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RESUMO

Os fungos estdo entre os principais responsaveis por danos e perdas em graos
armazenados. Possuem a capacidade de produzir metabdlitos secundarios quando
submetidos a condigdes ideais, conhecidos como micotoxinas, substancias altamente
toxicas que podem contaminar os produtos destinados a alimentacéo tanto humana como
animal causando danos para a satde. O controle destes fungos tem sido feito por meio de
substancias sintéticas, que sdo prejudiciais a0 homem e ao meio ambiente. Desta forma
faz-se necessaria a busca por métodos alternativos do controle desses fungos. Neste
contexto, os 6leos essenciais extraidos de plantas mostram-se como possivel op¢do. O
objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia dos O6leos essenciais de capim-liméo
(Cymbopogon flexuosus) para controle dos fungos Aspergillus brasiliensis e Aspergillus
flavus, os quais infestam grdos armazenados. Inicialmente verificou-se o efeito do 6leo
essencial sobre o crescimento micelial dos fungos em testes in vitro nas doses de: 0,05;
0,1;0,2;0,4;0,6; 0,8; 1,6; 3,2; 6,4 e 12,8 uL/mL. Em seguida, realizou-se microdiluicdo
seriada para determinacdo da concentragdo minima inibitéria, em doses entre 0,12 a 1,8
puL/mL. Sequencialmente foi realizada avaliacdo do efeito fungicida do componente
majoritario do dleo essencial, o citral, o qual corresponde a 72% da composicéo total do
6leo, nas doses de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8;1,6 uL/mL. Por altimo foi analisado o efeito do dleo
de capim-limé&o na inibi¢do do desenvolvimento dos fungos em gréos de trigo (Triticum
aestivum) contaminados, nas doses de: 0,6; 0,8 e 1,6 puL/mL, com periodo de
armazenamento de 10, 20 e 30 dias. Os resultados demonstraram que o 6leo essencial
apresentou, nos testes in vitro, potencial fungicida sobre os fungos A. flavus e A.
brasiliensis, com doses a partir de 0,6 uL/mL, sendo, porém, juntamente com a analise
da microdiluicdo, considerada como a dose minima inibitéria 1,0 uL/mL de 6leo essencial
de C. flexuosus para total controle dos micro-organismos. Nos testes in vitro com o citral,
obteve-se controle total dos fungos a partir da dose de 0,6 pL/mL de citral. Na analise em
grdos, para melhor controle das duas espécies fungicas, a dose de 1,6 pL/mL mostrou ser
a mais indicada.

Palavras-chave: micro-organismo, armazenagem, qualidade, citral.



ABSTRACT

Fungi are among the main responsible for damages and losses in stored grains. They have
the ability to produce secondary metabolites when subjected to ideal conditions, known
as mycotoxins, highly toxic substances that can contaminate products intended for human
and animal nutrition causing health damage. The control of these fungi has been made by
synthetic substances, which are harmful to man and the environment. In this way it is
necessary to search for alternative methods of controlling these fungi. In this context,
essential oils extracted from plants are shown as a possible option. The objective of this
study was to evaluate the efficacy of essential oils of lemon grass (Cymbopogon
flexuosus) for control of fungi that attack stored grains, the species tested were Aspergillus
brasiliensis and Aspergillus flavus. The effect of the essential oil on fungal mycelial
growth was initially verified in in vitro tests, the doses tested were: 0.05; 0.1; 0.2; 0.4;
0.6; 0.8; 1.6; 3.2; 6.4 and 12.8 pLL/mL. Subsequently, serial microdilution was performed
to determine the minimum inhibitory concentration at doses between 0.12 and 1.8 uL/mL.
Sequentially, the fungicidal effect of the major component of the essential oil, citral, was
evaluated, which corresponds to 72% of the total oil composition, in the doses of 0.2; 0.4;
0.6; 0.8; 1.6 uL/mL. Finally, the effect of lemon grass oil on the inhibition of the
development of fungi on contaminated wheat grains (Triticum aestivum), at the doses of:
0.6; 0.8 and 1.6 uL./mL, with observation period of 10, 20 and 30 days. The results showed
that in the in vitro tests, the fungicidal potential of the fungi A. flavus and A. brasiliensis,
with doses from 0.6 pL/mL, was evaluated in in vitro tests, but, together with the
microdilution analysis, Considered as the minimum inhibitory dose 1.0 pL/mL of
essential oil of C. flexuosus for total control of the microorganisms. In the in vitro tests
with citral, total control of the fungi was obtained from the dose of 0.6 pL/mL citral. In
the grain analysis, for a better control of the two fungal species, the dose of 1.6 pL/mL
was shown to be the most indicated.

Keywords: Microorganism, storage, quality, citral.
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1. INTRODUCAO

Os fungos séo considerados uma das maiores causas de deterioragcéo de sementes
e graos durante o armazenamento. A estimativa € que, da producdo mundial agricola, um
milhdo de toneladas de alimentos é comprometido, em consequéncia da contaminacao
com alguma micotoxina, com reconhecidos efeitos prejudiciais na saide humana e
animal. O Brasil considerado um dos paises lideres na agricultura, possui condicoes
ambientais Otimas para o desenvolvimento de fungos micotoxigénicos (FREIRE et al.,
2007; PRAKASH et al., 2015).

Os fungos que ocorrem nos graos podem ser divididos em dois grupos: de campo
e de armazenamento. Os primeiros causam doencas nas plantas durante seu cultivo. O
segundo grupo, dos fungos de armazenamento compreende principalmente o género
Aspergillus. Entre os maiores danos ocasionados pelo desenvolvimento fungico em gréos
e sementes armazenados estdo a perda do poder germinativo e matéria seca, alteracdo do
valor nutricional e producéo de micotoxinas (LAZZARI, 1997; BIRCK, 2005; TIBOLA
etal., 2013).

As micotoxinas sao metabdlitos secundarios produzidos por algumas espécies de
fungos, quando submetidos a condicGes ideais para seu desenvolvimento. A ingestdo de
alimentos contaminados e a intoxicacdo com essas toxinas sdo chamadas de
micotoxicoses. Devido a sua resisténcia, estes agentes podem ser encontrados tanto em
grdos e sementes armazenadas quanto em alimentos processados e ra¢oes (TIBOLA et
al., 2013; LINS et al., 2014). A contaminacdo de grdos e sementes com micotoxinas
ocorre de maneira ampla e afeta cereais de importancia econdmica e alimentar, entre eles
o trigo.

O trigo é fonte de matéria prima para producdo de muitos alimentos, sendo
considerado fundamental na alimentacdo humana, seu cultivo representa 30% de toda
producdo mundial de graos (TIBOLA et al., 2013). De acordo com World Agricultural
Supply and Demand Estimates, no més de agosto de 2016 no mundo foram produzidos
819,5 milhdes de toneladas de trigo, desses 5,3 milhdes de toneladas produzidas no Brasil
(WASDE, 2016).

Devido a problematica em relacdo a intoxicagdes causadas por fungos em

produtos alimenticios, ha legislagcdes vigentes por todo o mundo em relagdo aos teores
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maximos permitidos destas substancias para diversos tipos de alimentos prontos para
oferta ao consumidor e em matérias primas. Internacionalmente estes teores sdo
recomendados pelo Codex Alimentarius e a nivel nacional sdo regidos pela Resolucdo
RDC N° 7, de 18 de fevereiro de 2011, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), a qual se aplica as empresas que importem, produzam, distribuam e
comercializem bebidas, alimentos e matérias primas como o trigo e seus produtos
(BRASIL, 2011).

Para o controle da contaminacdo fungica em diversos tipos de alimentos, tem-se
buscado medidas alternativas, utilizando-se agentes naturais como os 6leos essenciais,
que ndo provoguem efeitos colaterais e poluicdo ambiental.

As propriedades antimicrobianas de extratos e 0leos essenciais obtidos de plantas
tem sido reconhecidas empiricamente durante séculos, mas foram confirmadas
cientificamente apenas ha alguns anos. Varios pesquisadores tém estudado a atividade
bioldgica de plantas medicinais originarias de diversas regides do mundo, orientados pelo
uso popular de espécies nativas, mostrando que seus compostos secundarios sdo eficientes
no controle do crescimento de uma ampla variedade de micro-organismos como fungos
filamentosos, leveduras e bactérias (JANSSEN et al., 1987). Segundo Bhavnani e Ballow
(2000) cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem atividades antifungicas e 35% exibem
propriedades antibacterianas.

Dentre as espécies produtoras de 6leos essenciais que se desenvolvem em diversas
regides do Brasil, sendo amplamente conhecida e utilizada, estd o capim-limédo
[Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steudel) Watson].

O capim-limdo nativo da India é uma erva aromaética perene cultivada para
obtencdo do seu 6leo essencial, o qual é rico em citral, substancia utilizada na industria
de perfumaria, cosmética e farmacéutica (MAY et al., 2008; ADINARAYANA et al.,
2012). Estudos como de Pandey et al. (2003); Koshima et al. (2006); Valeriano et al.
(2012) e Aquino et al. (2014), comprovaram intensa atividade antimicrobiana,
antifungica, antiviral e inseticida deste dleo essencial.

Diante do exposto, o presente trabalho buscou alternativas para o controle de
fungos, avaliando o potencial fungicida do 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus sobre

o0 desenvolvimento dos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus brasiliensis.
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2. OBJETIVO GERAL

Analisar a atividade antifangica in vitro do Oleo essencial de capim-liméo
[Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steudel) Watson] para o controle dos fungos
Aspergillus brasiliensis e Aspergillus flavus, em grdos de trigo (Triticum aestivum L.)

contaminados.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar os principais componentes quimicos do 6leo essencial utilizado;

- Avaliar a atividade fungitoxica in vitro do 6leo essencial de capim liméo (Cymbopogon
flexuosus) sobre o desenvolvimento dos fungos Aspergillus brasiliensis e Aspergillus

flavus;

- Identificar a concentracdo minima inibitéria do 6leo essencial no desenvolvimento dos

fungos em estudo;

- Avaliar a atividade fungitdxica in vitro do componente citral sobre o desenvolvimento

dos fungos em estudo;

- Analisar a eficacia do 6leo essencial na inibicdo do desenvolvimento dos fungos em
grdos de trigo (Triticum aestivum) contaminados durante diferentes periodos de

darmazenagem.



20

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. FUNGOS

A micologia (do grego, Mykes = cogumelo + logos = estudo) é a ciéncia que estuda
os fungos. Teve inicio no século XVII, quando se passou a observar as células e suas
estruturas através de microscdpios. Durante muitos anos os fungos foram tratados como
plantas, e eram estudados dentro da Boténica. Devido sua morfologia externa que se
assemelham com de algumas plantas, no inicio acreditavam-se que os fungos e as algas
tivessem uma origem comum (GOMPERTZ et al., 2008; HENRIQUE et al., 2010).
Porém, foi evidenciado que os fungos sdo originados de um ancestral eucarionte
unicelular flagelado (Protista), ndo-clorofilado e que depois originou as formas
filamentosas. Por esses fatos os fungos teriam seguido uma linha evolutiva independente,
néo sendo classificados como animais ou plantas. Whittaker, em 1969, prop0s o Sistema
de Classificagdo dos organismos em cinco reinos, assim os fungos passaram a ocupar um
reino exclusivo, o Reino Fungi ou Mycetae, e uma de suas principais caracteristicas é ter
a absorcdo como forma de obter nutrientes (HENRIQUE et al., 2010).

