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RESUMO

A producéo agricola mundial passa por um grande desafio: alimentar um contingente
populacional crescente a cada dia. O aumento da producdo pode se dar de duas
formas: via aumento de &rea cultivada ou via aumento da produtividade. Ampliar a
area de cultivo, hoje néo é visto com bons olhos, pois se preconiza a conservacao dos
recursos naturais e o desenvolvimento sustentavel. A saida é entdo elevar-se a
produtividade, o que também pode ser feito reduzindo-se as perdas ao longo das
cadeias produtivas. Os graos representam as principais fontes alimentares para os
seres humanos, seja indiretamente, pelo consumo de animais que foram alimentados
com 0S mesmos, ou pelo seu consumo direto e de seus derivados. Um dos fatores
gue compromete a qualidade dos graos, acarretando perdas, € o desenvolvimento de
fungos durante o armazenamento. Esses fungos podem produzir substancias nocivas
aos seres humanos e aos animais que consomem produtos contaminados, estas sédo
denominadas micotoxinas, o que faz do seu controle uma preocupacéo tanto do ponto
de vista econbmico, quanto de saude publica. Nesse sentido, os 6leos essenciais
surgem como uma alternativa natural para o controle desses fungos, em detrimento
dos fungicidas sintéticos, amplamente utilizados na atualidade. Esse trabalho
objetivou avaliar o efeito inibitorio dos 6leos essenciais (OE) de laranja-doce (Citrus
aurantium L. subesp. dulcis) e hortela (Mentha spicata L.) no desenvolvimento de
fungos das espécies Aspergillus flavus e Aspergillus brasiliensis em grdos de milho
armazenado, para propor uma tecnologia ambiental para o controle fungico. Realizou-
se a identificacdo dos principais componentes dos OE, por meio de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas, constatando que o Limoneno e a
Carvona foram os principais compostos encontrados no OE de M. spicata, e no OE
de C. aurantium o componente majoritario foi o Limoneno. Foram realizados também
testes in vitro, por difusdo em agar, com as dosagens 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5e 3,0 uL/mL
de OE de M. spicata, e 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10 pL/mL de OE de
C. aurantium, avaliando a atividade antifungica no decorrer do tempo, sendo utilizado
0 Teste de Scott-Knott a 5% de significancia para analise dos resultados. O OE de M.
spicata se mostrou mais eficiente que o OE de C. aurantium, uma vez que em
dosagens 2,0 pL/mL para o A. flavus e 2,5 pL/mL para o A. brasiliensis ja houve
completa inibicdo, enquanto para o OE de C. aurantium para 0S mesmos micro-
organismos constatou-se inibicdes inferiores a 50% ao fim do experimento. Foram
realizados testes in vivo em graos de milho, previamente contaminados, simulando
condi¢cdes de armazenamento, com o OE de M. spicata (1,25, 2,50 e 5,00 pL/mL),
verificando-se uma maior inibicdo do A. flavus, frente ao A. brasiliensis. A aplicagéo
do OE de M. spicata, no que tange a producao de aflatoxinas totais, se mostrou eficaz
para o A. brasiliensis até a dosagem 2,5 pL/mL, enquanto que para o A. flavus nao se
observou diferenca estatistica significativa entre as dosagens do OE.

Palavras-chave: Aspergillus brasiliensis; Aspergillus flavus; Biofungicida; Hortelg;
Laranja-doce; Tecnologia Ambiental.



