Média do crescimento micelial radial (mm) e porcentagem de inibi¢gdo do fungo

(6leo essencial de Cinnamomum burmannii), em funcao da dose e do tratamento sobre A.

flavus.
Oleo A. flavus 1 A. flavus 2

e(ize/rr;cﬂ?' C  Inbicio V _ Inibicho | C  Inibicio  V _Inibicdo

(mm) (%) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)

0 4675 0 42,5 0 53,5 0 45,5 0
100 2575 45 31 o8 4875 9 40 13
125 14 71 %65 38 |2425 55 355 22
250* 0 100 23 46 0 100 315 31
500 0 100 0 100 0 100 0 100
1000 0 100 0 100 0 100 0 100
1500 0 100 0 100 0 100 0 100

C: Aplicagao por contato; V: Aplicagéo por volateis; *Concentracao correspondente a MIC; Média de
3 repeticdes/tratamento.
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Quando Alvarez-Castellanos et al. (2001) estudaram a acédo do 6leo essencial
das flores de crisantemo (Chrysanthemum coronarium) sobre o fungo A. flavus, os
autores obtiveram resultados semelhantes aos observados no presente trabalho,
pois a aplicagdo do 6leo por contato também mostrou maior eficiéncia no controle
do crescimento fungico do que por aplicacdo de seus compostos volateis. Também
Tian et al. (2012) utilizaram o 6leo essencial de canela indigena (C. jensenianum)
e obtiveram resultados satisfatorios contra A. flavus quando utilizada a técnica por
contato. Por outro lado, resultados contrarios foram obtidos por Vilela (2007), que

observaram maior eficiéncia para a aplicagéo por volateis.

Em contrapartida, Sessou et al. (2013) obtiveram apenas 35% de inibicao do
crescimento micelial de A. flavus na concentragcao de 1000 pL/mL do éleo essencial

de C. zeylanicum.

As Tabelas 11 e 12 mostram as respostas obtidas para os isolados de A.
nomius com relacao aos modos de aplicagao testados, para os 6leos essenciais de
E. caryophyllata e C. burmannii, respectivamente.

Os resultados da Tabela 11 mostram que o isolado 2 de A. nomius apresentou
maior resisténcia ao éleo de E. caryophyllata quando submetido a acao por volateis,
pois a concentracdo de MIC (500 ug/mL) nao foi capaz de reduzir 100% do

crescimento micelial como observado para o isolado 1.

Quando os isolados de A. nomius foram submetidos a acao do 6leo essencial
de C. burmannii (Tabela 12), os dois modos de aplicacdo utilizados nao incorreram
em diferengas no crescimento e inibicdo no caso do isolado 1, pois a concentracao
de MIC (250 pg/mL) foi capaz de inibir 100% do crescimento micelial em ambos os
tratamentos. Por outro lado, a concentracdo necessaria para causar o mesmo efeito
no isolado 2 foi duas vezes maior (500 pug/mL) quando este foi submetido a acao
dos compostos volateis do 6leo.
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Tabela 11. Média do crescimento micelial radial (mm) e porcentagem de inibi¢do do fungo

(6leo essencial de Eugenia caryophyllata), em funcédo da dose e do tratamento sobre A.

nomius.
Oleo A. nomius 1 A. nomius 2
e&j&"ﬂ")"' C  Inibichko V  Inibicio | C  Inibicio  V _ Inibicao
(mm) (%) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)
0 5025 0 46,5 0 |4125 0 44,5 0
125 47 7 42 10 40 4 40 11
250 36,75 27 375 20 |2925 30 285 36
500* 0 100 0 100 0 100 7 85
1000 0 100 0 100 0 100 0 100
1500 0 100 0 100 0 100 0 100

C: Aplicacao por contato; V: Aplicagao por volateis; *Concentracao correspondente a MIC; Média de
3 repeticdes/tratamento.