Os fungos compreendem os bolores, leveduras e cogumelos, esses termos néo
estdo relacionados com a classificagdo dos fungos e sim com sua morfologia. As
leveduras sdo fungos unicelulares, os bolores sdo fungos filamentosos e os cogumelos sdo
as estruturas reprodutivas de alguns fungos, e em sua grande maioria sdo comestiveis.
Sao organismos eucariontes, aclorofilados, heterotréficos. Como mecanismo de obtengédo
de alimento, os fungos secretam enzimas no ambiente para realizar a quebra de moléculas
grandes em moléculas menores para conseguirem realizar a absor¢cdo (GOMPERTZ et
al., 2008; HENRIQUE et al., 2010; NESTER et al., 2011).

Ha muitos anos, independentemente de suas origens e afinidades os fungos fazem
parte do nosso cotidiano. Eles atuam nos processos industriais como a fermentacéo,
producdo de acidos organicos e vitaminas. Dos fungos também s&o extraidas substancias
que sdo utilizadas na producdo de medicamentos, assim estes organismos se mostram
relevantes e influentes na vida humana (HENRIQUE et al., 2010). Essas caracteristicas

de serem decompositores podem ser prejudiciais para 0 nosso dia a dia, ja que os fungos
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podem causar o apodrecimento de roupas, objetos de couro, madeira e principalmente de
alimentos (AMABIS e MARTHO, 2010).

A contaminacédo por fungos pode desencadear inUmeras perdas econémicas para
a industria de alimentos, associadas a redugdo do valor nutricional, alteracdo do paladar,
e quando em condicGes favoraveis, algumas espécies tem a capacidade de produzirem

micotoxinas, podendo afetar tanto a saude humana como a animal (LAZZARI, 1993).

Em relagéo a gréos e sementes armazenados, os fungos séo os maiores causadores
da deterioracdo provocando a perda de grande parte da producdo mundial, além de
provocarem doencas na planta viva e degradacdo de suas partes. A contaminacdo por
fungos em gréos e sementes pode ocorrer em qualquer estagio da cadeia produtiva. A
presenca de fungos altera as propriedades fisicas do grdo, poder germinativo das
sementes, além de alterarem as propriedades nutricionais, e a producdo de micotoxinas,
gue tem graves consequéncias para a saude. Os fungos sdo encontrados espalhados no ar
e solo e podem se desenvolver em qualquer substrato que encontrem as condicGes ideais
para seu desenvolvimento (SCUSSEL, 2002).

3.1.1 GENERO Aspergillus

O género Aspergillus tem mais de 260 espécies ja estudadas. Em 1729 o boténico
Pier Antonio Michelli descreveu o género pela primeira vez, e no ano de 1809 foi descrito
de maneira mais clara por Johann Heinrich Friedrich Link. Posteriormente com a
microscopia oOptica, Rudolf Virchow, no ano de 1856, apresentou as caracteristicas
morfolégicas do Aspergillus spp. e associou com les6es pulmonares de papagaios, falcdes
e no homem (CASTRO, 2011).

Os fungos do género Aspergillus representam os encontrados com maior
frequéncia no meio ambiente, no solo e em alimentos (ALVES et al., 2014). Muitas
especies de Aspergillus sdo benéficas para os humanos, como também podem ser sérios
patdgenos para animais e plantas. Através do metabolismo secundario todas as espécies
de Aspergillus podem produzir uma ou mais toxinas. Todos os Aspergillus produzem

esporos assexuadamente o que é sua principal maneira de dispersdo, a esporulagédo



22

assexuada estd estreitamente correlacionada com a producdo de determinadas
micotoxinas (NI et al., 2011).

As espécies deste género de fungos podem afetar negativamente a economia,
devido a producdo de micotoxinas potentes quanto pela deterioracdo de alimentos. A
presenca de fungos no substrato ndo indica necessariamente a presenca de toxinas, porém
contagens elevadas de fungos podem indicar a presenca de micotoxina no alimento. A
presenca de fungos do género Aspergillus, representa um perigo em potencial, pois pode
desencadear patologias nos trabalhadores que diretamente entram em contato com o
fungo, como a aspergilose, alergias e problemas respiratdrios devido ao contato e inalagéo
de conidios (ALVES et al., 2014).

3.1.1.1 Aspergillus brasiliensis

No estudo realizado por Parenicova et al. (2001), que tinha como objetivo
desenvolver técnicas para identificacdo e caracterizacdo do género Aspergillus, o
Aspergillus brasiliensis (Figura 01) apresentou caracteristicas distintas do A. niger e A.
tubingensis, sugerindo a classificacdo de uma nova espécie. Ndo ha estudos sobre a

evidencia da producdo de micotoxinas.

Figura 01: Fungo Aspergillus brasiliensis.
Fonte: VARGA et al., 2007.
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A espécie Aspergillus brasiliensis foi descrita por Varga et al. (2007), da se¢édo
Aspergillus nigri, foi isolada dos solos do Brasil, na regido de S&o Paulo mais
especificamente, 0 que deu origem ao seu nome, posteriormente também foi encontrada
nos solos da Australia, Estados Unidos e Holanda. Apresenta pouco crescimento e forte
producdo de acido, suas colbnias apresentam coloracdo em branco, marrom escuro, e
posteriormente mudam para preto, temperatura 6tima para crescimento e esporulacédo

37°C, essa espécie se difere das demais nas suas caracteristicas fenotipicas e genotipicas.

3.1.1.2 Aspergillus flavus

Os fungos da espécie Aspergillus flavus (Figura 02) sdo os principais produtores
da micotoxina aflatoxina, e consequentemente podem acarretar na contaminacao direta
de uma variedade extensa de alimentos (ALVES et al., 2014). Suas coldnias apresentam
as caracteristicas de serem entre tons de verde a amarelo-oliva, podendo apresentar-se na
coloragcdo amarelo puro, e conforme védo envelhecendo se tornam acinzentadas
(CASTRO, 2011).

Figura 02: Fungo Aspergillus flavus.
Fonte: The University of Adelaide, 2017.
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Séo fungos considerados de armazenamento, encontrado frequentemente em
armazens, silos, moinhos, moegas, elevadores, equipamentos e lugares onde sdo
armazenados, manuseados e processados produtos agricolas. Provocam danos aos
produtos somente se as condi¢des de armazenamento ndo forem adequadas para manter
a qualidade dos mesmos (LAZZARI, 1993; TIBOLA et al., 2013; LINS et al., 2014).

Desenvolvem-se bem em condi¢Ges de umidade relativa do ar entre 80% e 95%,
temperatura entre 27 a 30°C e em substratos oleaginosos, 0 que proporciona 0 aumento
do nivel de producéo de aflatoxinas; raramente sdo encontrados em substratos com maior
teor de amido, como o milho e ainda assim podem produzir aflatoxinas (MERONUCK,
1987; BARKAI-GOLAN e PASTER, 2008; IAMANAKA et al., 2010).

Durante o armazenamento, além da possivel producdo de micotoxinas, os efeitos
provocados em grdos e sementes pela espécie Aspergillus flavus, sdo morte, descoloracéo,
aquecimento e formagéo de torrdes do produto. Mesmo quando o desenvolvimento dos
fungos ndo é acentuado, pode haver a producédo de toxinas, além da degradacao causada
nos graos, o que provoca a perda de lotes inteiros, entre outros danos que acabam por

interferir na salide de animais e seres humanos (SCUSSEL, 2002).

3.1.2 Micotoxinas

Os metabolitos secundarios téxicos produzidos por fungos toxigénicos sdo
chamados de micotoxinas e podem ser liberadas no substrato no qual se desenvolveram.
A ingestdo desses metabolitos flngicos através de alimentos contaminados podem causar
doencas denominadas micotoxicoses (CAST, 2003; TIBOLA et al., 2011).

Estima-se que haja de 300 a 400 tipos distintos de micotoxinas, sendo as mais
conhecidas as denominadas aflatoxinas. O termo micotoxina € originario da palavra grega
mykes - fungo e de uma palavra do latim toxicum - toxina. A expressao greco-latina mykes
toxicum significa toxina fungica ou micotoxina (JAY, 2005; FREIRE et al., 2007;
MALLMAN et al., 2015).

As micotoxinas ficaram conhecidas a partir do ano de 1960, quando ocorreu um
surto de morte sem justificativas em aves no Reino Unido, em especial, perus. Esse evento
ficou mundialmente conhecido como Turkey x diases, apos investigacdes concluiu-se que

a causa da morte das aves foi a racdo produzida com amendoim importado do Brasil e da
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Africa, o qual estava contaminado com substancias fluorescentes produzidas por fungos,
da espécie Aspergillus flavus (SARGEANT et al., 1961).

Existem vérios relatos na historia da humanidade sobre os efeitos das micotoxinas,
eventos documentados onde se associam a acdo dessas, como durante a Segunda Guerra
Mundial na Sibéria onde ocorreu a producdo de micotoxinas nos cereais armazenados
durante o inverno, o que provocou a morte de milhares de pessoas que ingeriram esses
cereais (TIBOLA et al., 2013).

As micotoxinas aparentemente ndo demonstram participagdo no metabolismo
normal dos fungos, sdo produzidas mesmo que de modo ndo exclusivo, a medida que o
fungo se desenvolve e atinge sua maturidade. S&o moléculas diversificadas com estruturas
que variam e ndo apresentam imunogenicidade (JAY, 2005; FREIRE et al., 2007
MALLMAN et al., 2015).

Ocorrem naturalmente, se proliferam em produtos agricolas, tanto no seu
desenvolvimento no campo, quanto durante o armazenamento, acometendo alimentos
processados ou racGes para animais. Possuem as seguintes caracteristicas: inodoras,
insipidas e incolores. Quimicamente estaveis e resistentes, nos alimentos mesmo apés o
cozimento sofrem pouca degradagdo com dificil eliminacdo (CAST, 2003; NOVOA e
DIAZ, 2006; TIBOLA et al., 2013; LINS et al., 2014).

A ingestdo de alimentos contaminados pode provocar manifestacfes
hepatotoxicas, nefrotoxicas, mutagénicas, estrogénicas, neurotdxicas, imunossupressoras
e carcinogénicas, tanto em humanos como em animais (BIRCK 2005; JAY, 2005;
MALLMAN et al., 2015).

A micotoxina de maior relevancia é a aflatoxina (Figura 03), a expressdo
aflatoxina € derivada do seu principal agente produtor o Aspergillusflavus (SILVA, R. et
al., 2013; LINS et al., 2014).

Figura 03: Estrutura quimica da Aflatoxina B1
Fonte: PubChem, 2017.
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A legislacéao Brasileira que diz respeito ao limite maximo de micotoxinas tolerado
em alimentos é a Resolucdo RDC n° 7, de 18 de Fevereiro de 2011. Tem como objetivo
estabelecer os limites méaximos para aflatoxinas, ocratoxina A, desoxinivalenol,
fumonisinas, patulina e zearalenona admissiveis em alimentos prontos para 0 consumo e
em matérias-primas. Essa resolucdo foi baseada nos parametros estabelecidos pelo Codex
Alimentarius. Os niveis de micotoxinas tém que ser o mais baixo possivel, devendo ser
aplicada as melhores préticas e tecnologias de producdo, manipulacéo, armazenamento,
processamento e embalagem, com o intuito de evitar que alimentos contaminados sejam
comercializados ou consumidos (BRASIL, 2011).

No que diz respeito a cereais e em especifico ao trigo, referente ao limite maximo
tolerado (LMT - pg/kg) de micotoxinas, de acordo com a RDC n” 7/2011, com atualizagéo
em janeiro de 2016, os limites permitidos de aflatoxinas do tipo B1, B2, G1 e G2 em
cereais e produtos cereais, exceto milho e derivados, incluindo cevada malteada é de

5ug/kg.