ABSTRACT

World agriculture faces a major challenge: to feed a growing population every day.
Increase in production can occur in two ways: either by increasing the cultivated area
or by increasing yields. Expanding the cultivation area is currently not considered a
good alternative, because strong public concern seeks to promote the conservation of
natural resources and sustainable development. The answer is then to raise yields,
which can also be done by reducing the losses along the productive chains. Grains are
among the main food sources for humans, either indirectly, by the consumption of
grain-fed animals or by their direct consumption and their derivatives. The
development of fungi during grain storage compromises the quality of grains and leads
to losses. Fungi can produce harmful mycotoxins to humans and animals that consume
contaminated products, and controlling these substances concerns both the economic
and public health sectors. In this context, essential oils appear as a natural fungal
control alternative to the widely used synthetic fungicides. The objective of this study
was to evaluate the inhibitory effect of essential oils (EO) extracted from sweet orange
(Citrus aurantium L. subsp. dulcis) and mint (Mentha spicata L.) on the development
of the fungal species Aspergillus flavus and Aspergillus brasiliensis in stored maize
grains, aiming to propose an environmental technology for fungal control. Analysis by
gas chromatography coupled to mass spectrometry identified that Limonene and
Carvone were the main compounds in the M. spicata EO and Limonene was the main
compound in the C. aurantium EO. In vitro tests were performed using agar diffusion
with the concentrations of 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5; and 3.0 yL/mL of M. spicata EO, and
0.5;1.0; 1.5; 2.0; 2.5; 3.0; 4.0; 6.0; 8.0; and 10 pyL/mL of C. aurantium EO to evaluate
antifungal activity over time. The results were analyzed by the Scott-Knott's test at 5%
significance level. The EO of M. spicata was more efficient than the OE of C.
aurantium, since there was complete growth inhibition of A. flavus at 2.0 yL/mL and of
A. brasiliensis at 2.5 yL/mL, while the EO of C. aurantium showed inhibitions of the
same microorganisms below 50% at the end of the experiment. In vivo tests with M.
spicata EO (1.25; 2.50; and 5.00 pyL/mL) performed on maize grains, previously
contaminated, simulating storage conditions, showed higher inhibition of A. flavus than
of A. brasiliensis. The application of M. spicata EO, regarding the production of total
aflatoxins, was effective against A. brasiliensis up to 2.5 yL/mL, whereas no significant
difference was found between the EO concentrations against A. flavus.

Keywords: Aspergillus brasiliensis; Aspergillus flavus; Biofungicide; Mint, Sweet-
orange; Environmental Technology.
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1 INTRODUCAO

A demanda mundial por alimentos cresce a cada dia. Estudos apontam que
em 2050 o numero de habitantes na Terra superard a cifra de 9 bilhdes, e para
alimentar esse imenso contingente populacional, estima-se que a oferta de alimentos
devera crescer cerca de 70% a nivel mundial, e em 100% nos paises em
desenvolvimento (GODFRAY et al., 2010; FAO, 2011). Os grédos séo os elementos
mais importantes nesse processo. Além de serem a base da alimentacdo humana, os
mesmos também sdo fontes alimentares para as criagcdes animais, perfazendo a maior
parte das calorias da dieta humana (ALMEIDA et al., 2005; AUGUSTIN et al., 2016).

Dentre as grandes culturas agricolas de grdos, merecem destaque as
espécies da familia das leguminosas (Fabaceae), tais como a soja, o feijao, a ervilha
e a lentilha, e da familia das gramineas (Poaceae), cujos grdos sao conhecidos como
“cereais”, a exemplo do arroz, o trigo, a aveia, o centeio, o sorgo e o milho.

Esta Ultima espécie, o milho (Zea mays L.), € considerado por muitos
especialistas como a principal cultura agricola mundial. Segundo dados da FAO
(2015), considerando apenas o ano de 2013, a producéao global foi de 1,02 trilhdes de
toneladas, o que o coloca em primeiro lugar no ranking de espécies agricolas mais
produzidas no planeta, seguido do arroz e do trigo.

No Brasil, o produto é direcionado principalmente as industrias produtoras de
racdo animal. O pais € o terceiro maior produtor mundial desta commodity?,
totalizando 66,98 milhGes de toneladas na safra de 2015/2016 (CONAB, 2016; MAPA,
2016).

Dentre os fatores que podem influenciar a producdo de gréaos, esta o

acometimento de pragas e doencas, as quais podem ocorrer tanto na fase de pré-

1 Commodity € um termo definido por Goldberg (1968) para designar produtos em estado bruto, ou
ainda, com baixo grau de industrializacdo, padronizados, produzidos em larga escala por uma
diversidade de produtores, os quais podem ser armazenados por determinado periodo de tempo sem
perda significativa de qualidade.
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colheita, quanto na pos-colheita. Os cuidados devem ser constantes ao longo de todo
0 processo produtivo, porém, é na fase de pds-colheita que a maior atencéo deve ser
dada. Isto porque, nesta etapa se encontram os elos da cadeia produtiva mais
proximos ao consumidor, cujas operac¢des tem um impacto crucial na qualidade final
do produto (CARDOSO FILHO et al., 2015; NOURBAKHSH et al., 2016).

