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RESUMO

Os ¢leos essenciais sdo compostos volateis extraidos de plantas arométicas, condimentares e
medicinais, alguns 6leos esséncias apresentam acdo fungicida. Dentre os principais fungos
micotoxigénicos encontrados em alimentos, destacam-se as espécies do género Aspergillus, em
especial Aspergillus flavus. A espécie A. flavus se destaca pela capacidade de produzir as
aflatoxinas, que sdo compostos que causam doencas em seres humanos e animais. Objetiva-se
com o trabalho determinar a eficicia dos dleos essenciais de tomilho, de menta e de pimenta,
do eugenol e do AITC (Isotiocianato de alila) no controle de Aspergillus flavus in vitro por
contato direto. Os 6leos essenciais de tomilho, de menta e de pimenta, o eugenol e o AITC
foram incorporados no meio de cultura A. flavus e parasitucus Agar, nas concentragdes de 0
(controle), 100, 400, 700 e 1000 uL/L, os volumes de 6leo ou composto foram calculadas em
relagdo ao volume de meio de cultura. Os didmetros das coldnias foram medidos em intervalos
constantes de 12 horas, até o tempo maximo de 120 horas. A partir dos resultados, foram
geradas equagdes de regressao que relacionam didmetro das coldnias e o tempo do tratamento,
assim como o percentual de Inibi¢cdo do Crescimento Micelial (ICM). Observou-se que os 6leos
essenciais de menta e de pimenta longa nao foram efetivos no controle de Aspergillus flavus
em concentragdes de até 1000 uL/L. Na concentracao de 1000 puL/L, os valores de ICM foram
iguais a 18,0% e 12,6% para os 6leos essenciais de menta e de pimenta longa, respectivamente,
depois de 120 h. Por outro lado, o 6leo essencial de tomilho e o eugenol apresentaram ICM de
92,4 e 93,3 respectivamente, na concentragao de 400 uL/L. Em concentragdes superiores a 400
uL/L de dleos essencial de tomilho e de eugenol ndo houve crescimento de A. flavus. No que
se refere ao AITC, foi observado ICM de 100% na concentracdo de 1000 uL/L. Diante dos
dados obtidos, concluiu-se que o 6leo essencial de tomilho e o eugenol, sdo eficientes para o

controle de A. flavus, em concentracdes a partir de 400 pL/L.

Palavras-chave: Tomilho, menta, pimenta longa, controle de fungos.



ABSTRACT

Essential oils are volatile compounds extracted from aromatic, condiment and medicinal plants,
some essential oils have a fungicidal action. Among the main mycotoxigenic fungi found in
food, the species of the genus Aspergillus, especially Aspergillus flavus, stand out. The species
A. flavus stands out for its ability to produce aflatoxins, which are compounds that cause disease
in humans and animals. The aim of this work is to determine the effectiveness of essential oils
of thyme, spearmint and long pepper, eugenol and AITC (allyl isothiocyanate) in the control of
Aspergillus flavus in vitro by direct contact. The essential oils of thyme, spearmint and long
pepper, eugenol and AITC were incorporated into the culture medium A. flavus and parasitucus
Agar, in the concentrations of O (control), 100, 400, 700 and 1000 uL / L, the volumes of oil or
compost were calculated in relation to the volume of culture medium. Colony diameters were
measured at constant 12-hour intervals, up to a maximum time of 120 hours. From the results,
regression equations were generated that relate colony diameter and treatment time, as well as
the percentage of mycelial growth inhibition (ICM). It was observed that the essential oils of
spearmint and long pepper were not effective in controlling Aspergillus flavus in concentrations
up to 1000 uL / L. At a concentration of 1000 puL / L, the ICM values were equal to 18.0% and
12.6% for essential oils of spearmint and long pepper, respectively, after 120 h. On the other
hand, the essential oil of thyme and eugenol presented ICM of 92.4 and 93.3 respectively, at a
concentration of 400 uL / L. At concentrations above 400 uL / L of essential oils of thyme and
eugenol, there was no growth of A. flavus. With regard to the AITC, 100% ICM was observed
at a concentration of 1000 pL / L. In view of the data obtained, it was concluded that the
essential oil of thyme and eugenol, are efficient for the control of A. flavus, in concentrations

from 400 uL / L.

Keywords: Thyme, spearmint, long pepper, fungi control
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1 INTRODUCAO

Os oleos essenciais podem ser definidos como compostos voldteis resultantes do
metabolismo secunddrio de plantas aromdticas, condimentares e medicinais os quais sio
caracterizados por um complexo de compostos volédteis com forte odor (BAKKALI et al.,
2008). Esses materiais podem ser extraidos de diversas partes das plantas, através de processos
fisicos, tais como: destilacdo por arraste com vapor de dgua, destilacdo a pressdo reduzida,
dentre outros métodos adequados (BRASIL, 2006). Os 6leos essenciais possuem grande
importancia nas industrias de perfumaria, cosmética, alimenticia e farmacéutica (TRANCOSO,
2013).