3.2 TRIGO

O trigo é uma graminea do género Triticum pertencente ao grupo de plantas mais
cultivadas do mundo. Nao se sabe ao certo quando exatamente o trigo comecou a fazer
parte da alimentacdo humana, mas ha relatos que esta planta estd a centenas de anos na
histéria da humanidade. Ja foi de grande importancia na sobrevivéncia de inUmeras
civilizagbes, sendo fonte de matéria prima de muitos alimentos (TOMASINI e
AMBROSI, 1998).

No Brasil desde a época que 0s portugueses colonizaram o pais se tem interesse
em plantar o trigo. Inicialmente, para suprir 0s habitos dos imigrantes europeus, na época
foram realizadas inUmeras tentativas de semear o trigo em diferentes locais do pais, como
no centro e no norte, até o cultivo migrar para o sul, onde encontrou um ambiente mais

propicio as suas necessidades e o0 seu desenvolvimento (CUNHA, 2000).
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Figura 04: Trigo
Fonte: OR Sementes, 2017.

Segundo Bernardi et al. (2011) trés espécies representam 90% do todo cultivo de

trigo no mundo, sendo cada uma delas mais adequada a producéo de determinado tipo de

alimento, sdo essas:

Triticum aestivum - é o mais plantado no planeta e é conhecido como trigo
comum, representando quatro quintos de toda producdo mundial de gréo. E o
tipo de trigo mais utilizado na fabricacdo de pdo. No ambito nutricional a
quantidade de substéncias contidas no grdo alterna-se de acordo com a
variedade. No Brasil esta espécie é a mais consumida com um teor de proteina
em torno de 15%.

Triticum compactum - possui um teor de proteina médio de 8%, € conhecido
como tipo clube. Possui menor teor de gluten, que é responsavel pelo
crescimento e textura dos produtos feitos com a farinha. E o mais utilizado na
fabricacdo de bolos e biscoitos mais macios e menos crocantes.

Triticum durum — possui um gluten mais resistente, indicado para a producéo
de massas, inclusive macarrdo, pois permite uma textura firme ap0s o

cozimento. Este tipo de gréo nao € cultivado no Brasil.

Para a cadeia agroindustrial, o trigo significa a venda de insumos, para o produtor,

a venda do grdo, e para o consumidor, a compra de péo e derivados da sua farinha. Essa

teia de interesses € de extrema importancia para economia, auxilia na manutencao de
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milhares de empregos e na geracéo de receita (TOMASINI e AMBROSI, 1998; MORI e
IGNACZAK, 2011).

Um dos problemas da infestagdo de fungos em gréos de trigo armazenados é a
perda na criagcdo de animais em decorréncia do consumo de ragdes contaminadas com
micotoxinas, devido ao fato de se utilizar farelo na producdo da ragéo, o qual concentra
0s maiores teores de toxinas. Além dos danos na saude dos animais, provocam impactos
negativos na cadeia produtiva devido ao menor desempenho e a mortalidade (TIBOLA et
al., 2011).

As consequéncias da presenca de fungos nos alimentos para a sadde humana sdo
as infeccdes ou micoses causadas pelos fungos, alteracdes gastrointestinais, perda do
valor nutricional dos alimentos, como alteracdo do sabor (SCUSSEL, 2002). Nos casos
de ingestdo de micotoxinas, elas podem provocar lesdes neuroldgicas, hepaticas,
nefréticas, como também apresentar caracteristicas teratogénicas, mutagénicas,

carcinogénicas e alergénicas (FREIRE et al., 2007).

3.3 OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais sd0 compostos naturais, volateis, de estruturas complexas.
Apresentam como caracteristica odor forte e sdo extraidos de plantas aromaticas,
produzidos por meio do metabolismo secundario. S&o substancias repelentes ou atraentes
para insetos das plantas, podendo se acumular em todos os érgdos vegetais (KNAAK e
FIUZA, 2010; MACHADO et al., 2013).

Alguns 6leos essenciais tém alta toxidade, apresentam acdo repelente, além de
influenciarem no desenvolvimento de organismos vivos, como 0s insetos. Nos vegetais
desenvolvem acdes em relacdo a sua volatilidade, atraem insetos polinizadores, atuam
contra predadores e patdgenos, aumento de temperatura, perda de agua, desempenham
também papel ecoldgico, especialmente como inibidores da germinacdo. A funcédo
especifica dos 6leos essenciais na planta ainda é desconhecida (KNAAK e FIUZA, 2010;
GUIMARAES et al., 2011).

A constituicdo dos 0leos essenciais ocorre atraves da mistura de compostos, dentre
eles, recebem destaque 0s monoterpenos, sesquiterpenos, e derivados oxigenados

(&lcoois, aldeidos, cetonas, fendis, éster, éteres e 6xidos). Outros compostos volateis
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incluem fenilpropanoides e substancias contendo enxofre ou nitrogénio (VALERIANO
etal., 2012; MACHADO et al., 2013)

A composicdo do 0Oleo essencial de uma planta é determinada geneticamente,
sendo geralmente especifica para um determinado 6rgéo e caracteristica para o seu estagio
de desenvolvimento, mas as condi¢cGes ambientais sdo capazes de causar variacdes
significativas, como a influéncia do ciclo vegetativo, em que a concentracdo de cada um
dos constituintes do 6leo pode variar durante o desenvolvimento do vegetal. O ambiente
no qual o vegetal se desenvolve e o tipo de cultivo também influem sobre a composicao
quimica dos Oleos essenciais, entretanto, fatores ambientais, tais como temperatura,
umidade relativa, duracéo total de exposi¢do ao sol, regimes de ventos, grau de hidratacao
do terreno e presenca de micronutrientes neste terreno, influenciam na composicéo do
6leo essencial (PEREIRA et al., 2006; GONCALVES, 2012).

A solubilidade dos componentes do dleo essencial em &gua estd diretamente
correlacionada com a capacidade de penetrar na parede celular de bactérias e fungos. A
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais ocorre devido a solubilidade na bicamada
lipidica da membrana celular dos micro-organismos. As diferencas na constituicdo e
concentracdo dos 6leos essenciais influenciam diretamente na atividade antimicrobiana
do oleo essencial, a acdo dos monoterpenos tem sido explicada pelo efeito tdxico na
funcdo e estrutura da membrana celular, devido as caracteristicas lipofilicas, o0s
monoterpenos preferencialmente, tendem a se deslocar da fase aquosa em dire¢do as
estruturas da membrana, o que resulta na sua expansdo, aumento da fluidez e
permeabilidade, desordenando as proteinas embebidas da membrana, alterando o
processo de transporte de ions e inibindo a respiracdo celular, assim danos causados na
estrutura da membrana citoplasmatica acarretam o comprometimento das fungdes, como
local de acdo enzimatica, barreira seletiva e geracdo de energia (VALERIANO et al.,
2012, ROCHA et al., 2014).

Os 6leos essenciais proporcionam a inibi¢do do crescimento micelial, e interferem
na producdo e germinacéo de conidios, variando de acordo com a composi¢éo e dosagem
do ¢6leo utilizado, a inibicdo da germinacdo conidial é fundamental no controle das
doencas, pois normalmente é o ponto inicial da infeccdo propriamente dita, para a agdo

efetiva dos 6leos essenciais ser bem sucedida além de inibir o crescimento micelial do



30

patdgeno, também se faz necessario inibir a germinacao de seus conidios (MACHADO
etal., 2013; AQUINO et al., 2014).

Além do potencial da acdo fungitoxica direta, com a inibicdo o crescimento
micelial e a germinacdo de esporos, 0s 6leos essenciais tem demonstrado potencial no
controle de fungos pela inducdo de fitoalexinas. As fitoalexinas sdo metabolitos
secundarios, antimicrobianos, de baixo peso molecular, produzidos pelas plantas em
resposta a situacdes de estresse, com o intuito de impedir a atividade de patégenos, 0
modo de acdo dessas substancias em relagcdo aos fungos ocorre com a granulagdo do
citoplasma, desorganizacdo dos conteldos celulares, rompimento da membrana
plasmatica e inibicdo das enzimas fungicas (PEREIRA et al., 2006; HILLEN et al., 2012;
SARMENTO-BRUM et al., 2013).

3.4 CAPIM-LIMAO [Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steudel) Watson]

O Cymbopogon flexuosus (Figura 04), da familia Poaceae, conhecido
popularmente como capim-lim4o ou capim-limdo da india Oriental, é uma espécie
produtora de 6leo essencial, originaria da India, sua esséncia é o lemongrass, amplamente
utilizada nas industrias farmacéuticas, aromaticas e de perfumaria. O lemongrass
apresenta atividade analgésica, anti-inflamatdria, antibacteriana, antiviral, sedativas,
digestiva, antirreumaticas, calmantes, antifebris, antiespasmddica, antimicrobiana e
repelente de insetos (PANDEY et al., 2003; MAY et al., 2008; ADINARAYANA et al.,
2012).

A espécie Cymbopogon flexuosus nos meses de inverno, com as condigdes
climaticas do Brasil apresentam florescimento intenso (MAY et al.; 2008). Segundo
Lorenzi (2008), no oleo essencial do Cymbopogon flexuosus encontram-se 0s mesmos
componentes do extraido do Cymbopogon citratus, porém apresenta um porte maior,
capaz de produzir trés vezes mais volume de massa numa mesma area, caracteristica essa

importante preferéncia dos produtores.
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Figura 05:Capim-lim&o (Cymbopogon flexuosus)
Fonte: ICAR, 2017.

O oleo essencial do C. flexuosus é empregado como aromatizante de ambiente e,
principalmente, como material de partida para sintese da Vitamina A, Beta-ionona e
Betacaroteno. Tem se mostrando promissor no tratamento de células cancerigenas,
provocando a inviabilidade tumoral da célula, também se mostra um fungicida superior
se comparado com os sintéticos e ndo séo fitotoxicos na natureza (DESAI e PARIKH,
2012).

Cerca de 22 espécies microbianas e flngicas ja apresentaram comprovada
sensibilidade ao 6leo de capim-limdo, tendo o desenvolvimento comprometido quando
submetidos a aplicacdo do 6leo, situacdo ja observada também com insetos. A atividade
antimicrobiana do 6leo de capim-limdo reside, conforme sugerem os estudos ja
realizados, principalmente nas estruturas neral e geranial (CARVALHO et al., 2005).

O principal componente do 6leo essencial é o citral (Figura 05), uma mistura dos
isbmeros g-citral (neral) e a-citral (geranial), acidos monoterpendides aciclicos os quais
totalizam cerca de 70 a 85% da composicdo do 6leo (SCHUCK et al., 2001; PANDEY et
al., 2003).
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Figura 6: Formula estrutural do citral.
Fonte: KFDA, 2017.

Devido ao seu aroma caracteristico de limédo, o citral é bastante utilizado na
alimentacdo, inddstria, na fabricacdo de produtos de perfumaria, cosméticos e
farmacéuticos, sua formulacdo sintética derivada da terebintina de coniferas €
normalmente utilizado para esses fins. O citral apresenta atividade antifungica contra
patdgenos que acometem humanos e vegetais, inibe a germinacdo de sementes, apresenta
acao bactericida e propriedades inseticidas (LEWINSOHN et al., 1998; KOSHIMA et al.,
2006; SADDIQ e KHAYYAT, 2010).

3.5 CONTROLE DE FUNGOS POR MEIO DE OLEOS ESSENCIAIS

Existem em torno de 3.000 tipos de Oleos essenciais conhecidos, desses, 300
apresentam importancia comercial (BAKKALI et al. 2008). No ponto de vista bioldgico,
os 6leos essenciais, devido a sua caracteristica volatil, para os vegetais atuam como sinais
de comunicacdo quimica e funciona como arma de defesa contra os animais. Tais
caracteristicas tornam as plantas produtoras de 6leos essenciais, poderosas fontes de
agentes biocidas, sendo amplamente estudadas na agricultura por apresentarem atividades
fungicidas, bactericidas e inseticidas (PEREIRA, 2006).