Tabela 12. Média do crescimento micelial radial (mm) e porcentagem de inibi¢gdo do fungo

(6leo essencial de Cinnamomum burmannii), em fungéo da dose e do tratamento sobre A.

nomius.
Oleo A. nomius 1 A. nomius 2
e(isl_e/rr;clf' C  Inbicaio  V  Inibicio | C  Inibicaio  V  Inibicao
(mm) (%) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)
0 50,25 0 46,5 0 41,25 0 44,5 0
100 49,25 2 4425 5 40,25 3 42,5 5
125 455 16 39 17 o8 33 38 15
250* 0 100 0 100 0 100 335 o5
500 0 100 0 100 0 100 0 100
1000 0 100 0 100 0 100 0 100
1500 0 100 0 100 0 100 0 100

C: Aplicagéo por contato; V: Aplicagao por volateis; *Concentragao correspondente a MIC; Média de

3 repeti¢cdes/tiratamento.
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As Tabelas 13 e 14 mostram as respostas dos isolados de A. arachidicola com
relacao as diferentes concentracoes dos 6leos essenciais de E. caryophyllata e C.

burmannii, respectivamente, quando aplicados pelos dois modos de agéo.

Analisando os resultados e os modos de agédo do éleo de E. caryophyllata
sobre os isolados de A. arachidicola, pode-se inferir que os modos de acgéo
apresentaram efeitos semelhantes, ou seja, a concentracdo de MIC (500 pg/mL) foi
capaz de inibir o crescimento micelial. A excecéao foi para o isolado 1, para o qual
foi observado maior concentracdo necessaria para inibicdo na aplicacdo por
contato, ou seja, 1000 ug/mL (Tabela 13).

Tabela 13. Média do crescimento micelial radial (mm) e porcentagem de inibicdo do fungo
(6leo essencial de Eugenia caryophyllata), em funcédo da dose e do tratamento sobre A.

arachidicola.
Oleo A. arachidicola 1 A. arachidicola 2
e(‘:’;’“jgclf' C  Inibicaio  V _ Inibicio | C _ Inibicaio  V _ Inibicao
(mm) () (mm) () | (mm) (%) (mm) (%)
0 55 0 45,5 0 52,5 0 44 0
125 4575 17 35 24 45,5 14 35 21
250 31 44 o8 39 30,5 42 29,5 33
500 235 58 0 100 0 100 0 100
1000 0 100 0 100 0 100 0 100
1500 0 100 0 100 0 100 0 100

C: Aplicagao por contato; V: Aplicagao por volateis; *Concentragao correspondente a MIC; Média de
3 repeticdes/tratamento.

O dbleo essencial de C. burmannii foi capaz de inibir o crescimento micelial do
isolado 2 na concentracao de 2 MIC (125 pg/mL), quando aplicado por contato.
Quanto ao isolado 2, ndo foram observadas diferencas em relagdo ao tratamento
utilizado, pois a concentracao de MIC (250 ug/mL) foi capaz de inibir o crescimento

micelial tanto na aplicacao por contato quanto por volateis (Tabela 14).
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Tabela 14. Média do crescimento micelial radial (mm) e porcentagem de inibi¢do do fungo

(6leo essencial de Cinnamomum burmannii), em funcéo da dose e do tratamento sobre A.

arachidicola.

Oleo A. arachidicola 1 A. arachidicola 2
essencial — — — —
(ug/mL) C Inibigcao Vv Inibigao C Inibicao \Y Inibicdo

(mm) (%) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)
0 55 0 45 0 52,5 0 44 0

100 54 2 37 18 28,75 46 40,5 8

125 27,5 50 25 45 0 100 37 16

250 0 100 0 100 0 100 33,8 24

500 0 100 0 100 0 100 0 100

1000 0 100 0 100 0 100 0 100

1500 0 100 0 100 0 100 0 100

C: Aplicacao por contato; V: Aplicagao por volateis; *Concentracao correspondente a MIC; Média de
3 repeticdes/tratamento.