No que se refere aos alimentos, os 6leos essenciais tem sido cada vez mais estudados,
seja no controle de insetos-pragas ou de microrganismos (OOTANI et al., 2013; SAROJ et al.,
2020). Dentre as vantagens da utilizacdo dos 6leos essenciais no controle de microrganismos,
tem-se que esses compostos apresentam baixa toxicidade ao homem e os animais, degradam-se
rapidamente e ndo deixam residuos nos alimentos (FIRENZUOLI et al., 2014). Outra vantagem
no que tange ao Brasil, € que o pais se destaca entre os maiores produtores de 6leos essenciais,
tanto em relacdo ao volume de produgdo quanto na diversidade de matéria-prima (BIZZO,
2013). Dessa forma, o uso dos 6leos essenciais € uma alternativa para o controle de
microrganismos nos alimentos, seja na inibicdo do crescimento ou na inativacdo dos
microrganismos.

O controle dos microrgamismos nos alimentos é fundamental, tendo em vista as perdas
ocasionadas ou as toxinas geradas nos produtos agricolas, sobretudo pelos fungos, que podem
se desenvolver em graos de cereais, leguminosas e até frutos (MAZIERO et al., 2010). Dentre
os principais danos causados por fungos em alimentos destacam-se: perda do valor nutricional,
alteracdo de propriedades fisicas dos produtos e contaminagdo por micotoxinas
(MOHAPATRA et al.,, 2017; FLEURAT-LESSARD, 2017). As perdas nos alimentos
ocasionadas por fungos causam prejuizos aos produtores, a industria e aos consumidores.

Dentre as alteracdes ocasionadas por fungos em produtos agricolas, a que mais € objeto
de estudos € a contamina¢@o por micotoxinas, que sao metabdlitos secundarios produzidos por
fungos, e que podem apresentar efeito toxico para seres humanos e animais (FREIRE et al,
2007; MAZIERO et al., 2010). Uma das principais espécies de fungos micotoxigénicos que
colonizam produtos de origem vegetal é o Aspergillus flavus, o qual é capaz de sintetizar
aflatoxinas (MANGAN, 2004). As aflatoxinas sdo consideradas potentes hepato carcindgenos

naturais, que podem ser encontrados em alimentos (WU, 2015). Dessa forma, uma maneira de



10

diminuir a contamina¢do de produtos agricolas por aflatoxinas € inativar os fungos que as
produzem.

Atualmente métodos inovadores para controlar fungos em alimentos sdo alvo de
estudos, dentre eles o armazenamento hermético, aquecimento por microondas, aplicacao de
0zOnio gasoso, plasma frio, radiagc@o ionizante, luz pulsada, dentre outros (MOHAPATRA et
al., 2017). Dentre os métodos alternativos para o controle de microrganismos, destaca-se a
utilizacdo dos 6leos essenciais (MONTES-BELMONT et at., 1998; SAROJ et al., 2020). No
que se refere aos dleos essenciais ja estudados no controle de fungos em geral, tem-se o de
menta (Mentha spicata) (KEDIA et al., 2014), o de pimenta longa (Piper hispidinervum)
(ZACARONI et al., 2009) e o de tomilho (Thymus vulgaris) (KUMAR et al., 2008). E
importante salientar que a partir dos 6leos essenciais, é possivel obter diferentes compostos,
como o isotiocianato de alila (AITC) e o eugenol, extraidos do 6leo essencial de mostarda e de
cravo respectivamente. Esses dois compostos também foram alvo de testes no controle de

microrganismos em alimentos (ABBASZADEH et al., 2014; NAZARETH et al., 2018).

Apesar de serem encontrados estudos em que 6leos essenciais ou compostos como
eugenol e AITC foram testados sobre fungos (PASTER et al., 1995; AOUDOU et al., 2012;
TARAZONA et al., 2018), o controle de A. flavus e consequentemente a prevencao da sintese
de aflatoxinas ainda € um desafio. Nesse cendrio, é fundamental a realizacdo de estudos,
inicialmente in vitro, para que sejam determinadas concentragdes nas quais os tratamentos com
Oleos essenciais ou compostos como eugenol e AITC, sejam eficientes para a inativagdo desses
microrganismos. A partir de estudos como este, poderdo ser realizados teste com a aplicagao

dos 6leos esséncias e compostos extraidos deles nos alimentos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Plantas medicinais, aromaticas e condimentares

Atualmente, € crescente a demanda por produtos obtidos a partir de producgdo verde,
natural e sustentdvel, tanto por parte dos consumidores, como das industrias (CORTES et al.,
2013). Com intuito de suprir essa crescente demanda por produtos com essas caracteristicas,
destacam-se as plantas medicinais, arométicas e condimentares devido a suas infinidades de
usos, com destaques para medicamentos, cosméticos, alimentos, sanitizacdes entre outros
(CORREA et al., 2014).