Pragas de graos armazenados podem acometer estes produtos, reduzindo
sua qualidade, tornando-os nocivos ao consumidor em alguns casos. Dentre estas
pragas merecem destaque os fungos, dentre 0S quais encontram-se 0S grupos
produtores das chamadas micotoxinas. Estas s&8o substancias metabolicas
secundarias produzidas por estes micro-organismos, que levam a varios efeitos
negativos no organismo de quem as ingere, culminando em alguns casos com a morte
(PINTO, 2005; PEREIRA et al., 2002; MAY, 2005; CARDOSO FILHO et al., 2015).

Existem mais de 400 tipos de micotoxinas conhecidos na atualidade. No
entanto, sdo quantificados cerca de 20 tipos, apenas. Dentre estes, estdo as
aflatoxinas, muito conhecidas pelo seu potencial de nocividade (MAY, 2005;
CARDOSO FILHO et al., 2015).

O controle do desenvolvimento fangico em armazéns de grdos se da
majoritariamente pelo uso de agentes fumigantes sintéticos. Esses, além de
representarem um risco a saude humana (teratogénicas, cancerigenas, etc.), também
podem causar uma série de problemas ambientais. Como por exemplo a degradacao
da camada de ozbnio, além de induzirem a resisténcia em determinas espécies de
insetos, causando um grave desequilibrio ecolégico (VARMA e DUBEY, 2001,
SCHIESARI, 2012; KEDIA et al., 2014; ANZLOVAR et al., 2017).

Além das pressdes pelo aumento da produtividade na agricultura, haja vista a
crescente demanda por alimentos, busca-se também um modelo de producdo que
prime pela conservacdo dos recursos naturais, evidenciado no conceito de
Desenvolvimento Sustentavel’. Assim sendo, surge nas Ultimas décadas, uma
preocupacao da comunidade cientifica no desenvolvimento de processos e produtos

que compatibilizem o incremento de produtividade, e o desenvolvimento sustentavel

2 Desenvolvimento Sustentavel € um termo cunhado no Relatério Our Common Future da Comissao
de Meio Ambiente da ONU, que de forma sucinta, estabelece que o desenvolvimento das nac¢fes deve
ser pautado na utilizac@o racional dos recursos naturais no presente, de modo a garantir sua
disponibilidade as futuras gera¢des (BRUNDTLAND, 1991). John Elkington, definiu que para o caminho
para o Desenvolvimento Sustentavel deveria abarcar produtos e/ou atividades que compatibilizassem
aspectos positivos nos pilares ambiental, social e econémico (ELKINGTON, 2012).
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no seu mais amplo sentido, desde a conservagdo dos recursos naturais até a
seguranca alimentar da populacédo (MILLER JR., 2013).

A tendéncia pela utilizacdo de produtos naturais é crescente. Sendo assim,
este trabalho visa propor a utilizacdo de substancias naturais, os 6leos essenciais de
laranja-doce (Citrus aurantium L. subesp. dulcis) e horteld (Mentha spicata L.), como
uma alternativa “ambientalmente correta” no controle de fungos do género Aspergillus,
o A. flavus, um notério infestante de grédos (incluindo-se o milho), e o A. brasiliensis,
uma espécie recentemente descoberta e que tem potencial para infestar os mesmos,
0 que justifica a relevancia do seu estudo.

A utilizacdo do 6leo de hortela (M. spicata) se justifica, por ser uma das
espécies medicinais das mais cultivadas em todo territorio brasileiro, e o 6leo de
laranja-doce (C. aurantium subesp. dulcis), devido a sua producdo se originar da
casca do fruto, subproduto da producéo nacional de citricos, possibilitando mais uma
destinacao a este residuo. Além disto, outros trabalhos da literatura indicam que estas
espécies podem apresentar efeito fungicida.

Buscando propor a utilizacdo de uma substancia natural para controle fngico
na pos-colheita de graos, este trabalho vem de encontro a solugdo de dois gargalos
da agricultura na atualidade: a seguranca de alimentos, devido ao controle das
micotoxinas, e as questbes ambientais, pela alternativa de uso desta substancia em
detrimento dos fungicidas sintéticos.