Muitos estudos como de Baratta et al. (1998), Shin (2003), Pandey et al. (2003),
Pereira et al. (2006), Rasooli et al. (2008), Oztcan e Chalchat (2008), Moghtader et al.
(2011), Valeriano et al. (2012), vém sendo desenvolvidos para avaliar a acdo
antimicrobiana de 0leos essenciais, e 0s resultados alcangados nessa linha de pesquisa
tém-se mostrado promissores, poréem a atividade dos 6leos depende do tipo de micro-

organismo, do tipo do 6leo e de sua concentracdo. Existem relatos da atividade direta de
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extratos de plantas e 6leos essenciais sobre insetos, fungos, bactérias, e efeito alelopaticos
(GONCALVES, 2012; OOTANI et al. 2013). Segundo OOTANI et al. (2013) a interacao
quimica entre as plantas, o que pode causar aumento ou inibi¢do do crescimento, tem sido
chamado de alelopatia.

Em relacdo a acdo antifungica de 6leos essenciais, trabalho como de Shahi et al.
(2003), Sarma et al. (2004), atestaram os efeitos fungicidas de 6leos essenciais, assim
como Romero et al. (2009) atribuiram a agédo antifingica do 6leo essencial de tomilho
(Thymus vulgaris L.) sobre fungos devido a capacidade de causarem danos a membrana
citoplasmatica. Nos estudos realizados por Juven et al. (1994) e Rao et al. (2010), foi
atribuida a acdo antifingica de 6leos essenciais com a capacidade de troca entre os ions
intra e extracelulares dos fungos, assim afetando a permeabilidade da membrana e
provocando o extravasamento celular.

A utilizacdo de Gleos essenciais na agricultura foi estudada por Ootani et al.
(2013), onde os 6leos essenciais se apresentam como alternativas para o controle de
agentes fitopatogénicos e pragas agricolas, substituindo produtos quimicos, sdo
substancias com propriedades antifingicas, com baixo ou quase nenhum poder residual,
diminuindo os impactos ambientais. Salgado et al. (2003), avaliaram a atividade
fungitoxica de dleos essenciais de eucaliptos (Eucalyptus camaldulensis Dehnh., E.
citriodora Hook. e E. urophylla Blake) sobre Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea e
Bipolaris sorokiniana, foi observado inibi¢des significativas no crescimento micelial das
espécies fungicas.

O estudo desenvolvido por Sousa et al. (2012), que avaliaram o efeito de 6leos
essenciais de eucalipto (Eucaliptus spp), copaiba (Copaifera sp.), andiroba (Carapa
guianensis Aubl.), babacu (Orbignya phalerata, Mart.), coco (Cocos nucifera), nem
(Azadirachta indica), semente de uva (Vitis vinifera L.), améndoa (Prunus amygdalus
Batsch), horteld (Mentha sp) e pau rosa (Aniba rosaeodora), em diferentes concentracoes
sobre o fungo Colletotrichum gloeosporioides, in vitro e em frutos de pimenta em pds
colheita, no experimento in vitro todos os oleos, com excecdo dos Oleos de babacu,
semente de uva e améndoa, inibiram o crescimento do fungo, no resultado obtido em pos-
colheita apenas o 6leo de babagu n&o foi eficiente em reduzir o desenvolvimento da leséo

de antracnose.
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O trabalho realizado por Geromini et al. (2012), que avaliaram a atividade
antimicrobiana dos Oleos essenciais de erva-cidreira-brasileira(Lippia alba), horteld-
pimenta (Mentha piperita), alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum) e alecrim (Rosmarinus
officinalis)sobre Candida albicans, como resultados obtiveram que os 6leos essenciais,
principalmente de L. alba e O. gratissimum, demonstraram alto potencial inibitdrio sobre
o0 crescimento do micro-organismo avaliado. Assim como o estudo de Deus et al. (2009),
que avaliaram a atividade fungitoxica in vitro do 6leo essencial de copaiba (Copaifera
multijuga Hayne), sobre cinco espécies do género Aspergillus e trés espécies de Candida,
os resultados mostraram que o 6leo essencial foi altamente efetivo contra a Candida
parapsolosis, Aspergillus flavus e Aspergillus tamarii, demonstrando o potencial
fungicida dos 6leos essenciais.

Acdo fungitdxica do 6leo essencial de cip6 vick ou cipd-carimb6 (Tanaecium
nocturnum) sobre o Aspergillus flavus foi avaliada por Pimentel et al. (2010), como
resultados obtiveram que em determinadas dosagens ocorre a inibicdo total do
crescimento micelial do fungo e inibicdo da esporulacdo. A avaliacdo do potencial
fungitdxico do 6leo essencial do cravo-da-india (Syzygium aromaticum), foi realizada por
Santos et al. (2007), sobre os fungos Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani e
concluiram que o 6leo essencial provoca alteracdo do crescimento micelial dos fungos e
em determinadas doses provoca inibicao total dos fungos. No estudo de Guimaraes et al.
(2011), que avaliaram os efeitos fungitoxicos do Oleo essencial de capim-liméo
(Cymbopogon citratus) e do seu constituinte majoritario citral sobre a inibicdo micelial
do Fusarium oxysporum cubense, Colletotrichum gloeosporioides, Bipolaris sp. e
Alternaria alternata, todos os micro-organismos testados tiveram seu crescimento
micelial inibido pelo 6leo essencial de capim-limao e pelo citral, e o citral provocou maior

inibicdo do crescimento fangico, demonstrando maior eficiéncia no controle fangico.
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4. METODOLOGIA

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Biotecnologia e de Pos-
colheita e Pré-Processamento de Produtos Agricolas, na Escola de Engenharia Industrial

Metaldrgica de Volta Redonda, campus da Universidade Federal Fluminense.

4.1 ANALISES DOS CONSTITUINTES DO OLEO ESSENCIAL

O dleo essencial de capim-limdo (Cymbopogon flexuosus) foi adquirido da

empresa Ferquima® (Ind. e Com. Ltda).

A analise dos constituintes do 6leo essencial foi realizada por cromatografia
gasosa com espectrometria de massa (CG/EM). A coluna cromatografica utilizada foi do
tipo capilar de silica fundida com fase estacionéaria DB-5 (0,25 um de espessura, 30 m
comprimento e 0,25 mm de diametro interno). Foi utilizado hélio como géas carreador a
um fluxo de 1,0 mL/minuto. A temperatura no injetor foi de 220°C e 240°C no detector.
A temperatura inicial do forno foi mantida a 60°C por dois minutos, sendo programada
para ter acréscimos de 3°C a cada minuto até atingir a temperatura maxima de 240°C, na
qual foi mantida por mais 30 minutos fornecendo um tempo total de analise de 91
minutos. A razdo de split utilizada foi de 1:20 e o tempo de corte do solvente de 5 minutos.
O volume da amostra injetado foi 1 uL, na concentragdo de 10.000 ppm, utilizando como
solvente o hexano.

A identificacdo dos compostos foi realizada por comparagdo dos espectros de
massas obtidos com os do banco de dados do aparelho e pelo indice de Retencdo de
Kovats (IK) de cada componente (LANCAS, 1993). A analise quantitativa dos principais
componentes do Gleo essencial, expressa em porcentagem, foi realizada pelo método de

normalizacgdo de integracdo de area dos picos, conforme descrito por Zhang et al. (2006).

4.2 CRESCIMENTO FUNGICO

Os fungos utilizados neste trabalho foram, Aspergillus brasiliensis (N° CCCD
AAO002) foi obtido na empresa Didatica sp.® (Ind. e Com. Ltda), Aspergillus flavus (N°
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de acesso da linhagem I0C 4102) foi obtida por meio de doa¢do da Fundacdo Osvaldo
Cruz (FIOCRUZ).

O crescimento dos fungos foi realizado em meio BDA (batata, dextrose e agar)
em placas de Petri a 30°C durante sete dias. Para o preparo de 1L do meio foi utilizado
225 g de batatas, 20 g de dextrose e17 g Agar. As batatas foram cozidas em 1000 mL de
agua, do caldo obtido foram utilizados 600 mL para misturar com a dextrose e o Agar,
completado com 400 mL de agua, ap6s homogeneizacdo, o meio foi fervido por 1
minutos, e autoclavado por 15 minutos a 121°C. Apoés crescimento micelial, retirou-se
um disco de BDA com aproximadamente 7 mm de didmetro contendo os micélios de cada
fungo. O mesmo foi transferido para outra placa de Petri contendo BDA, sendo incubado
novamente nas mesmas condi¢Oes descritas anteriormente.

Para realizar a coleta dos esporos foram adicionados 15 mL de &gua destilada
estéril sobre placa de Petri que continha meio BDA e a colbnia do fungo crescido. Os
conidios foram coletados com auxilio de pipeta. A suspenséo de esporos foi ajustada com
agua destilada estéril, para se obter a concentracéo final de 4,5 x 10° esporos. mL™* com

0 uso da cdmara de Neubauer. A suspensdo foi armazenada a 4 °C até ser utilizada.

4.3 ENSAIO ANTIFUNGICO IN VITRO

No ensaio antifungico in vitro foram testadas as seguintes doses do 6leo
essencial de capim-limdo: 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,6; 3,2; 6,4 e 12,8 pL/mL; s
escolhidas a partir de trabalhos realizados anteriormente no Laboratério de Pos colheita.

Para facilitar a dispersdo do Gleo essencial através do meio de cultura, utilizou-
se o surfactante DMSO (dimetilsulfoxido) a 1%.

Nas testemunhas, doses zero, sem Oleo essencial, foram realizados dois
controles: o primeiro com o crescimento do fungo somente no meio BDA e o segundo
controle com o desenvolvimento do fungo em meio BDA acrescido pelo DMSO com o
objetivo de avaliar a influéncia do surfactante sobre o crescimento dos fungos.

Foram adicionados ao meio BDA fundido (45°C), uma solucdo de oleo
essencial, DMSO 1% a fim de se obter a concentracdo desejada. Ap6s homogeneizacéo,
0 meio foi vertido para placas de Petri e estas incubadas com um disco micelial de 7 mm

foi retirado de uma coldnia crescida em BDA de cada fungo em estudo. As placas de
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controle, sem Gleo essencial, foram inoculadas seguindo o mesmo procedimento. Em
seguida todas as placas foram incubadas a 30°C até a data em que o fungo tomasse toda a
placa do controle, ou seja, entre 7 e 10 dias, sendo entdo finalizado o periodo de
incubacdo. O diametro das coldnias foi registrado diariamente por meio de um paquimetro
digital. O tamanho da colénia de cada amostra teste foi comparado com a dimenséo dos
controles. Os resultados foram expressos em termos de tamanho do diametro do halo do
crescimento microbiano. A porcentagem de inibicdo do numero de coldnias (PI) foi

calculada conforme Billerbeck et al. (2001):

PI = 22T 100 (Equacdo 01)

90
Sendo:
@o = didmetro médio do micélio no controle;

@1= diametro médio do micélio no tratamento.

Por meio dos resultados obtidos do teste com o 6leo essencial, foi realizado
teste in vitro com seu componente majoritéario, o Citral, adquirido da empresa Sigma-
Aldrich®. As doses testadas foram: 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,6 uL/mL. A porcentagem de

inibicdo foi determinada pela Equacédo 01.