Assim, os resultados obtidos através da aplicacao dos 6leos essenciais pelos
dois diferentes modos, contato e volateis indicam que para todos os isolados,
exceto o isolado 1 de A. arachidicola, a agao por contato foi mais eficiente, ou seja,
ambos os 6leos propiciaram reducdo de 100% do crescimento micelial quando
utilizados em menores concentracbes do que quando submetidos apenas a acao
de seus compostos volateis.

Os isolados das espécies de Aspergillus também foram analisados quanto a
morfologia da colénia quando submetidos a acdo dos Oleos essenciais, nas
concentracdes referentes a 2 MIC (aplicacao por contato) e de MIC (aplicacao dos
volateis). Os aspectos das coldnicas dos fungos assim tratados estdo ilustrados
nas Figuras 18 e 19, em duplicata.
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Ao comparar o crescimento e aspecto das coldnias dos fungos tratados com
0s 6leos essenciais com os dos ensaios controles (Figura 18), foi possivel observar
que nas concentracbes de 2 MIC ambos os 6leos foram capazes de alterar a
coloragcdo das colbnias apdés 7 dias de incubacdo a 25 °C. Houve perda da
pigmentacdo, de verde para branco, e diminuicdo da esporulagdo (néo
quantificado), observada pela mudanca na textura das col6nias, além da reducgéo

dos didmetros das mesmas.

Ainda, conforme os resultados da Tabela 14 e Figura 18 o déleo essencial de
C. burmanii, a partir da concentracao de 125 ug/mL, no teste por contato, foi capaz
de inibir totalmente o crescimento de A. arachidicola (isolado 2) durante o periodo
avaliado.

Ao analisar os resultados exibidos na Figura 18 foi possivel observar que
quando submetidos a aplicacdo dos compostos volateis do 6leo essencial de E.
caryophyllata, na concentracao de MIC, apenas os isolados 2 de A. flavus e A.
nomius foram capazes de crescer, embora com diferenga marcante quanto ao
tamanho e coloragdo da colénia desses isolados, ocasionada por acdo do Oleo

essencial.
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A. arachidicola 1-
E.caryophyllata

A.arachidicola 2 - Controle A. arachidicola 2-E. A. arachidicola 2 — C. burmannii
caryophyllata

Figura 18. Ensaio de aplicagédo por contato dos 6leos essenciais de Eugenia. caryophyllata
(250 pg/mL) e Cinnamomum burmannii (125 ug/mL), ap6és incubagao por 7 dias a 25 °C.
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A. flavus 1 - C. burmannii

A. flavus 1 - Controle A. flavus 1 - E. caryophyllata

A. flavus 2 - E. caryophyllata A. flavus 2 - C. burmannii

A. nomius 1 - E. caryophyllata A. nomius 1 - C. burmannii

A. nomius 2 - E. caryophyllata A. nomius 2 - C. burmannii

A. arachidicola 1- E. A. arachidicola 1 - C. burmannii
caryophyllata

A. arachidicola 2 - Controle A. arachidicola 2 - E. A. arachidicola 2 - C. burmannii
caryophyllata
Figura 19. Aplicacdo dos 6leos essenciais de Eugenia caryophyllata (500 pg/mL) e

Cinnamomum.burmannii (250 pug/mL) sobre Aspergillus spp por agao dos volateis, apés 7 dias de
incubacao a 25 °C.
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Diferencas nas culturas das espécies de Aspergillus foram também
observadas quando o 6leo de C. burmanii foi aplicado por acdo dos volateis,
quando comparadas ao controle (Figura 19). Os dois isolados de uma mesma
espécie responderam de maneira distinta, sendo o isolado 1 mais sensivel e o
isolado 2 mais resistente a acao deste éleo essencial. Dentre os isolados de A.
flavus, que embora tenham tido crescimento menos vigoroso do que o controle,

apenas o isolado 2 apresentou esporulagéo (analise qualitativa).

Ainda, nenhum crescimento foi observado para os isolados 1 de A. nomius
e A. arachidicola, enquanto os isolados 2 ndo apresentaram mudangas marcantes

em resposta a presenca do éleo de C. burmanii.