Observou-se nesta area, a necessidade de estudos mais completos, que
avaliem a eficiéncia dos 6leos essenciais ndo s6 por meio de testes in vitro, mas,
principalmente, por meio de testes realizados diretamente nos géneros alimenticios,
que avaliem os potenciais fungicidas e anti-aflatoxicogénicos dos 6leos essenciais.

Neste sentido, este estudo apresenta carater inédito, uma vez que propde a
utilizac@o dos 6leos essenciais de M. spicata e C. aurantium subesp. dulcis, para inibir
o crescimento e a producao de aflatoxinas por fungos do género Aspergillus, utilizando
como substrato para crescimento do mesmo os graos de milho, valendo-se de
técnicas de fumigacdo, em ambientes que simulam condi¢cdes presentes em um silo

de armazenagem de graos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito inibitério dos Oleos essenciais de laranja-doce (Citrus
aurantium L. subesp. dulcis) e de horteld (Mentha spicata L.) no desenvolvimento de
fungos das espécies Aspergillus brasiliensis e Aspergillus flavus, através de testes in

vitro e em graos de milho (Zea mays L.) armazenados.

3.2 Objetivos Especificos

i. ldentificar os principais compostos constituintes dos 6leos essenciais
utilizados;

ii.  Verificar a inibicao fungica em diferentes doses dos Oleos essenciais e
periodos de incubacéo, por meio de testes in vitro;

iii.  Verificar a inibicdo fungica em diferentes doses do 6leo essencial mais
eficiente, por meio de testes em grdos de milho (Zea mays L.), em
diferentes periodos de armazenamento;

iv.  Verificar a producdo de micotoxinas (aflatoxinas totais) nos graos de

milho armazenados tratados com 6leos essenciais.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O milho (Zea mays L.) no contexto da producdo mundial de alimentos

Dados da FAO, Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura, apontam que a producdo mundial de grdos em 2013 foi de
aproximadamente 2,8 trilhdes de toneladas, representando um aumento de cerca de
46% da producéo registrada duas décadas antes, 0 que evidencia a busca constante,
do modelo agricola atual, pelo aumento da produtividade. Quase metade da producéo
concentra-se no continente Asiatico, principalmente na China e na india (FAO, 2015).
S&o varias as espécies agricolas produtoras de graos, mas este trabalho se atera em
uma das mais importantes, sendo a mais importante espécie agricola conhecida, o
milho.

O milho foi classificado taxonomicamente por Lineu como: reino Plantae,
divisdo Anthophta, classe Monocotiledoneae, ordem Poales, familia Poaceae
(Gramineae), género Zea, espécie Zea mays (FREITAS, 2001).

E uma espécie nativa do continente americano. Indicios arqueoldgicos
apontam que provavelmente, uma espécie vegetal selvagem conhecida como teosinte
(Zea mexicana), tenha comecado a ser domesticada pelos povos que habitavam a
bacia do Rio Balsas, em algum lugar entre o sul do México e a Guatemala, por volta
de 8.700 a.C. Este processo de domesticacao durou alguns milhares de anos, fazendo
com gue a espécie selvagem, cuja espiga produzia apenas alguns poucos graos, se
transformasse na espécie que hoje chamamos de Zea mays L., com alta produtividade
e adaptabilidade aos mais distintos ambientes de cultivo (DOEBLEY, 1990; VARGAS,
2013).

A cultura se disseminou por toda Ameérica Central e, por volta de 1200 a 300
a.C., se consolidou como a base da alimentacdo dos povos mesoamericanos

(VARGAS, 2013). Ao mesmo tempo era difundida pelo resto do continente, como
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indicam vestigios arqueolégicos (GOLOUBINOFF et al., 1993). Na América do Sul,
sobretudo na regido andina, o milho ja era uma cultura expressiva em 1.600 a.C.
juntamente com a batata, os feijdes e a quinoa; assim como no sudoeste dos Estados
Unidos ja era também cultivado nesta mesma época (VARGAS, 2013).

Quando da chegada de Cristovdo Colombo na América, em 1492, o vegetal
ja era cultivado praticamente em todo o continente americano. Foram os espanhais
gue levaram as primeiras sementes de milho a Europa, e segundo relatos do préprio
Colombo, em 1498 a espécie ja crescia em abundancia nas terras de Castilla
(DOEBLEY, 1990; VARGAS, 2013).