De acordo com Neto e Simdes (2016), plantas medicinais sdo aquelas que possuem
substancias com propriedades terapéuticas ou farmacéuticas. Por outro lado, as aromaticas sao
caracterizadas por possuirem substancias de odor acentuado e caracteristico. Ja as plantas
condimentares possuem compostos utilizados na elaboragcdo e no preparo de alimentos. Na
maioria dos casos, os efeitos de interesse alcancados ao utilizar-se das plantas medicinais,
aromdticas e condimentares, sdo advindos de 6leos esséncias que sdo sintetizados por esses

organismos (BAKKALI et al., 2008).
2.2 Oleos essenciais e seus compostos

Nao ha relatos com data das primeiras utilizacdes dos dleos essenciais na histéria,
porém, de forma indireta, sabe-se que o homem utiliza essas substidncias hd muitos séculos.
Acredita-se que os primeiros usos dos 6leos essenciais tenham sido através de balsamos, ervas
aromdticas e resinas que eram usadas para embalsamar caddveres em cerimoOnias religiosas ha
milhares de anos atrds (TRANCOSO, 2013). Antigas civilizagdes como a chinesa, tinham por
habito o uso de ervas e aromas como recurso terapéutico (MENTZ et al., 2004).

Com o passar do tempo, nos séculos XVI e XVII, o tema “6leo essencial” ja havia
ganhado destaque a nivel mundial, devido a valorizagdo de especiarias na Europa (BARBOSA,
2018). J4 no Brasil, os primeiros relatos sobre estudos com 6leos essenciais sdo do século XIX,
com as pesquisas realizadas por um farmacéutico chamado Theodor Peckolt (SANTQOS, 2005).
Desde entdo, os estudos sobre os 6leos essenciais se intensificaram, seja na medicina, culindria,
microbiologia, entre outras dreas (BAKKALI et al., 2008; TARIQ et al., 2019; KUMAR et al.,
2020).

Além dos estudos sobre os potenciais usos dos 6leos essenciais, houve avango com
relacdo a extracdo desses compostos. Atualmente, a obtengdo dos 6leos essenciais € feita de

diversas formas, como por destilacdo por arraste com vapor de dgua, extracdo supercritica,
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dentre outras (SANTOS et al., 2004). Além da extracdo, € possivel isolar os diferentes
compostos presentes em um determinado 6leo essencial, de forma a determinar a acdo dessas

substancias (BRASIL, 2006).

Diante de tantos avancos com relacdo a obtencdo desses compostos, estima-se que
existam mais de 3000 tipos de 6leos essenciais, com as mais diversas utilidades (TARIQ et al.,
2019). Referente as caracteristicas dos 6leos essenciais, pode-se descreve-los como misturas
complexas de substincias voldteis, lipofilicas, com caracteristicas odoriferas, sabor 4cido e
consisténcia oleosa (SIMOES, 2016). A coloragio pode ser levemente amarelada ou até incolor
e quando recém extraidos, podem apresentar uma baixa estabilidade na presenca de luz, calor,
ar e umidade (AFFONSO et al., 2012).

De acordo com Bakkali et al (2008), um unico 6leo essencial pode conter em sua
composi¢do de 20 a 60 compostos diferentes, mas na maioria dos casos ha um composto
majoritdrio, o qual pode ser extraido da mistura e utilizado isoladamente. Nesse contexto, tem-
se o isotiocianato de alila (AITC) (NAZARETH et al., 2018), que € o principal composto do
6leo essencial extraido da mostarda.

Como ja foi mencionado anteriormente, os 6leos essenciais possuem diversas fungdes,
uma delas € a atividade antifiingica. Dessa forma em muitos ja estudos realizados, foi observado
que os 6leos essenciais apresentam potencial para controlar fungos deterioradores de alimentos
(THOMPSON, 1989; BASER et al., 2015). J4 foram avaliados os efeitos de diferentes 6leos
essenciais sobre espécies dos géneros Fusarium, Penicillium e Aspergillus, produtoras de
toxinas em alimentos, as micotoxinas (MAIA et al, 2015).

Algumas revisoes de literatura foram realizadas no que se refere ao potencial antifiingico
dos Oleos essenciais (MAIA et al., 2015; TARIQ et al., 2019; SOLIS et al., 2020; SIL et al.,
2020; KUMAR et al., 2020). Baseado nas informag¢des levantadas nos trabalhos citados, esses
autores concluiram que os 6leos essenciais apresentam um amplo espectro de acdo sobre
diversas espécies de fungos. Esses compostos podem agir de diferentes formas, seja alterando
a estrutura da membrana celular, ocasionando disfun¢do de mitocOndrias, na inibicdo de

bombas de fluxo, dentre outras (KONG et al., 2019).
2.2.1 Oleo essencial de Mentha spicata

A menta (Mentha spicata) é origindria do norte da Inglaterra, sendo atualmente
cultivada em todo mundo. Consiste em um rizomatoso rastejante, com as folhas largas e bem

serrilhadas, também reconhecidas por ter o caule em formato quadrado (KEE et al., 2017). A



13

menta pertence a familia Lamiaceae, caracterizando-se por ser fonte rica de polifendis e
possuirem fortes propriedades antioxidantes (GULLUCE et al., 2007). As folhas possuem odor
caracteristico e sabor picante, e os compostos extraidos sdo utilizados como aromatizantes e
condimentos (SASTRI, 1962).