Ao comparar o crescimento das colonias apés a aplicacao por contato e por
volateis, foi possivel afirmar que o tratamento por contato foi capaz de alterar de

forma mais nitida a macromorfologia das colbnias.

Cabe lembrar que nas concentracoes referentes as de MIC, houve inibicao
total dos isolados de Aspergillus (Tabelas 9 a 14).

5.4 Acao dos dleos essenciais sobre a producao de aflatoxinas

A avaliagdo da acao dos 6leos essenciais sobre a producao de aflatoxinas
pelos isolados de Aspergiilus foi realizado apds os testes de aplicacédo por contato
e por compostos volateis, nas concentragdes de "4 de MIC, 2 MIC, apéds 7 dias de
incubacgédo das placas a 25 °C. Apds este periodo a producédo de aflatoxinas foi
avaliada pela técnica de agar plug, seguido de analise por cromatografia em
camada delgada. N&o foi realizado este ensaio para as concentragdes que inibiram
o crescimento fungico, ou seja, a de MIC e 2MIC. Ensaio controle sem aplicacdo
do éleo essencial foi incluido no ensaio. Os resultados estdo apresentados nas
Figuras 20, 21 e 22, respectivamente, para A. flavus, A. nomius e A. arachidicola.
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C. burmannii E. caryophyllata C. burmannii E. caryophyllata

Figura 20. Agao dos 6leos essenciais de Eugenia caryophyllata (250 e 125 ug/mL) e
Cinnamomum burmannii (125 e 100 pg/mL) apés tratamento por contato sobre a produgéo

de aflatoxina por Aspergillus flavus.

Os resultados da Figura 20 mostram claramente que houveram reducéo e
inibicdo da producéo de aflatoxinas pelos isolados de A. flavus quando submetidos
a aplicacao do 6leo essencial de E. caryophyllata por contato. Na concentracao de
2 MIC (250 pg/mL) o bleo essencial de E. caryophyllata inibiu totalmente a
producdo de aflatoxina B1 pelo isolado A. flavus 2, enquanto para o isolado A. flavus
1 a mesma foi reduzida, o que pode ser notado pela diminuicdo da intensidade de
cor da banda correspondente a mesma. Também a concentragao correspondente
a 4 MIC (125 pg/mL) foi capaz de reduzir a producao da micotoxina em questao,
para ambos os isolados. Por outro lado, o 6leo de C. burmannii ndo foi capaz de
inibir a producao de aflatoxina pelos isolados de A. flavus.
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Rassoli et al. (2006) relataram a inibicdo da producao da aflatoxina produzida
por A. flavus ap0s tratatamento com 6leo essencial de Rosamarinus officinalis, na
concentracao de 450 ppm. Ferreira et al. (2013) também obtiveram resultados
satisfatorios na inibicao de aflatoxina produzida por A. flavus, a partir de éleo

essencial de acgafréao.

Finalmente, a Figura 21 mostra que nao houve inibicdo da producédo de
aflatoxinas pelos isolados de A. nomius e a Figura 22 mostra que as concentragoes
de 250 e 125 pg/mL do éleo essencial de E. caryophyllataforam capazes de reduzir

a producéao de aflatoxinas por ambos isolados de A. arachidicola.
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C. burmannii E. caryophyllata C. burmannii E. caryophyllata

Figura 21. Acdo dos 6leos essenciais de Eugenia caryophyllata (250 e 125 pg/mL) e
Cinnamomum burmannii (125 e 100 pg/mL) apés tratamento por contato sobre a produgéo

de aflatoxina por Aspergillus nomius.
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Mahmoud (1994) concluiu que o composto eugenol, presente no Oleo
essencial de E. caryophyllata foi capaz de impedir o crescimento e a producao de
aflatoxina B1 por A. flavus.

A. arachidicola1

\ | Y Padrio \ I

C. burmannii E. caryophyllata C. burmannii  E. caryophyllata

Figura 22. Agao dos 6leos essenciais de Eugenia caryophyllata (250 e 125 pg/mL) e
Cinnamomum burmannii (125 e 100 pg/mL) ap6s tratamento por contato sobre a producédo

de aflatoxina por Aspergillus arachidicola.