No Brasil, antes mesmo da chegada dos portugueses, o milho também ja era
cultivado pelos indios, sobretudo os Guaranis, que tinham no cereal o principal
ingrediente de sua dieta. Foram o0s portugueses, que provavelmente levaram as
sementes de milho & Africa e a Asia, sendo sua produc&o nestes locais rapidamente
expandida (VARGAS, 2013; ARAUJO, 2008).

O cultivo de milho esta disseminado em praticamente todo o globo. O cereal
é cultivado desde a Rdussia, no extremo norte, até a Argentina, no extremo sul do
planeta (DUARTE et al., 2015). Dados da FAO (2015) apontam que em 2013, foi o
cereal mais produzido no mundo, com 1,02 trilhdes de toneladas, seguido pelo arroz
com 740,9 bilhdes de toneladas e o trigo com 715,9 bilhdes de toneladas. Neste
cenario, ocupam lugar de destague Estados Unidos, China e Brasil, os maiores
produtores mundiais da commodity.

Nos Estados Unidos, o milho é o grdo de maior producao, tendo sua principal
destinacdo a alimentacdo animal. Sdo cultivados cerca de 80 milhdes de hectares,
principalmente na regido de Heartland. Além da alimentacdo animal, no pais o milho
€ convertido em uma ampla gama de subprodutos, incluindo amido, adocantes, 6leo
de milho, bebidas e etanol combustivel (USDA, 2015).

A cultura é representativa no que tange a alimentacdo animal, ja que cerca de
70% do total do milho produzido no mundo é destinado a esse fim (DUARTE et al.,
2015). Mas essa importancia se faz mais evidente no que tange a alimentacéo
humana. Hoje existem mais de 500 produtos derivados do milho (PINTO, 2005), e
muito além de uma fonte barata de energia, € parte fundamental da gastronomia e da
cultura de muitos povos, sendo por exemplo ingrediente principal de pratos nacionais,

como as “Tortillas” no México, as “Pupusas” em El Salvador, os “Tamales” em toda
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América Central, as “Arepas” na regido norte da América do Sul, o “Pastel de Choclo”
no Chile, dentre varios outros (VARGAS, 2013).

No Brasil também nao é diferente. Com a chegada dos portugueses a
principios do século XVI, o consumo do milho aumentou e novos produtos a base do
cereal incorporaram-se aos habitos alimentares (ARAUJO, 2008).

A area plantada no Brasil € de 15,92 milhdes de hectares, e a producdo de
66,98 milhdes de toneladas (Safra 2015/2016). O clima do pais favorece a producao
de duas safras ao ano: a safra de verédo (primeira safra) e a safra de inverno, mais
conhecida como safrinha (segunda safra), na qual a cultura é semeada imediatamente
apos a colheita de uma cultura principal anteriormente plantada na area. Merecem
destaque as regides Centro-Oeste e Sul, com respectivamente 42,5 e 34,5% da
producao nacional (CONAB, 2016).

Os fungos constituem um dos principais problemas a producdo de milho,
podendo afetar o produto tanto antes da colheita, quanto durante as etapas de
beneficiamento, armazenamento e transporte. Diante disto, para o incremento de
produtividade da cultura, o controle destas pragas se faz cada vez mais necessario
(PINTO, 2005; ABBAS et al., 2017).

3.2 Fungos e Micotoxinas

O Reino Fungi é composto por mais de 70 mil espécies, as quais englobam
seres eucariotos, unicelulares (leveduras) ou pluricelulares, aerébios ou anaerébios
facultativos. A reproducéo destes individuos pode se dar de maneira assexuada, por
brotamento nos fungos unicelulares ou fragmentacdo da estrutura micelial nos
pluricelulares, ou ainda de forma sexuada, pela multiplicacdo de estruturas
reprodutivas denominadas esporos (GOMPERTZ et al., 2008).

Os fungos séo os responsaveis pela maioria da contaminacao e deterioracéo
encontrada em alimentos. Isso se deve ao fato, de seus esporos encontrarem-se
dispersos, em grande quantidade, pelos mais diversos ambientes. Eles podem estar
presentes desde cereais até suco de maca, de queijos a bacon, de presunto curado
as sementes de cacau, dentre inidmeros outros produtos (MAY, 2005).