O ¢leo essencial extraido da Mentha spicata vem sendo estudado na conservagdo de
alimentos, por se apresentar efetivo no controle de bactérias (SHAHBAZI, 2015), como
inseticida (GOVINDARAIJAN et al., 2012) e também agente antifingico (KEDIA et al., 2014).
Tradicionalmente, o Oleo essencial de menta € muito utilizado na medicina, culindria € na
industria de cosméticos (DE SOUSA BARROS et al., 2015). Quanto a sua composi¢do esse

6leo é formado em sua maioria por carvona, limonemo e bourbonemo (SHAHBAZI, 2015).
2.2.2 Oleo essencial de Piper hispidinervum

Piper hispidinervum é uma espécie origindria da Amazonia Brasileira, popularmente
conhecida como pimenta longa (NUNES et al., 2007). Essa planta pertence a familia
Piperaceae, ao género Piper, o qual tem cerca de 700 espécies. Grande parte das plantas desse
género se caracterizam pelo uso popular na medicina, pela importancia econdmica e também
comercial, devido a produ¢do de 6leos essenciais utilizados pela inddstria de condimentos,
farmacéutica e também de inseticidas (SILVA et al., 1999; ALBIERO et al., 2005).

O dleo essencial extraido da Piper hispidinervum € objeto de estudos para muitos
pesquisadores, com o objetivo de determinar o seu potencial como agente inseticida (ESTRELA
et al., 2006) e fungicida (ZACARONI et al., 2009). Os 6leos essenciais, como mencionado
anteriormente, sao compostos formados por diversas substancias, e no caso do d6leo extraido de
pimenta longa, o componente majoritario € o safrol, com concentragdes em torno de 80%

(ANDRES et al., 2017).
2.2.3 Oleo essencial de Thymus vulgaris

Thymus vulgaris, popularmente conhecida como tomilho, € uma espécie de planta
pertencente 4 familia Lamiaceae (PEREIRA et al., 2013). E uma das familias mais importantes
na producdo de 6leos essenciais (NIETO, 2017). O 6leo extraido do tomilho € utilizado hd muito
séculos, com registro de uso no antigo Império Romano (SHABNUM et al., 2011). Ainda de
acordo com esses autores, atualmente, esse composto € utilizado na culindria, medicina e
também em cosméticos.

Investigacdes recentes indicaram que o 6leo essencial de tomilho com potencial biocida.

Pavela et al (2018) observaram atividade inseticida desse 6leo essencial, enquanto que Ridwan
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et al (2021) verificaram a¢do antibacteriana e Moazeni et al. (2021), acdo antifiingica. Em sua
composi¢do, o 6leo essencial de tomilho apresenta cerca de 55% de timol e 17% de cimeno

(JAKIEMIU et al., 2010).
2.2.4 Isotiocianato de alila (AITC)

O isotiocianato de alila (AITC) € o composto majoritario encontrado no 6leo essencial
extraido da mostarda preta (Brassica nigra) (MEJIA-GARIBAY et al., 2015). Essa planta é
mundialmente conhecida por sua ampla utilizacao na culindria, seja em pd, 6leo e também em
molhos. Existem diversos estudos que evidenciaram o potencial biocida do 6leo essencial de
mostarda preta (REYES-JURADO et al., 2019).

Com o0 avango nos processos quimicos, atualmente € possivel purificar compostos
isolados nos 6leos essenciais (BRASIL, 2006). Dessa forma, muitos pesquisadores optaram por
utilizar o AITC purificado em relacdo ao 6leo essencial de mostarda preta. Em diversos
trabalhos que ja foram realizados, foi verificado potencial biocida do AITC, seja no controle de
pragas (DE SOUZA et al., 2018), bactérias (LIN et al., 2000) e também fungos (NAZARETH
et al., 2018; DE MELO NAZARETH et al., 2020).

2.2.5 Eugenol

O cravo (Syzygium aromaticum) € utilizado ha milhares de anos para fins medicinais e
estimulantes, com registro desde os impérios egipcio e romano (DUKE, 2002). Estudos
referentes ao uso do 6leo essencial de cravo s@o realizados por diversos pesquisadores, 0s quais
indicaram como composto majoritdrio o eugenol (AFFONSO et al., 2012). Dessa forma a
inddstria quimica concentra o principio ativo eugenol, comercializando-o concentrado.

Em diversos trabalhos encontrados na literatura, o eugenol apresentou a acdo biocida,
como potencial bactericida (MARCHESE et al., 2017), inseticida (PRATES et al., 2019) e
também antifungico (CAMPANIELLO et al., 2010; ABBASZADEH et al., 2014).