5.5 Acao dos o6leos essenciais de Eugenia caryophyllatae Cinnamomum

burmanii sobre fungos em cascas de castanha do Brasil

5.5.1 Efeito preventivo

Os resultados obtidos apds incubacgao por 7 dias a 25 °C estao apresentados
na Figura 23.
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Ao analisar os resultados, foi possivel observar que houve redugcdo na
porcentagem de infeccdo das cascas submetidas aos tratamentos com Oleos
essenciais. Para os isolados de A. flavus, o 6leo que permitiu obter a menor
porcentagem de infeccao fungica, de 35%, foi o de C. burmannii na concentracao
de 2 MIC (500 pg/mL). Ja para os isolados de A. nomius e A. arachidicola, o 6leo
essencial que permitiu 0 melhor resultado foi o de E. caryophyllata, também na
concentracdo de 2 MIC (1000 pg/mL), quando a porcentagem de infeccéao
observada foi de 0% e 15%, respectivamente. Cabe ressaltar que o ensaio controle
para o isolado de A. nomius 1 nao teve uma resposta satisfatéria quanto a
porcentagem de infeccao.

120
100
80
6

4 ||I |||I l ||| |
2
0 ___!_ III I III

o O O

Porcentagem de Infecgdo (%)

A. flavus 1 A. flavus 2 A. nomius 1 A. nomius 2

arach/d/cola arach/dlcola
1 2

E. caryophyllata - 500 ug/mL W E. caryophyllata - 1000 ug/mL
W C. burmannii - 250 ug/mL W C. burmannii - 500 ug/mL

H Controle

Figura 23. Porcentagem de infeccao por Aspergillus spp. das cascas de castanha do
Brasil, ap6s tratamento com 6leos essenciais de Eugenia caryophyllata e Cinnamomum
burmannii ap6s 7 dias de incubagéo a 25 °C.
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A Figura 24 exemplifica a diferenga na porcentagem de infecg¢éo fungica entre
o controle, sem intervencao de 6leos essenciais e apds o tratamento com 6leos

essenciais.

A. flavus 1 - C. burmannii 500 pg/mL

A. arachidicola 1- E. caryophyllata 1000
A.arachidicola 1 - Controle pg/mL

Figura 24. Representacdo da infec¢éo fungica de cascas de castanha do Brasil antes e depois do
tratamento com 6leos essenciais de E. caryophyllata e C. burmanii, nas concentragdes de 1000 e
500 pg/mL respectivamente.
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Estudos concomitantes a este realizados na Divisdo de Microbiologia do
CPQBA/UNICAMP identificaram os compostos majoritarios presentes nos 6éleos
essenciais de E. caryophyllata e C. burmanii, que foram também capazes de inibir
o crescimento e a producéao de aflatoxinas por A. flavus NRRL 3252.

Através de analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massas (CG-EM) foram identificados 99,6% dos compostos do éleo essencial de
E. caryophyllata (Tabela 15) sendo possivel observar que o composto majoritario
foi 0o eugenol, que compreendeu 89,10% dos componentes presentes no oleo.
Outros compostos encontrados foram o acetato de eugenol, citronelal, citral, B-

cariofileno e a- cariofileno, em menores propor¢oes.

Tabela 15. Composigéo quimica do 6leo essencial de Eugenia caryophyllata.

% Relativa Composto quimico
0,59 Citronelal
0,20 Salicilato de metila
0,20 cis- Citral
0,25 Citral
89,0 Eugenol
2,60 B - Cariofileno
0,39 a- Cariofileno
4,46 Acetato de eugenol
0,39 Oxido de cariofileno

Na analise quimica dos constituintes do éleo de C. burmanii, por CG-EM
(Tabela 16), 99.60% dos constituintes foram identificados, sendo o E - cinamaldeido
(37,93%) e o acetato de cinamila (35,46%) os compostos majoritarios. Foi
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observada ainda a presencga de borneol, terpineol, acido benzoico e de outros

compostos minoritarios.