4.4 MICRODILUICAO EM MICROPLACA DE 96 POCOS

A concentracdo minima inibitoria (CIM), do 6leo essencial sobre os fungos
em estudo, foi realizada através da microdiluicdo seriada em microplaca de 96 pocos, as
doses testadas foram definidas a partir dos resultados do teste in vitro, sendo avaliadas as
doses de: 1,0; 1,2;1,4; 1,6 e 1,8 uL/mL.

Para cada dose testada foram realizadas quatro repeticdes em meio BD (batata e
dextrose) 2x concentrado, solu¢do com o 0Oleo essencial, DMSO e suspensdo de esporos
(107) e como controle o tratamento sem o 6leo essencial. A microdiluigio seriada em

microplaca, foi realizada adicionando 75 pL de meio BD em cada poco, e na primeira
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linha foi adicionado solucdo que continha a dosagem de 6leo essencial a ser testada,
DMSO e o volume de agua destilada para completar 75 uL, foram realizada dilui¢cGes
seriadas 4x com 75 pL da solugdo, desprezando 75 pL da dltima dilui¢cdo, com o intuito
que todos os pocos contivessem 0 mesmo volume (75 L), apos a dilui¢do seriada foram
adicionado 75 pL da suspensdo de esporos dos fungos analisados, e colocado em camara
B.O.D. a temperatura de 35°C por 72h.

Apos o periodo de incubacdo a interpretacdo dos resultados foi realizada por
andlise visual. A concentragdo minima inibitéria (CIM) foi definida como a menor
concentracdo de 6leo essencial em que ndo ocorreu crescimento fangico (PANDEY et al.,
2003; DELLAVALLE etal., 2011).

4.5 ANALISE DO CONTROLE DE FUNGOS POR OLEO ESSENCIAL EM
GRAOS INFESTADOS

Os gréos de trigo utilizados foram fornecidos pela EMBRAPA Trigo/RS. A
andlise da eficacia do 6leo essencial de capim-limao sobre o desenvolvimento dos fungos
foi realizada baseada em trés doses do 0leo essencial as quais foram definidas de acordo
com as que apresentaram maior porcentagem de inibicao do crescimento micelial (PI) no
teste in vitro, sendo: 0,6; 0,8 e 1,6 pL/mL além do controle, o qual ndo continha
tratamento com o6leo essencial. Estas doses foram testadas em diferentes periodos de
armazenamento (10, 20 e 30 dias) em ambiente controlado (30°C).

Em recipientes de vidro com volume de 1,4 L foram acondicionados 200 g de
gréos de trigo os quais foram previamente esterilizados em autoclave a 120°C por 15 min.
Posteriormente, para cada recipiente, foi inoculada 2 mL da suspens&o de 10’esporos/mL
da espécie de fungo correspondente. Os frascos foram mantidos a temperatura controlada
(30°C) em camara B.O.D. por 2 dias para promover o crescimento do fungo.

Apbs 48 h saches de papel filtro foram embebidos com as diferentes doses de
oleo essencial. Os saches foram introduzidos nos recipientes contendo 0s graos
inoculados com os fungos, sendo cada espécie avaliada separadamente em diferentes
recipientes. O tratamento controle ndo recebeu nenhuma dosagem de 6leo essencial e foi

analisado nos diferentes periodos conforme ocorreu com os tratamentos. Para cada dose
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testada foram realizadas trés repeticGes. Esses procedimentos foram realizados em
camara de fluxo laminar.
Para cada dose testada foi adicionado o volume de 6leo essencial equivalente no
sache:  -0,6 pL/mL: 840 pL
- 0,8 pL/mL: 1120 pL
- 1,6 pL/mL: 2240 pL
A eficiéncia do o6leo essencial foi analisada, realizando-se amostragens
periddicas a cada 10 dias de cada tratamento. Foram quantificadas as UFCs (Unidades
Formadoras de Colonia) sob efeitos de cada tratamento.

No final de cada periodo, 10 g de grédos, foram retiradas e diluidas em 90 mL de
solugdo salina (NaCl 0,9%). DiluicBes seriadas de dez vezes (10! a 1073) foram
preparadas desta solucdo. Meio mililitro de cada diluicédo foi inoculado em placas de Petri
com 20 mL de meio Agar Sabouraud. As placas foram incubadas por 48 h a 30°C em
camara B.O.D. Placas contendo de 05 a 250 UFC foram contadas e a porcentagem de
inibicdo do crescimento (PI) foi calculada conforme Tatsadjieu et al. (2010):

PI = % 100 (Equagio 02)

0

Sendo:
Co = numero de coldnias que ndo receberam tratamento;

Cr= ntmero de colbnias que receberam tratamento com 6leo essencial.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis obtidas nos testes foram analisadas por meio do programa
estatistico SISVAR®, com anélise de variancia e comparacdo de médias pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia, em delineamento experimental inteiramente

casualizado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO REALIZADO COM CAPIM LIMAO

5.1.1. Identificacdo dos componentes quimicos do 6leo essencial de capim limao

(Cymbopogon flexuosus)

A Figura 07 apresenta o cromatograma obtido na identificacdo dos principais

componentes do 6leo essencial de capim limao (C. flexuosus):
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Figura 07: Cromatograma do 6leo essencial de capim-limdo (Cymbopogon flexuosus)
utilizado no experimento.

A Tabela 01 apresenta o tempo médio de retencdo e o indice de Kovats dos

componentes identificados pelo cromatograma apresentado na Figura 01.
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Tabela 01: Principais componentes do 6leo essencial capim-liméo (Cymbopogon
flexuosus) determinados por CG-EM.

Tempo de indice de Kovats
Pico Componente Retencdo* Presente Adams Outros
(min) trabalho (1995) autores
02 6-metil-5- 8,927 994 992
hepten-2-ona
05 Linalol 13,647 1093 1098
06 Citronelal 16,097 1150 1153
09 Neral 20,353 1245 1244
10 Geraniol 20,873 1257 1257
11 Geranial 21,768 1272 1270
12 Acetato de 26,664 1388 1383
Geranila
13 Cariofileno 28,315 1430 - 1428"

1
*Coluna DB-5. ( )CHOI, 2003.

Observa-se pela Figura 07 em conjunto com a Tabela 01, que o principal
componente do 6leo essencial de capim limdo utilizado neste trabalho é o citral, mistura
do neral e geranial. A concentracdo de citral foi quantificada em 72% da composi¢éo do
6leo, sendo 40% geranial e 32% neral. O citral tem sido identificado como principal
componente de algumas plantas como a Lippia alba (BARBOSA et. al., 2006), a Pectis
brevipedunculata (OLIVEIRA et al., 2011) e o Cymbopogon citratus (MARTINAZZO
etal., 2013).

A Tabela 02 apresenta a identificacdo dos principais componentes do 6leo
essencial de capim-liméao utilizado neste trabalho em comparagdo com outros publicados,
verificando-se similaridades e certas diferencas entre 0s principais componentes
identificados. Autores como Lorenzi (2008), Simdes e Spitzer (2003) afirmam que a
composicdo dos Oleos essenciais de uma mesma espécie pode variar segundo as

influéncias externas, condic@es climaticas e sazonalidades durante seu cultivo.
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Tabela 02. Comparacgdo dos principais componentes do 6leo essencial de capim liméo
(Cymbopogon flexuosus), identificados no presente trabalho, em relacdo a artigos
publicados.

Presente Kumaretal. Adinarayana Silvaetal.  Azevedo et

Componente  Trabalho (2009) etal. (2012) (2015) al. (2016)
6-metil-5- X X X X
hepten-2-ona
Linalol X X X X
Citronelal X X
Neral X X X X
Geraniol X X X X X
Geranial X X X
Acetato de
. X X
Geranila

Cariofileno X X
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5.1.2 Avaliacdo da atividade antifungica in vitro do 6leo essencial de capim-liméao

(Cymbopogon flexuosus) sobre o Aspergillus brasiliensis

Para todos os testes in vitro realizados o controle utilizado foi o zero sem DMSO,
devido ao fato que nos testes preliminares 0 DMSO demonstrou ndo influenciar no

crescimento fangico.

A Figura 08 apresenta o efeito inibitorio obtido com o 6leo essencial de capim-liméo
no crescimento micelial do fungo A. brasilienses, nas diferentes doses testadas durante o

periodo de incubagdo.
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Figura 8: Efeito de diferentes concentragdes do Oleo essencial de capim-limao
(Cymbopogon flexuosus) no crescimento do fungo Aspergillus brasiliensis.

Observa-se pela Figura 08 que para as doses de 6leo essencial de 0,05 e 0,4 pL/mL
o didmetro do crescimento fungico variou entre 84 e 57 mm durante o periodo de
incubacdo. Na dose de 0,6 pL/mL houve crescimento de 7 mm de didametro do fungo a

partir do sétimo dia. Para as demais doses o crescimento radial do fungo foi totalmente
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inibido. E vélido ressaltar que o final do periodo de incubagdo foi determinado no
momento em que o crescimento micelial nos tratamentos testemunhas (dose zero) atingiu
toda a placa a placa de Petri, a qual possuia diametro de 92 mm.

Para avaliar o efeito das doses testadas, calculou-se a Porcentagem de Inibicao
(Equacéo 01) de cada dose sobre o fungo em estudo e procedeu-se a analise estatistica
conforme descrito a seguir:

O Quadro 01 apresenta o resumo da analise de variancia do efeito do dleo
essencial de capim-liméo e do tempo de incubacdo no crescimento micelial do fungo A.

brasiliensis.

Quadro 01. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do efeito do 6leo essencial
de capim liméo (C. flexuosus), durante o periodo de incubacao (dias) sobre o crescimento
micelial do fungo A. brasiliensis.

Fonte de Variacéo GL QM P>0,05
Dose de 6leo essencial (D) 9 2,13 :
Tempo de Incubacéo (t) 8 0,052 *
Dxt 72 0,013 *
Erro 356 0,0051
Total 449
CV =8,44%

* Significativo a 5% de significancia pelo teste F.

O Quadro 01 mostra que houve efeito significativo das diferentes doses de 6leo
essencial de capim-limao, para o tempo de incubagéo, assim como para a interagcdo (D
x t), indicando que a inibi¢éo do crescimento do fungo A. brasiliensis, com o 6leo essencial
de capim-limédo, depende da interacdo entre a dose do Oleo aplicada e o tempo de
incubacéo do fungo. Desta forma, procedeu-se o desdobramento da interagéo para estudar
0 comportamento do controle micro-organismo dentro de cada fator estudado, conforme

descrito na Tabela 03.

Ainda pelo Quadro 01, observa-se o baixo valor do coeficiente de variagéo (CV),

de 8,44% o qual fornece uma informacao sobre a precisdo do experimento, de acordo com
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Pimentel-Gomes (1987), quanto menor o coeficiente de variacdo maior € a precisao
experimental dos resultados. Poderd ser observado ao longo da apresentacdo dos

resultados que, em todas as anélises de variancia obtidas, o valor CV foi baixo.

Tabela 03: Porcentagem média de inibicdo, in vitro, do crescimento micelial do fungo
Aspergillus brasiliensis para diferentes dosagens (uL/mL) do dleo essencial de capim-
liméo (Cymbopogon flexuosus) durante o periodo de incubacéo

Dose de Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial*
oleo Periodo de incubacéo (dias)

essencia

I 1 2 3 4 5 6 7 8 9

(uL/mL)
0,05 100aA 100aA 70bB  43cC  28dD  18dE 13dE 9dE 9cE
0,1 100aA 100aA 95aA  78bB  49cC  40cD  33cD  22dE 18cE
0,2 100aA 100aA 100aA 96aA 80bB  62bC  51bD  42bE  38bE
0,4 100aA 100aA 100aA 96aA  80bB  62bC  51bD  42bE  38bE
0,6 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 97aA  92aA
0,8 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA
1,6 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA
3,2 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA
6,4 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA
12,8 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA

*Letras iguais, minusculas nas colunas e maiusculas nas linhas, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Scott-Knott com nivel de significancia de 5%.