2.3 Deterioracao ocasionada por fungos em alimentos

De acordo com a Lei Organica de Seguranca Alimentar Nutricional, LOSAN (Brasil,
20006), € direito de todo cidaddo brasileiro acesso a alimentos seguros. A ingestdo de alimentos
com a qualidade comprometida pode causar danos a saide humana (DE OLIVEIRA RIBEIRO
et al., 2019) e também animal (BORDINI et al., 2013). Dessa forma é de suma importancia

manter a qualidade dos alimentos.
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Desde o0 momento em que sdo produzidos, os alimentos estdo sujeitos a perdas de
qualidade, sejam produtos processados ou in natura. As alteracdes na qualidade dos alimentos
sdo ocasionadas por acdes de insetos e de microrganismos (FARONI, 1998). Entdo, controlar
os agentes causadores de perdas nos alimentos € essencial para garantia da qualidade. Nesse
cendrio, muito estudos indicaram alternativas para o controle de microrganismos em alimentos,
como o uso do gas ozdnio (PEZZI, 2010; FREITAS-SILVA et al., 2013), controle bioldgico
(SOARES et al., 2011) e também os 6leos essenciais extraidos de plantas (MARANGONI et al
2013; SOLIS et al., 2020).

No que se refere as perdas ocasionadas por microrganismos, destaca-se a acdo dos
fungos contaminantes de alimentos, sendo responsaveis por perdas nutricionais, reducio da
massa especifica, alteragdes na cor e na textura, e também a sdo responsaveis pela contaminagao
por micotoxinas (MOHAPATRA et al., 2017, FLEURAT-LESSARD, 2017). Com relacdo as
mictoxinas, € importante destacar que nao sao todos os fungos que produzem essas substancias.
Dentre os géneros de fungos que possuem espécies com capacidade de produzir micotoxinas,
destacam-se: Penicillium, Fusarium e Aspergillus (SWEENEY et al., 1998).

Espécies do género Aspergillus, como Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus , sao
capazes de produzir as aflatoxinas (IAMANAKA et al., 2010). As aflatoxinas causam
problemas a saide de humanos e animais, por serem altamente téxicas e carcinogénicas
(MADIGAM, 2016). Devido a alta toxicidade, a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA) estabeleceu limites méximos tolerados para presenca aflatoxinas nos alimentos, tais
como cereais e derivados, feijao, castanha-do-Brasil, amendoim, especiarias, dentre outros

(BRASIL, 2011).
2.3.1 Aspergillus flavus

O género Aspergillus foi primeiramente descrito por Pier Antdnio Michelli, em 1729, e
com o avango tecnoldgico Johan Heirich Friedrich, em 1809, e Rudolf Virchow, em 1856,
aprimoraram 0s conhecimentos existentes sobre os Aspergillus (BOSSCHE et al., 1988).
Atualmente o género é composto por mais de 250 espécies catalogadas (KLICH, 2002), e dentre
estas muitas sdo encontradas em matérias organicos em decomposi¢do. Dentre as espécies
pertencente ao genéro Aspergillus, tem-se A. flavus, A. parasiticus, A. nomius, A. bombycis, A.
pseudotamarii, dentre outras (IAMANAKA et al., 2010).

Dente as espécies de Aspergillus mitoxigénicas, destaca-se os Aspergillus flavus, uma
espécie contaminante de alimentos, que se desenvolve em temperaturas entre 25 e 30 °C e

atividade de dgua entre 0,80 e 0,99 (PEREIRA et al., 2002). A espécie A. flavus é capaz de



16

produzir aflatoxinas B1 e B2, sendo a primeira mais téxica, comprovadamente carcinogénica,
mutagénica e teragénica (DUARTE-VOGEL et al., 2006). Nesse sentido, é fundamental o

controle de A. flavus, de tal forma a evitar a sintese de aflatoxinas nos alimentos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Oleos essenciais, eugenol e AITC

No presente trabalho foram utilizados dleos essenciais de menta (Mentha spicata), de
pimenta longa (Piper hispidinervum) e de tomilho (Thymus vulgaris), além dos compostos
isotiocianato de alila (AITC) e eugenol. Os 6leos de menta e tomilho foram obtidos
comercialmente da empresa Ferquima Industria e Comécio Ltda. O AITC e o eugenol foram
obtidos da empresa Sigma-Aldrich Co. Para a obtengao do 6leo essencial de pimenta longa,

foram utilizadas folhas do material vegetal provenientes do municipio de Rio Branco, Acre.
3.2 Isolado de Aspergillus flavus

O isolado Aspergillus flavus (CCUB 1405), utilizado no experimento, foi proveniente
de amendoim comercial sintomadtico, isolado em meio de cultura seletivo para Aspergillus
flavus e parasiticus dgar (AFPA). Esse isolado foi caracterizado molecularmente e a sua
sequéncia genética foi depositada em banco de dados Genbank, sob numero de acesso

CCUBI1505. Testes preliminares indicaram que esse isolado € aflatoxigénico.