Cardoso Filho et al. (2015) afirmam que os alimentos, por serem ricos em

nutrientes, sdo excelentes substratos para o desenvolvimento fangico, desde que
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hajam as condicbes ambientais ideais para que isto ocorra. Estes seres, ao
degradarem a biomassa dos alimentos, acabam por comprometer suas caracteristicas
organolépticas, causando perdas na qualidade nutricional e graves perdas
econdmicas.

Varias espécies de fungos podem produzir substancias téxicas, denominadas
micotoxinas. Essas substancias sdo metabdlitos secundarios produzidos durante a
fase de crescimento exponencial destes fungos, as quais ndo sao necessarias
aparentemente ao seu metabolismo, mas podem, no entanto, causar danos severos
aos consumidores dos alimentos nas quais estdo presentes, sejam humanos ou
animais. Dentre esses danos, 0s mais representativos sdo as micotoxicoses, home
dado as doencas/sindromes resultantes da ingestao de alimentos contaminados, que
provocam a reducdo do crescimento, interferéncias nas fungdes vitais metabdlicas,
surgimento de tumores malignos, dentre outros (MAY, 2005; GREGORI et al., 2013;
MARKOQV et al., 2015; ABBAS et al., 2017).

Vale ressaltar que a presenca dos fungos em determinado alimento nao é
condicdo obrigatéria da presenca de micotoxinas; pode haver fungos e ndo ser
constatada a presenca destas substancias, assim como pode haver micotoxinas e néo
haverem fungos. Isso porque, o crescimento fungico e a producédo das micotoxinas
requerem condi¢cdes especificas do meio em que se encontram para serem
favorecidos. Além disto, as micotoxinas sdo na sua maioria termorresistentes, ou seja,
séo capazes de se manter nos alimentos, mesmo com tratamentos térmicos severos
utilizados para a conservacdo dos produtos, objetivando a remocdo de micro-
organismos (PEREIRA et al., 2002; GREGORI et al., 2013).

S&o conhecidos atualmente mais de 400 tipos de micotoxinas, mas
comumente sdo quantificadas apenas 20, dentre as quais estdo as ocratoxinas,
tricotecenos, zearalenona, fumonisinas e aflatoxinas. Destas as mais conhecidas as
denominadas aflatoxinas, dado seu potencial de nocividade (MAY, 2005; CARDOSO
FILHO et al., 2015).

As aflatoxinas comecaram a ser estudadas na década de 60, no Reino Unido,
quando mais de 100 mil perus foram dizimados apds consumirem racdo a base de
amendoim importado que continha a micotoxina, oriundo da América do Sul e Africa.
Na época, por ndo se saber o que levou a morte destes animais, o fato ficou conhecido
como “Doencga X’, posteriormente os cientistas se debrugcaram sobre o problema,

conseguindo isolar de amostras dessa racdo contaminada a espécie Aspergillus
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flavus, a qual produzia uma substancia que foi batizada como A-fla-toxina, ou seja,
toxina do Aspergillus flavus (MAY, 2005).

Devido a problematica em relacdo as intoxicacdes por micotoxinas, ha
legislacbes vigentes por todo o0 mundo em relacdo aos teores maximos permitidos
destas substancias para uma série de alimentos. Internacionalmente os teores séo
recomendados pelo Codex Alimentarius e no Brasil séo regidos pela Resolugédo RDC
N° 7, de 18 de fevereiro de 2011, da ANVISA (BRASIL, 2011) (Tabela 01).

Tabela 01. Limites Maximos Tolerados (LMT) de Micotoxinas para algumas classes
de alimentos segundo RDC n° 7/2011 da ANVISA.

LMT (pg/kg)

Classe de alimento Aflatoxinas Desoxinivalenol Fumonisinas

(B1,B2,Gle G2) (DON) (B1eB2)

Cereais e produtos de cereais, .

exceto milho e derivados, incluindo 5 10(.)0* (trigo e
derivados) 750*

cevada malteada

Feijsio 5
AI.|mentos~a pase Qe cereais para 1 200 200
alimentac@o infantil (lactentes e

criancas de primeira infancia)

Especiarias 20
Amendoim (com casca),

(descascado, cru ou tostado), pasta 20
de amendoim ou manteiga de

amendoim

Milho, milho em gréo (inteiro, partido, 20 3000* (grios) 5000~ (grao)

amassado, moido), farinhas ou 1250* (derivados) 1500*(far|nha)
~ . 1000* (amido)
sémolas de milho
*O prazo para adequacdo € 1° de janeiro de 2017, segundo a RDC n° 59 da ANVISA, de 26 de
dezembro de 2013. (---) = LMT ndo estabelecido.
Fonte: Adaptado de BRASIL, 2011.