Pela Tabela 03 observa-se que nas primeiras 48 horas todas as doses tiveram
controle no crescimento, a partir de 72 h a dose de 0,05 pL/mL difere estatisticamente
das demais, ocorrendo sucessivamente ao longo dos dias com as doses de 0,1; 0,2 e 0,4
puL/mL. Somente as doses de 0,6 a 12,8 pL/mL mantiveram, sem diferenca estatistica
significativa, o controle do crescimento micelial do fungo, ao longo dos nove dias de
observacao.

A Figura 09 ressalta a porcentagem de inibicdo obtida ao final do periodo de
incubagédo do fungo A. brasiliensis com a aplicacdo de diferentes doses de 0leo essencial
de capim limédo. Observa-se que a partir da dose de 0,6 uL/mL ndo houve diferenca
estatistica entre as concentracfes testadas na porcentagem de inibi¢cdo do crescimento

micelial do fungo, conforme apresentando na Tabela 03.
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Figura 09: Efeito de diferentes doses do 6leo essencial de capim-liméo (C. flexuosus) na
inibicdo do desenvolvimento micelial do fungo A. brasiliensis no nono dia de incubacao.

*As médias seguidas pelas mesmas letras, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
significancia.

5.1.3 Avaliagdo da atividade antifuingica in vitro do 6leo essencial de capim-liméo (C.
flexuosus) sobre o fungo Aspergillus flavus

A Figura 10 apresenta o efeito inibitério obtido com o 6leo essencial de capim-liméo
no crescimento micelial do fungo A. flavus, nas doses testadas durante o periodo de
incubacao.
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Figura 10: Efeito de diferentes concentracdes do 6leo essencial de capim-liméo (C.
flexuosus) no crescimento do fungo Aspergillus flavus.

Observa-se pela Figura 10 que o periodo de incubacdo do A. flavus foi de 10 dias,
diferente do A. brasiliensis o qual foi de nove dias, o que ocorre devido a diferenca das
caracteristicas de cada espécie.

Verificou-se que o A. flavus se desenvolveu entre as doses de 0,05 e 0,6 pL/mL.
Para as doses de 0,4 uL/mL abaixo, diametro de crescimento do halo fingico variou entre
53 ¢ 92 mm, a dose de 0,6 pL/mL apresentou crescimento de 2 mm, observado a partir
do penultimo dia de incubag@o. Somente as doses acima de 0,8 uL/mL ndo apresentaram
crescimento micelial do fungo, com resultados préximos aos obtidos para o A.
brasilienses.

Tais resultados diferiram do encontrado por Sarma et al. (2004) que testaram a
atividade fungicida do 6leo essencial de C. flexuosus sobre espécie Aspergillus niger, nas
doses de 10, 20 e 30 uL/mL, para as quais houve crescimento fangico com 72 h de
incubacdo, acredita-se que a diferenca entre os valores obtidos e a dos referidos autores
além da diferenca da espécie fungica, seja devido a quantidade de citral presente nos 6leos

essenciais utilizados, sendo de 25,9% para os autores e de 72% para este trabalho, sendo
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0 componente o possivel responsavel pelo controle de fungo com menores doses de 6leo
essencial.

Assim como realizado anteriormente, para avaliar o efeito das doses testadas,
calculou-se a Porcentagem de Inibicdo de cada dose sobre o fungo em estudo e procedeu-
se a analise estatistica conforme descrito a seguir.

Quadro 02. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do efeito do éleo essencial

de capim limé&o (C. flexuosus), durante o periodo de incubacg&o (dias) sobre o crescimento
micelial do fungo A. flavus.

Fonte de Variagéo GL QM P>0,05
Dose de 6leo essencial (D) 9 5,26 *
Tempo de Incubacéo (t) 9 0,083 *
Dxt 81 0,018 *
Erro 396 0,0025
Total 404
CV =6,55%

* Significativo a 5% de significancia pelo teste F.

O Quadro 02 mostra que houve efeito significativo das diferentes doses de éleo
essencial de capim-liméo, para o tempo de incubacdo, assim como para a interagdo entre
(D x 1), indicando que a inibicdo do crescimento do fungo A. flavus, com o 6leo essencial
de capim-limao, depende da interacdo entre a dose do 6leo e o tempo de incubacdo, assim
como ocorreu para o controle do A. brasiliensis. Desta forma, procedeu-se o
desdobramento da interacdo para estudar o comportamento do controle do fungo dentro
de cada fator, conforme descrito a seguir.

A porcentagem de inibicdo do 6leo essencial de capim limao, sobre o crescimento

micelial do A. flavus esta apresentado na Tabela 04.
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Tabela 04. Porcentagem média de inibicdo, in vitro, do crescimento micelial do fungo
Aspergillus flavus para diferentes dosagens (uL/mL) do 6leo essencial de capim-limao
(Cymbopogon flexuosus) durante o periodo de incubacéo.

Dose de Porcentagem de Inibicdo do crescimento micelial*

esftelﬁgial Periodo de incubacéo (dias)

(uL/mL) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0,05 100aA 100aA 28cB  24cB  24cB  24dB 8dC 0cD 0cD 0cD
0,1 100aA 100aA  31cB 26¢cB 26¢cB 27dB  10dC OcD OcD OcD
0,2 100aA 100aA 46bB  37bC  36bC  32cC 18cD 4cE OcE OcE
0,4 100aA 100aA 100aA 100aA 93aB 89bB 81bC  70bD 54bE 42bF
0,6 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA  98aA
0,8 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA
1,6 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA
3,2 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA
6,4 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA
12,8 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA

*Letras iguais, minasculas nas colunas e maiusculas nas linhas, ndo se diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Scott-Knott com nivel de significancia de 5%.

Pela Tabela 04 observa-se que nas primeiras 48 horas todas as doses tiveram

controle no crescimento do A. flavus, a partir do terceiro dia, as doses de 0,05 a 0,2 pL/mL

apresentaram reducdo do percentual de inibi¢do, assim como a dose 0,4 uL/mL a partir

do sexto dia, o que demonstra que para o controle eficiente do fungo, doses acima desta

devem ser aplicadas. Estatisticamente as doses de 0,6 a 12,8 pul/mL controlaram o

desenvolvimento fungico, ndo apresentando diferenca estatistica significativa na

porcentagem de inibicéo.

incubacéo.

A Figura 11 ressalta a porcentagem de inibicdo obtida ao final do periodo de
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Figura 11:Porcentagem de inibicdo do efeito do dleo essencial de capim-liméo (C.
flexuosus) no desenvolvimento do fungo A. flavus.

*Letras iguais, minusculas nas colunas, ndo se diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott com nivel de significancia de 5%.

A dose de 0,6 pL/mL a qual apresentou controle sobre os fungos em estudo, esta
préxima aos resultados obtidos por Shahi et al. (2003), os quais avaliaram a atividade
antifangica do 6leo essencial de capim-limédo nas doses de 0,1 a 0,8 pL/mL sobre quatro
espécies do género Aspergillus (A. flavus, A. fumigatus, A. niger e A. parasiticus) e
observaram 100% de inibic&o no crescimento fungico com sete dias de incubacéo a partir
da dose de 0,4 pL/mL. Segundo os autores, o citral foi o principal componente
identificado, com quantidade variando de 68 a 80% da composicdo do dleo essencial.

Estudos anteriores como de Misra e Dubey (1994), Baratta et al. (1998) e Chao et
al. (2000) constataram a atividade fungitoxica do 6leo essencial de C. flexuosus sobre
alguns micro-organismos, entre eles, os fungos do género Aspergillus, conforme obtido

no presente trabalho.
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5.1.4 Analise da atividade antifungica por microdilui¢éo do 6leo essencial de capim-

limdo (Cymbopogon flexuosus) sobre fungos do género Aspergillus

A microdiluicdo seriada em microplaca foi realizada com o intuido de identificar
a concentracdo minima inibitéria (CIM) do crescimento fungico. Os resultados obtidos
estdo apresentados na Tabela 05. As doses testadas foram estipuladas a partir dos

resultados alcangcados nos testes in vitro.

Tabela 05: Indicacdo de crescimento fungico* em microdiluicdo seriada de Aspergillus
brasiliensis e Aspergillus flavus para diferentes dosagens (uL/mL) do 6leo essencial de
capim lim&o (Cymbopogon flexuosus).

Dgse de Dose de 6leo .
oleo Aspergillus Aspergillus . Aspergillus Aspergillus

essencial brasiliensis flavus essencial brasiliensis flavus.

(uL/mL) (uL/mL)
1.8 - - 0,45 + +
1,6 - - 0,4 + +
1,4 - - 0,35 + +
1,2 - - 0,3 + +
1,0 - - 0,25 + +
0,9 - + 0,22 + +
0,8 - + 0,2 + +
0,7 + + 0,17 + +
0,6 + + 0,15 + +
0,5 + + 0,12 + +

*Sinal + indica crescimento fingico e — ndo crescimento.

Os resultados demonstraram inibicdo do crescimento para os dois fungos
avaliados, observou-se o A. brasiliensis mais suscetivel ao controle pelo 6leo essencial,
por esta metodologia, com inibicao a partir da dose de 0,8 uLL/mL como ocorrido no teste
in vitro. A dose de 1 ul/mL foi a que inibiu totalmente as duas espécies, sendo
considerada a CIM para controle das mesmas, valor este proximo ao obtido no teste in
vitro, considerando-se que as diferencas entre doses s&o minimas.

Resultados superiores da CIM para fungos do género Aspergillus foram
encontrados por Kumar et al. (2009) na avaliacdo do dleo essencial de Cymbopogon
flexuosus e seus componentes como antifangico e inibidor da producéo de aflatoxinas, os

quais encontraram as concentra¢cdes minimas inibitorias de 1,2; 1,3 e 1,9 uL/mL para as
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espeécies A. fumigatu, A. terreus e A. niger, respectivamente. O citral foi quantificado em
63,17%, estando abaixo do valor deste trabalho, 0 que pode ter sido uma das causas da
necessidade de doses maiores de Oleo essencial para inibicdo dos fungos, alem da
especificidade de cada espécie.

Tendo em vista 0 6leo essencial de C. flexuosus ter mostrado atividade antifungica
em relacdo ao A. brasiliensis e 0 A. flavus e seu componente majoritario ser o citral, o
qual corresponde a 72% da sua composicéo, realizou-se o estudo in vitro com citral para
verificar se o controle do fungo se d& por meio deste componente, conforme descrito a

sequir.

5.1.5 Avaliacdo da atividade antifungica in vitro do citral sobre o fungo Aspergillus

brasiliensis

A Figura 12 apresenta o efeito inibitorio obtido com o citral no crescimento micelial
do fungo A. brasilienses, nas diferentes doses testadas durante o periodo de incubacao, o

qual foi de sete dias.
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Figura 12: Efeito de diferentes doses de citral no crescimento do fungo Aspergillus
brasiliensis.
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A Figura 12 mostra que para as dosagens testadas a partir de 0,6 uL./mL nao houve
crescimento do fungo, assim como ocorreu no teste in vitro, o que evidencia a eficacia do
citral como componente antifingico sobre o A. brasiliensis. Observou-se
desenvolvimento do micro-organismo nas doses inferiores, 0,2 e 0,4 pL/mL para as quais
a média do didmetro de crescimento foi de 52 e 39 mm, respectivamente.

O Quadro 03 apresenta o resumo da analise de variancia do efeito do citral e do tempo

de incubacdo no crescimento micelial do fungo A. brasiliensis.