3.3 Determinacio da eficacia dos o6leos essenciais, do AITC e do eugenol, no controle de

Aspergillus flavus

Na determinagdo da eficdcia dos 6leos esséncias, do AITC e do eugenol no controle de
Aspergillus flavus, utilizou-se o meio de cultura Aspergillus flavus e parasiticus dgar (AFPA).
Esse meio de cultura € seletivo e especifico, sendo que as coldnias de A. flavus apresentam cor
alaranjada caracteristica.

Inicialmente, os diferentes compostos foram incorporados ao meio de cultura em
diferentes concentracdes, sendo estas 0 (controle), 100, 400, 700, 1000 uL/L. Os volumes de
6leo ou composto foram calculadas em relagdo ao volume de meio de cultura. Em seguida, as
amostras de meio de cultura, com as diferentes concentra¢des dos diferentes compostos, foram
distribuidas em placas de Petri, de didmetro interno de 54 mm. Entdo, com auxilio de alfinete
entomoldgico, foi realizada a inoculag@o de A. flavus no centro de cada placa de Petri contendo
o meio de cultura, de tal forma que possibilitasse o desenvolvimento de apenas uma coldnia por
placa.

Depois da etapa de inoculagdo, as placas foram mantidas a uma temperatura constante

de 30 °C, em camara climatica tipo Biochemical Oxygen Demand (B.O.D.). Os didmetros das
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colonias foram medidos em intervalos constantes de 12 horas, até o tempo méaximo de 120
horas. Foi possivel obter equacdes de regressdo que relacionavam o didmetro das coldnias e
tempo de duracdo dos tratamentos.

3.4 Determinacao do percentual de inibicao do crescimento micelial

O percentual de inibicdo do crescimento micelial (ICM, %) foi determinado com os
valores estimados obtidos a partir das equagdes de regressdo para 120 h de exposi¢do aos

diferentes compostos. Para determinacao do ICM, foi utilizada a Equacao 1.

Do — D X 100
cm

Em que:
ICM € a inibicao do crescimento micelial (%);
D € o didmetro estimado do controle (0 uLL/L) depois de 120 h (mm);

D.; € o didmetro estimado do tratamento depois de 120 h (mm).
3.5 Delineamento Experimental

Adotou-se delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cdes. Para cada
tratamento, foram adotadas cinco concentracdes, sendo 0 (controle), 100, 400, 700, 1000 uL L~
!, Para a plotagem dos grificos e obtencdo das equagdes de regressio, utilizou-se o software

SigmaPlot v.10 (Systat Software Inc., Germany).
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Apresenta-se, na Figura 1, as curvas de regressao referentes aos didmetros das colonias

de A. flavus expostos por contato direto a diferentes concentracdes dos Oleos essenciais de

tomilho, de menta e de pimenta longa e a eugenol e a AITC, durante 120 h.

Figura 1 - Curvas de regressdo referentes aos diametros de Aspergillus flavus expostos por
contato direto a diferentes concentracdes dos 6leos essenciais de tomilho, de menta e de pimenta
longa e a eugenol e a AITC, durante 120 horas
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Na Tabela 1, sdo apresentadas as equacdes de regressao e os respectivos coeficientes de
determinacdo (R?) e erros padrios da estimativa (EPE). Foi possivel o ajuste de modelo
sigmoidal de trés parametros. Salienta-se que os modelos sigmoidais sdo amplamente utilizados
para descrever o crescimento de microrganismos, como por exemplo os fungos (CHANTER,

1984; AUGUSTINE et al., 2015).

Tabela 1 — Equacdes de regressdo e respectivos coeficientes de determinacdo referentes aos
diametros de Aspergillus flavus, expostos a diferentes concentracdes dos Oleos essenciais de
tomilho, de menta, e de pimenta longa e a eugenol e a AITC, em fun¢do do tempo (X), e inibi¢ao

do crescimento micelial (%) depois de 120 horas, a 30 °C

* Porcentagem da inibicdo do crescimento micelial, ** Erro padrdo da estimativa,*** Coeficiente de determinagdo

Concentragao
Tratamento ¢ Equagdes ajustadas ~ R>#¥*%* EPE** ICM (%)*
(L L™
. 54,577
Controle 0 y= (x-55819) 0,97 4,054 -
1+ e( 16,224 )
43,960
100 y= (_(X ) 82,075)) 0,99 1,397 28,9
| +e\ 20283
R 7,408
) 400 y= (x-114.132) 0,87 0,587 92.4
Tomilho 1+ e( 29,082 )
700 - - - 100,0
1.000 - - - 100,0
R 56,163
100 y= (-(x } 56,916)) 0,99 1,684 0,0
1 +e\ 12,053
R 53,769
400 y= (-(x ; 63,327)) 0,99 1,757 0,8
1 + e\ 12,805
Menta 61.195
700 9= (-(; Ty 098 3360 2,0
1 +e\” 18386
R 50,398
1.000 y=