Tabela 16. Composigao quimica do 6leo essencial de Cinammomum burmannii

% Relativa Composto Quimico
0,38 Isopulegol
0,35 (R)-(+)- Citronelal
0,86 Benzenepropanal
1,39 Borneol
0,30 Tepineol
0,37 B -Citral
37,9 E - Cinamaldeido
0,33 Eugenol
1,69 Hidrocinamil sobutirato
0,19 Cariofileno
35,5 Acetato de cinamila
0,89 Oxido de cariofileno
16,5 Acido benzoéico

Os resultados obtidos a partir do presente trabalho permitem afirmar que os
Oleos essenciais de E. caryophyllata e C. burmanii apresentam potencial para inibir
ou reduzir o crescimento e a produgdo de aflatoxinas pelos fungos A. flavus, A.
nomius e A. arachidicola. Estudos complementares deverao ser conduzidos a fim

de quantificar a inibicdo das aflatoxinas pelos éleos essenciais.
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6. Conclusoes

eDos 11 Oleos essenciais estudados, os de Eugenia caryophyllata e
Cinnamomum burmannii apresentaram elevada atividade contra os dois isolados
de Aspergillus flavus, A. nomius e A. arachidicola selecionados, apresentando
valores de MIC de 500 pg/mL e 250 pg/mL, respectivamente. Esses Oleos
apresentaram também acao fungicida, poréem a concentracbes mais elevadas,
entre 500 pg/mL e 2000 pug/mL para E. caryophyllata e 250 pg/mL e 1000 pg/mL

para C. burmannii.

» Os resultados de crescimento micelial e inibicdo dos isolados de A. flavus,
A. nomius e A. arachidicola obtidos na presenca das diferentes concentracdées do
6leo essencial de E. caryophyllata, mostrou que para ambos os isolados de A.
flavus e A. nomius e isolado 2 de A. arachidicola, a aplicagéo por contato foi capaz
de inibir totalmente o crescimento a partir da concentracao referente a de MIC (500
ug/mL). Quanto ao isolado 1 de A. arachidicola, a concentracdo necessaria foi
maior, de 1000 pg/mL.

e A aplicacao por contato dos 6leos essenciais de E. caryophyllata e C.
burmannii, ns concentracoes de 250 ug/mL e 125 pg/mL, respectivamente (V2 MIC)
proporcionou maiores alteracées na macromorfologia das colénias, no que diz
respeito ao tamanho, cor e esporulacdo, do que quando aplicados pela acao de

seus compostos volateis.

» O 6leo essencial de E. caryophyllata, aplicado por contato na concentracao
de 250 pug/mL (2 MIC), inibiu a producédo de aflatoxina B1 pelo isolado 1 de A.
flavus. Para o isolado 2, foi observada apenas reducéo da producéao de aflatoxina,

nesta mesma concentragao.

¢ Nao houve inibicdo da producéao de aflatoxinas pelos isolados de A. nomius
quando submetidos aos 6leos essenciais de E. caryophyllata e C. burmannii, nas
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concentragdes de 250 pg/mL e 125 pug/mL, respectivamente (2 MIC) e 125 ug/mL
e 100 pg/mL, respectivamente (4 MIC).

¢ As aflatoxinas produzidas pelos isolados de A. arachidicola foram reduzidas
pelo 6leo essencial de E. caryophyllata, aplicado por contato, nas concentracdes
de 250 e 125 pg/mL (MIC e 2 MIC respectivamente).

¢ Através dos ensaios com aplicacao do 6leo em cascas de castanha do Brasil,
foi possivel concluir que o éleo essencial mais eficiente na redug¢ao da porcentagem
de infecgéo fungica foi o de C. burmannii na concentracao de 500 pg/mL (2 MIC)
para os isolados de A. flavus e o Oleo essencial de E. caryophyllata, na
concentracdo de 1000 pg/mL (2 MIC), para os isolados de A. nomius e A.

arachidicola.
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