Quadro 03. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do efeito do citral, durante
0 periodo de incubacéo (dias) sobre o crescimento micelial do fungo A. brasiliensis.

Fonte de Variagéo GL QM P>0,05
Dose de citral (D) 4 0,58 :
Tempo de Incubacéo (t) 6 0,166 *
Dxt 24 0,066 *
Erro 136 0,007
Total 209
CV =9.27%

* Significativo a 5% de significancia teste F.

O Quadro 03 mostra que houve efeito significativo das diferentes doses de citral,
para o tempo de incubacdo, assim como para a interacdo (D X t), indicando que a inibi¢éo
do crescimento do fungo A. brasiliensis com o citral, depende da interacdo entre a dose
do 6leo e o tempo de incubacdo, assim como ocorreu para o controle do A. brasiliensis no
teste in vitro. O estudo do comportamento do controle do fungo dentro de cada fator esta

apresentado na Tabela 06.
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Tabela 06. Porcentagem média de inibicao, in vitro, do crescimento micelial do fungo
Aspergillus brasiliensis para diferentes dosagens (uL/mL) de citral durante o periodo de
incubacéo.

Dose de Inibicdo do crescimento micelial* em dias (%)
citral
(uL/mL) 1 2 3 4 5 6 7

0,2 100aA  100aA 88bB 69cC 55¢D 47cD 44cD
0,4 100aA  100aA 96aA 85bB 75bC 66bD 58bD
0,6 100aA  100aA  100aA  100aA  100aA  100aA  100aA
0,8 100aA  100aA  100aA  100aA  100aA  100aA  100aA

1,6 100aA  100aA  100aA  100aA  100aA  100aA  100aA

*Letras iguais, minusculas nas colunas e maiusculas nas linhas, ndo se diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Scott-Knott com nivel de significancia de 5%.

Os resultados apresentados na Tabela 06 demonstram a total inibicdo do
crescimento fungico com a aplicacéo do citral a partir da dose 0,6 uL/mL em todo periodo
de incubacdo, o que esta de acordo com o observado no teste in vitro para o 6leo essencial

de capim limao.

Observa-se que a dose de 0,4 uL/mL apresentou diferenga estatistica das doses
superiores somente a partir do quarto dia de incubacdo, quando entdo sua agdo sobre o
fungo comega a reduzir. A dose 0,2 uL/mL demonstrou controle apenas nas primeiras 24

horas.

5.1.6 Avaliacao da atividade antifungica in vitro do citral sobre o Aspergillus flavus

Assim como realizado com o A. brasiliensis, realizou-se o teste in vitro com citral
para verificar se o controle do fungo A. flavus se da por meio deste componente. A Figura
13 apresenta o efeito inibitdrio obtido com o citral no crescimento micelial do fungo A.
flavus, nas diferentes doses testadas no final do periodo de incubacdo, o qual foi de dez

dias.
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Figura 13: Efeito de diferentes doses de citral no crescimento do fungo Aspergillus
flavus.

De acordo com a Figura 13 as doses a partir de 0,6 pL/mL ndo apresentaram
crescimento fungico por todo periodo de incubacdo, conforme resultados obtidos com o
A. brasiliensis. A dose de 0,2 puL/mL ndo controlou o desenvolvimento do fungo
apresentando no décimo dia de incubag&o, didmetro de crescimento de 65 mm. Na dose
0,4 pL/mL o fungo comegou a se desenvolver a partir do quinto dia de incubagdo e ao

final apresentou 21 mm de crescimento.

O Quadro 04 apresenta o resumo da analise de variancia do efeito do citral e do

tempo de incubacéo no crescimento micelial do fungo A. flavus.
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Quadro 04. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do efeito do citral, durante
0 periodo de incubacéo (dias) sobre o crescimento micelial do fungo A. flavus.

Fonte de Variacédo GL QM P>0,05
Dose de citral (D) 4 1,69 *
Tempo de Incubacéo (t) 9 1,28 *
Dxt 36 0,078 *
Erro 196 0,004
Total 249
CV =17,12%

* Significativo a 5% de significancia pelo teste F.

Da mesma forma como ocorreu no controle do A. brasiliensis, 0 Quadro 04 mostra
que houve efeito significativo das diferentes doses de citral, para o tempo de incubacao,
assim como para a interacdo (D x t), indicando que a inibicéo do crescimento do fungo A.
flavus, com citral, depende da interacdo entre a dose do 6leo e o tempo de incubacdo. A
Tabela 07 apresenta a andlise estatistica relacionada a porcentagem de inibigdo do citral

sobre o desenvolvimento do fungo.

Tabela 07. Porcentagem média de inibicdo, in vitro, do crescimento micelial do fungo
Aspergillus flavus para diferentes dosagens (uL/mL) de citral durante o periodo de
incubacéo.

Dose de Porcentagem de inibigéo do crescimento micelial*

citral Periodo de incubacéo (dias)

(uL/mL) | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
02 100aA 100aA 88bB  62bC  51bD  42bE  38cE  32cF  29cF  29cF
0.4 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 97aA  92bA  87bB  80bC  77bC
06 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA
08 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA

100aA

1.6 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA

*Letras iguais, minusculas nas colunas e maiusculas nas linhas, ndo se diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Scott-Knott com nivel de significancia de 5%.
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Conforme a Tabela 07 as doses a partir de 0,6 uL/mL apresentaram controle total
dos fungos nos dez dias de incubacéo. Resultados semelhantes foram obtidos por Luo et
al. (2004) na andlise do efeito do citral sobre o fungo A. flavus, os quais obtiveram como
concentragdo minima inibitoria a dose de 0,5 pL/mL.

Ainda pela Tabela 07 observa-se que a dose de 0,4 uL/mL, apresentou diferenca
estatistica das doses superiores somente a partir do oitavo dia de incubacao, quando sua
acdo antifungica se reduz. A dose 0,2 pL/mL demonstrou controle total apenas nos dois
primeiros dias. Em seu trabalho, Lopez-Malo et al. (2002), concluiram que a concentracéo
inibitéria minima do citral para inibi¢do do fungo A. flavus por sessenta dias seria de 1800
pL/mL, mesmo com a particularidade da espécie e da metodologia aplicada, tal resultado
estd bem acima dos encontrados neste trabalho considerando-se que a dose 0,6 pL/mL
obteve 100% de inibicdo ao final de 10 dias.

Nos testes realizados com o citral tanto para A. brasilienses quanto para o A. flavus
observou-se que nas primeiras 48 horas, todas as doses apresentaram 100% de inibicao,
resultados estes que estdo proximos aos obtidos por Moleyar e Narasimham (1987) que
avaliaram o potencial fungicida do citral sobre o fungo A. niger nas doses de 0,06; 0,12 e
0,24 pL/mL e obtiveram porcentagem de inibi¢cao de 83% para a dose 0,06 uL/mL e de
100% nas doses 0,12 e 0,24 puL/mL no mesmo periodo de observagao.

Trabalhos como o de Stevens et al. (1971), Batt et al. (1983) e Moleyar e
Narasimham (1987), Kakarla e Ganjewala (2009) comprovaram a a¢do antimicrobiana
do citral, e relataram o potencial fungitoxico deste para o género Aspergillus, porém com
dosagens mais elevadas em relacéo ao presente estudo.

Stevens et al. (1971) testaram a atividade microbiana do citral sobre alguns micro-
organismos, dentre eles os A. oryzae e A. niger, nas concentra¢des 125 e 500 pL/mL, no
periodo de incubacgdo de 96 h e observaram que a dose de 125 uL/mL apresentou ligeiro
crescimento fingico e a de 500 pL/mL inibicao total.

Batt et al. (1983) verificaram o efeito do citral na dose de 3,7 uL/mL sobre o
crescimento micelial do A. parasiticus e observaram que apés cinco dias de incubacgéo
ndo houve crescimento micelial do fungo.

Kakarla e Ganjewala (2009) testaram a atividade fungitoxica do citral na

concentragdo de 10 pL, sobre duas espécies do género Aspergillus e apos 48 h de
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incubacdo observaram que o componente apresentou porcentagem de inibicdo de 42%
sobre o A. fumigatus e de 92% para o A. flavus.

Em seu estudo, Luo et al. (2004) verificaram que o citral lesionou a parede e a
membrana dos esporos de A. flavus, alterando sua elasticidade. Apds a penetracdo
intracelular, o citral alterou a expressdo génica, reduplicacdo e morfologia mitocondrial,
e também alterou a agregacdo de proteinas e macromoléculas. Assim constataram que
células, organelas e macromoléculas tiveram suas estruturas e fungdes normais alteradas,
desencadeando na perda da capacidade de germinacdo de esporos do fungo A. flavus,

mostrando que o componente tem poder fungitdxico para o género Aspergillus.

5.1.7 Avaliacdo da eficicia do Oleo essencial de capim-limdo (C. flexuosus) no
controle dos fungos Aspergillus brasilienses e A. flavus em grédos de trigo (T.

aestivum) contaminados

Baseando-se nos melhores resultados encontrados anteriormente, foram
realizados testes com o 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus, para verificar a eficacia
do 6leo no controle dos referidos fungos em grédos de trigo contaminados com 0s mesmos.

Ao final de cada periodo de armazenamento (10, 20 e 30 dias) foi realizada a
contagem das unidades formadoras de coldnia e determinada a porcentagem de inibigéo
do crescimento fangico nos grdos contaminados por meio da aplicacdo das melhores
doses de controle obtidas (0,6, 0,8 e 1,6 uL/mL)

As andlises de variancias obtidas para cada tempo de incubacgdo nas diferentes
doses avaliadas estdo descritas em Anexo (Quadros 08 a 16). Em cada periodo avaliado,
observou-se diferenca significativa das doses, procedendo-se assim a comparacao do
percentual de inibicdo por meio do teste de médias, conforme apresentado nas Tabelas 08
e 09.
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Tabela 08. Porcentagem média de inibicdo do crescimento do fungo Aspergillus
brasiliensis em graos de trigo (T. aestivum) para diferentes doses do 0leo essencial de
capim-limé&o (C. flexuosus) e periodos de armazenamento.

Porcentagem de inibi¢do do crescimento fungico durante
Dose de 6leo essencial de 0 periodo de armazenamento (dias)
C. flexuosus (pL/mL) 10 20 30
0,6 88,69 aA 83,51 aB 88,44 aA
0,8 88,11 aA 86,41 aA 96,82 bB
1,6 92,00 bA 92,28 bA 96,04 bB

*Letras iguais, minusculas nas colunas e maidsculas nas linhas, ndo se diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Scott-Knott com nivel de significancia de 5%.

Tabela 09. Porcentagem média de inibicdo do crescimento do fungo Aspergillus flavus
em grdos de trigo (T. aestivum) para diferentes doses do 6leo essencial de capim-liméo
(C. flexuosus) e periodos de armazenamento.

Porcentagem de inibicdo do crescimento fangico durante
Dose de 6leo essencial de 0 periodo de armazenamento (dias)
C. flexuosus (puL/mL) 10 20 30
0,6 91,78 aA 99,37 aB 99,25 aB
0,8 92,47 aA 98,90 aB 99,34 aB
1,6 87,98 bA 99,05 aB 99,34 aB

*Letras iguais, minasculas nas colunas e maiusculas nas linhas, ndo se diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Scott-Knott com nivel de significancia de 5%.

Os resultados demonstraram porcentagem de inibicdo acima de 80% para os dois
fungos em todos os tratamentos, sendo a maior inibigdo observada no A. flavus. Algumas
variacfes foram encontradas com aumento ou diminuicdo do controle, porém o0s
resultados evidenciaram o efeito antifungico do éleo essencial nos grdos contaminados.