20 0,99 1,750 18,0
1+e( 17,245 )
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62,930
- “(x-80,939) 0,99 2,658 0,0
1+ e< 20,002 )

72,588
400 ~(x - 98,440) 0,99 1,855 0,7
Pimenta 1+ e( 21426 )

longa 68,400
700 (x-97.973) 0,99 2,361 3.0
1+ e( 19,179 )

62,113
(x - 99,070) 0,99 2,224 12,6
1+ e( 18,692 )

<>

100

<>
Il

<>
I

<>
Il

1.000

55,657
“(x - 72.265) 0,99 2,766 2,0
1+ e( 17,028 )

3,580
T(x-60213) 0,93 0,499 93,3
1+ e( 0,224 )

700 - - - 100,0
1.000 - - - 100,0

<>
I

100

<>
I

Eugenol 400

43,182
w3 099 1976 20,7

48,399
400 _(x - 109,915) 0,99 0,388 28.5
AITC 1+ e( 7,590 )

9,61 x 10°
wosan, 099 0,570 73,5
1+ e( 8233 )

1.000 - - - 100,0

100 y

<
Il

<
Il

700

Fonte: Autores.

E importante mencionar que nio houve crescimento de A. flavus quando se adotou a
concentracdo de 700 uL L™, para o 6leo essencial de tomilho e para eugenol, ndo sendo possivel
a obtencdo de equacgdes de regressio. Comportamento similar foi observado para o 6leo
essencial de tomilho e para eugenol e AITC na concentracdo de 1.000 uL L.

Quando se utilizou o 6leo essencial de tomilho, nas concentragdes de 100 e 400 uL L™,
os valores estimados referentes ao didmetro da colonia de A. flavus foram equivalentes a 38,1
e 4,1 mm, depois de 120 h, a 30 °C. Esses valores foram inferiores ao obtido no tratamento
controle, que foi estimado em 53,6 mm. Com relacdo ao 6leo essencial de menta, os resultados
mais expressivos foram obtidos quando se adotou a concentracdo de 1.000 uL L, depois de

120 h, estimou-se em 43,7 mm o diametro das coldnias de A. flavus. Resultados similares aos
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obtidos para o dleo essencial de menta, foram verificados quando se testou o 6leo essencial de
pimenta-longa. Verificou-se inibicdo expressiva do crescimento de A. flavus somente para a
concentracio de 1.000 uL L', com didmetro das coldnias estimados em 46,8 mm.

Quanto a efeito do eugenol sobre A. flavus, verificou-se crescimento expressivo quando
se adotou a concentracdo de 100 pL L', com didmetro das colonias estimados em 52,48 mm.
Por outro lado, para a concentracdo de 400 uL L, apesar de te ocorrido crescimento do
microrganismo, o diametro estimado foi de 3,6 mm. No que tange ao AITC, os diametros
estimados das coldnias de A. flavus foram iguais a 42,5, 38,3 e 14,2 mm, para as concentra¢des
de 100, 400 e 700 uL L.

No que tange o percentual de inibi¢ao do crescimento micelial (ICM) (Tabela 1), depois
de 120 h de exposicdo, foram obtidos valores iguais a 28,9, 92,4, 100,00 e 100,00%, para
concentracdes de 6leo essencial de tomilho de 100, 400, 700 e 1.000 puL L, respectivamente.
Entretanto, os valores de ICM para os 6leos essenciais de menta e pimenta longa foram
inferiores a 20%. Quanto ao eugenol, foram obtidos valores estimados do ICM superiores a
90%, para concentracdes iguais ou superiores a 400 uL L. Com relacio ao AITC, destacaram-
se as concentracdes de 700 e 1.000 uL L, com valores de ICM iguais a 73,5 e 100,0%,
respectivamente.

No presente estudo foi possivel determinar a eficicia por contato direto de diferentes
6leos essenciais, além de eugenol e AITC, sobre A. flavus. Dentre os 6leos essenciais, o de
tomilho foi o que apresentou maior eficdcia no controle de A. flavus, com ICM de 100,00, para
concentracdes de 700 e 1.000 uL L' A eficdcia do 6leo essencial de tomilho pode ser
justificada pela sua composicdo. Dentre os compostos presentes no 6leo essencial de tomilho,
destaca-se o timol. O timol € capaz de afetar a permeabilidade da membrana celular, o que
implica em perda do potencial da membrana, além de interagir com proteinas da membrana
celular, por interacdes hidrofilicas e hidrofébicas (XU et al., 2008; PASQUA et al., 2010;
JAFRI et al., 2019).

Ownagh et al. (2010) avaliaram o efeito de diferentes concentracoes de dleo essencial
de tomilho sobre A. flavus e também observaram que esse Oleo essencial controla o
desenvolvimento desse microrganismo. Resultados similares foram obtidos Zampieri et al.
(2016), que obtiveram aumento da eficicia do dleo essencial de tomilho sobre A. flavus, a
medida que se elevou a concentracdo. Por outro lado, os 6leos essenciais de menta e de pimenta

longa foram menos efetivos no controle de A. flavus, nas condi¢des adotadas no presente estudo.



23

Com relacdo ao oleo essencial de menta, Kedia et al (2014) também observaram que
esse Oleo essencial ndo ocasionou inibicio completa do desenvolvimento do A. flavus.
Entretanto, esses autores verificaram que o 6leo essencial de menta foi capaz de inibir a
producdo de aflatoxina Bi. Franga et al (2018) avaliaram diferentes concentracdes de essencial
de menta (4000, 6000, 8000 e 10000 uL/L) no controle de Alternaria alternata. O maior ICM
entrado por esses autores foi de 41,67% para concentracdo de 10000 pL/L. Dentre os
compostos presentes no 6leo essencial de menta, tem-se o carvone, definido como agente
fungistatico para Penicillium hirsutum, por Smid et al. (1995), o que corrobora com os
resultados no presente estudo para a concentragdo de 1.000 pL/L.

No que se refere ao 6leo essencial de pimenta longa, os resultados obtidos no presente
estudo sdo semelhantes aos obtidos por Giviziez et al. (2011), que determinaram a eficicia do
6leo essencial de pimenta longa sobre espécies de bactérias e de fungos, dentre eles o A. flavus.
Os autores ndo obtiveram resultados satisfatorios no controle do fungo. Por outro lado, outros
autores obtiveram resultados satisfatérios no controle de Alternaria alternata com O6leo
essencial de pimenta longa na concentracdo de 912 pL/L (NASCIMENTO et al., 2008).
Zacaroni et al. (2009) também obtiveram resultados satisfatério com 6leo essencial de pimenta
longa na contragdo de 912 uL/L, no controle de Fusarium oxysporum e Colletotrichum
gloeosporioides.

Com relagdo ao eugenol, composto majoritdrio do cravo, verificou-se que € mais
eficiente no controle de A. flavus por contato direto que o AITC, obtido da mostarda. Para o
eugenol, verificou-se inibicio parcial nas concentracdes de 100 e 400 uL L. Jahanshiri et al
(2015) adotaram diferentes concentragdes de eugenol (14,7, 29,5, 59, 118, 236 e 472 uL./L) no
controle de Aspergillus parasitticus. Esses autores observaram aumento da eficacia do eugenol
no controle de A. parasiticus a medida que se elevou a concentragdo. Maior ICM (95,83%) foi
obtido quando adotada a concentracdo de 472 puL/L, resultado similar ao obtido no presente
estudo quando se testou a concentragio de 400 uL L™ (93,3%) (Tabela 1).

Abbaszadeh et al. (2014) também verificaram aumento da eficidcia do eugenol no
controle de A. flavus a medida que elevou a concentragdo. No que se refere a inibi¢do total de
A. flavus, nas concentragdes de eugenol de 700 e 1.000 uL/L, outros autores também obtiveram
resultados similares (BILGRAMI et al., 1992; LOPEZ-MALO et al., 2005; TRAJANO et al.,
2012). E importante destacar que além da capacidade do eugenol de inibir parcialmente ou
totalmente os fungos, ele € capaz inibir a producao de toxinas por A. flavus (LIANG et al., 2015)

e por A. parasiticus JAHANSHIRI et al., 2015).
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No que diz respeito ao AITC, os resultados obtidos no presente estudo estao de acordo
com os obtidos pdr outros autores, em que a eficdcia desse composto no controle de
microrganismos aumenta a medida que se eleva a concentragio (HEREYAMA et al., 2019).
Manyes et al. (2015) inibiram completamento o crescimento de Aspergillus parasitticus com
AITC por contato direto, na contragdo minima que testaram de 50000 pL/L. Da mesma forma
que o autor de presente trabalho, outros autores observaram inibi¢do total ou parcial de
Fusarium verticillioides, A. flavus e A. parasiticus em decorréncia da exposi¢cdo ao AITC
(NAZARETH et al., 2018; DE MELO NAZARETH et al., 2020).

Estudos posteriores sdo necessdrios para o aprimoramento da utilizacdo do dleo
essencial de tomilho, do eugenol e do AITC no controle de A. flavus. Uma alternativa
promissora € a realizacdo de testes ndo mais em meios de cultura, mas sim sobre a superficie

de alimentos comumente atacados por A. flavus.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nas condi¢des adotadas no presente estudo, € possivel

concluir que:

1. Os 6leos essenciais de tomilho, de menta e de pimenta longa, o eugenol e o AITC sdo
capazes de inibir o crescimento de A. flavus por contato direto.

2. O dleo essencial de tomilho € mais eficiente no controle de A. flavus que os 6leos
essenciais de menta e de pimenta longa quando aplicado por contato direto.

3. O eugenol € mais eficiente que o AITC no controle de A. flavus, nas concentra¢des de
400 e 700 uL L', quando aplicado por contato direto.

4. O dleo essencial de tomilho, assim como o eugenol e o AITC demonstraram-se

promissores no controle de A. flavus por contato direto.
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