Por meio da Tabela 08 pode-se observar que aos 10 e 20 dias de armazenamento
a porcentagem de inibic&o foi superior e na dose de 1,6 uL/mL a qual apresentou aumento
no controle do A. brasiliensis ao longo do periodo, ao contrario das outras doses testadas
que apresentaram variacao na inibicao.

Em relagdo ao A. flavus (Tabela 09) observou-se que em todas as doses testadas,
ao final dos periodos 20 e 30 dias de armazenamento ndo houve diferenca no percentual
de inibig&o entre as doses de 0,8 e 1,6 pL/mL. A cada periodo avaliado, somente a dose

de 1,6 pL/mL nos 10 dias de armazenagem apresentou diferenca estatistica das demais,
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nos periodos de 20 e 30 dias ndo foi houve diferenca estatistica, indicando o mesmo
percentual de inibicdo, em torno de 99%, em todas as doses, 0 que demonstra elevada
atividade antifungica do 6leo no controle do fungo no gréo.

O periodo de armazenamento de grdos em geral varia com a demanda de mercado,
os resultados demonstraram, inicialmente, que a maior dose testada foi a que apresentou
resultados mais consistentes no controle do crescimento fungico em funcdo do tempo de
armazenagem para o fungo A. brasiliensis, no caso do fungo A. flavus se mostra eficiente
na dose de 0,6 pL/mL. Segundo Isman (2006) pesquisas sobre a persisténcia destes
compostos na protecdo de sementes e graos contra o ataque de pragas séo de um modo

geral, escassos, mas indicam que estes se degradam rapidamente.

Tatsadjieu et al. (2010) avaliaram a porcentagem de inibic¢éo do crescimento do A
flavus em gréos de milho com o uso de 6leos essenciais (O. Gratissimum, L. Rugosa e X.
aethiopica) e observaram que ap0s duas semanas, a porcentagem de inibicéo foi de 93,1%,
posteriormente, com seis semanas este percentual caiu para 34,6%, segundo os autores
isto pode ser pelo fato de que, durante um periodo relativamente longo, o periodo de
incubacdo alguns componentes volateis dos 6leos possam evaporar, diminuindo a sua

concentracdo e controle sobre o0 micro-organismo.

No presente trabalho observa-se que a porcentagem de inibicdo manteve-se alta
para todas as doses ao final de 30 dias, indicando que 0s componentes que constituem o
6leo de Cymbopogon flexuosus, em sua maioria o citral (72%), tem maior efeito
antifungico por longos periodos em relacdo as espécies estudadas por Tatsadjieu et al.
(2010).

O uso de 0leos essenciais como controle do crescimento de fungos patogénicos em
produtos agricolas, como grdos e sementes, tem apresentado grande potencial a ser
explorado no controle de pragas agricolas, como uma alternativa barata e ecoldgica aos

produtos sintéticos.

Morais et al. (2008) em seu estudo, indicaram a possibilidade dos 6leos essenciais
serem utilizados no tratamento de sementes de feijdo cv. Carioquinha, ap0s avaliarem o
efeito do Cymbopogon flexuosus e C. citratus, na germinacdo e sanidade das sementes.
Os autores observaram que o 6leo essencial de C. flexuosus inibiu a incidéncia do fungo

Cladosporium sp. e que o 0leo de C. citratus mostrou-se eficaz na reducdo dos fungos
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Aspergillus spp. e Penicillium spp, porém reduziu o percentual de germinacdo das
sementes.

Gongalves et al. (2009) concluiram que o 6leo essencial de gengibre apresentou
atividade positiva no controle de patégenos em grdos de soja, com reducgdo da incidéncia
de 75% de Cladosporium sp; Rhizopus sp. e Fusarium spp. quando comparados a
testemunha

Ticiane (2013) avaliou os efeitos de Oleos essenciais, dentre eles do
C. flexuosus, no tratamento de sementes de trigo e observou que o 6leo de capim-liméo
foi um dos mais eficientes na reducdo dos patdégenos Fusarium, Alternaria, Penicillium e
Dreschelera tritici sem interferir no rendimento das sementes (kg/ha), causando,
entretanto, reducdo no seu poder germinativo. Segundo o autor é possivel levantar a
hipGtese de que a utilizagdo de 0Oleos essenciais torna-se uma alternativa vidvel para a
agricultura futuramente, mas ainda é preciso estudos sobre 0s mesmos, pois existem

poucos experimentos a campo e resultados na literatura.
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6. CONCLUSOES

O 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus apresentou efeito fungicida sobre 0s
fungos Aspergillus brasiliensis e Aspergillus flavus nos testes in vitro, apresentando

controle a partir da dose de 0,8 pL/mL.

O oleo essencial apresentou concentracéo inibitoria minima de 1,0 uL/mL para o

A. flavus e 0,8 uL/mL para o A. brasiliensis de 6leo essencial de C. flexuosus

O componente majoritario identificado no 6leo essencial utilizado foi o citral,

correspondendo a 72% da composigao.

Os testes in vitro com o citral apresentaram efeito fungicida do componente sobre
os fungos a partir da dose de 0,6 pL/mL.

O ¢leo essencial de C. flexuosus se mostrou eficiente no teste em gréos de trigos
contaminados armazenados, mantendo a capacidade fungicida mesmo apds 30 dias de
incubacgédo para ambos os fungos, variando a porcentagem de inibi¢do de acordo com a
espécie. Para melhor controle das espécies fungicas em estudo, a dose de 1,6 pL/mL

mostrou ser a mais indicada, quando a concentracdo de citral for igual a 72%.
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ANEXO

Quadro 05 — Resumo da andlise de variancia do efeito de diferentes doses 6leo essencial de C.
flexuosus (0,6; 0,8; 1,6, uL/mL), durante o periodo de 10 dias, no crescimento do fungo A.
brasiliensis em graos de trigo (T. aestivum) contaminados.

Fonte de Variagéo GL QM P>0,05
Dose de bleo essencial (D) 2 13,1941 *
Erro 6 1,67
Total 8
CV =1,44%

* Significativo a 5% de significancia pelo teste F.

Quadro 06 — Resumo da analise de variancia do efeito de diferentes doses 6leo essencial de C.
flexuosus (0,6; 0,8; 1,6, uL/mL), durante o periodo de 20 dias, no crescimento do fungo A.
brasiliensis em graos de trigo (T. aestivum) contaminados.

Fonte de Variacgéo GL QM P>0,05
Dose de 6leo essencial (D) 2 59,85 *
Erro 6 1,36
Total 8
CV =1,33%

* Significativo a 5% de significancia pelo teste F.

Quadro 07 — Resumo da andlise de variancia do efeito de diferentes doses 6leo essencial de C.
flexuosus (0,6; 0,8; 1,6, uL/mL), durante o periodo de 20 dias, no crescimento do fungo A.
brasiliensis em graos de trigo (T. aestivum) contaminados.

Fonte de Variagéo GL QM P>0,05
Dose de dleo essencial (D) 2 64,40 *
Erro 6 0,82
Total 8
CV =0,96%

* Significativo a 5% de significancia pelo teste F.
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Quadro 08 — Resumo da anélise de variancia do efeito da dose de 0,6 uL/mL do 6leo essencial
de C. flexuosus, em diferentes periodos de incubacdo (10, 20, 30 dias), no crescimento do fungo
A. brasiliensis em gréos de trigo (T. aestivum) contaminados.

Fonte de Variagéo GL QM P>0,05
Tempo de incubacéo (t) 2 25,57 *
Erro 6 1,58
Total 8
CV =1,45%

* Significativo a 5% de significancia pelo teste F.

Quadro 09 — Resumo da anélise de variancia do efeito da dose de 0,8 uL/mL do 6leo essencial
de C. flexuosus, em diferentes periodos de incubacdo (10, 20, 30 dias), no crescimento do fungo
A. brasiliensis em gréaos de trigo (T. aestivum) contaminados.

Fonte de Variagéo GL QM P>0,05
Tempo de incubacéo (t) 2 93,64 *
Erro 6 1,79
Total 8
CV =1,48%

* Significativo a 5% de significancia pelo teste F.

Quadro 10 — Resumo da anélise de variancia do efeito da dose de 1,6 uL/mL do 6leo essencial
de C. flexuosus, em diferentes periodos de incubacdo (10, 20, 30 dias), no crescimento do fungo
A. brasiliensis em gréaos de trigo (T. aestivum) contaminados.

Fonte de Variagéo GL QM P>0,05
Tempo de incubacéo (t) 2 15,31 *
Erro 6 0,46
Total 8
CV =0,73%

* Significativo a 5% de significancia pelo teste F.
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Quadro 11 — Resumo da andlise de variancia do efeito de diferentes doses 6leo essencial de C.
flexuosus (0,6; 0,8; 1,6, uL/mL), durante o periodo de 10 dias, no crescimento do fungo A
flavus em gréos de trigo (T. aestivum) contaminados.

Fonte de Variagédo GL QM P>0,05
Dose de dleo essencial (D) 2 17,35 *
Erro 6 0,93
Total 8
CV =1,06%

* Significativo a 5% de significancia pelo teste F.

Quadro 12 — Resumo da analise de variancia do efeito de diferentes doses 6leo essencial de C.
flexuosus (0,6; 0,8; 1,6, uL/mL), durante o periodo de 20 dias, no crescimento do fungo A.
flavus em gréos de trigo (T. aestivum) contaminados.

Fonte de Variagéo GL QM P>0,05
Dose de 6leo essencial (D) 2 0,17 n.s.
Erro 6 0,05
Total 8
CV =0,22%

"S- N&o significativo a 5% de significancia pelo teste F.

Quadro 13 — Resumo da analise de variancia do efeito de diferentes doses 6leo essencial de C.
flexuosus (0,6; 0,8; 1,6, uL/mL), durante o periodo de 20 dias, no crescimento do fungo A
flavus em gréos de trigo (T. aestivum) contaminados.

Fonte de Variagéo GL QM P>0,05
Dose de dleo essencial (D) 2 0,08 n.s.
Erro 6 0,07
Total 8
CV =0,26%

"S- N&o significativo a 5% de significancia pelo teste F.
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Quadro 14 — Resumo da anélise de variancia do efeito da dose de 0,6 uL/mL do 6leo essencial
de C. flexuosus, em diferentes periodos de incubacdo (10, 20, 30 dias), no crescimento do fungo
A. flavus em gréos de trigo (T. aestivum) contaminados.

Fonte de Variagéo GL QM P>0,05
Tempo de incubacéo (t) 2 56,68 *
Erro 6 0,14
Total 8
CV =0,39%

* Significativo a 5% de significancia pelo teste F.

Quadro 15 — Resumo da anélise de variancia do efeito da dose de 0,8 uL/mL do 6leo essencial
de C. flexuosus, em diferentes periodos de incubacdo (10, 20, 30 dias), no crescimento do fungo
A. flavus em gréos de trigo (T. aestivum) contaminados.

Fonte de Variagéo GL QM P>0,05
Tempo de incubacéo (t) 2 44,83 *
Erro 6 0,11
Total 8
CV =0,34%

* Significativo a 5% de significancia pelo teste F.

Quadro 16 — Resumo da analise de variancia do efeito da dose de 1,6 uL/mL do 6leo essencial
de C. flexuosus, em diferentes periodos de incubacdo (10, 20, 30 dias), no crescimento do fungo
A. flavus em gréos de trigo (T. aestivum) contaminados.

Fonte de Variagéo GL QM P>0,05
Tempo de incubacéo (t) 2 125,80 *
Erro 6 0,79
Total 8
CV =0,93%

* Significativo a 5% de significancia pelo teste F.