Os fungos toxigénicos na cultura do milho sdo grandes produtores de
micotoxinas. Como a dieta de suinos, bovinos e aves é composta em grande parte
por milho, essas micotoxinas representam um perigo tanto para os proprios animais,
guanto para a saude dos consumidores de carne, leite e outros produtos derivados
destes animais intoxicados (PINTO, 2005; ABBAS et al., 2017).

Os fungos que acometem os graos podem ser classificados em dois grupos,
segundo suas caracteristicas: fungos de campo, destacando-se espécies dos géneros

Alternaria, Cladosporium, Helminthosporium e Fusarium, que requerem teores de
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umidade relativa do ar proximos a 90%, e teor de umidade do gréo entre 20 e 21%; e
os fungos de armazenamento, representados principalmente por espécies de
Aspergillus sp. e Penicillium sp., as quais necessitam de teores de umidade mais
baixos para seu desenvolvimento, entre 13 e 18% (ALMEIDA et al., 2005).

Apesar da deterioracdo dos graos acometidos por fungos ser um processo
irreversivel e de dificil controle, devido tanto a fatores climaticos, quanto de caréncias
tecnoldgicas e de conhecimento técnico, € possivel mediante técnicas adequadas de
cultivo, processamento e, principalmente armazenamento, retardar esse processo,
reduzindo assim a insegurancga alimentar e as perdas econémicas (ALMEIDA et al.,
2005; MALLMANN et al., 2015).

3.2.1. Aspergillus flavus

O Aspergillus flavus €, sem duavidas, a espécie do género Aspergillus mais
estudada. Esta fama se deve ao episdédio da “Doenga X” anteriormente relatado no
item 3.2, quando a aflatoxina foi descoberta, na década de 60, e desde entdo muitos
estudos tém sido realizados com esta espécie (HEDAYATI et al., 2007).

Este fungo, juntamente com o Aspergillus parasiticus, A. nomius, A. tamarii e
A. bombysis, compde o grupo dos Aspergillus secdo flavi que séo toxicogénicos,
capazes de produzir metabdlitos secundarios tais como a aflatoxina. As espécies
deste grupo podem causar uma série de prejuizos a varias commodities agricolas
como milho, amendoim e sementes de algoddo (BLUMA e ETCHEVERRY, 2008). A
primeira descricao deste micro-organismo foi feita em 1809, por H.F. Link (HEDAYATI
et al., 2007).

A espécie tem uma ampla distribuicdo mundial assim como outras do género.
E comumente encontrado nos solos, onde atua como micro-organismo saprofito,
reciclando os nutrientes, pela decomposicdo de animais e plantas. Assim como outros
fungos filamentosos, o A. flavus é capaz de se reproduzir assexuadamente por
estruturas chamadas esporangios, as quais produzem 0S esSporos, que por sua vez
sao facilmente dispersos no solo e pelo ar nos mais variados ambientes (HEDAYATI
et al., 2007).

A temperatura 6tima para o crescimento do A. flavus gira em torno de 37°C,

mas 0 mesmo pode crescer na faixa de 12 a 48°C. J4 em relacdo a atividade de agua
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(aw), seu crescimento € maximo em substratos cuja aw seja entre 0,86 e 0,96
(VUJANOVIC et al., 2001; HEDAYATI et al., 2007). Para que haja a producéo de
aflatoxinas, o fungo deve estar em ambiente contendo as seguintes condicdes: 80%
de umidade relativa do ar, temperatura de aproximadamente 27°C, e substrato com
atividade de 4gua (aw) na faixa de 0,78 a 0,87 (GIMENO e MARTINS, 2011).

Sao descritos na literatura varios métodos de controle e inibicdo da producéo
de micotoxinas pelo A. flavus. Podem ser citadas, por exemplo, técnicas que utilizam
controle biolégico através do uso de bactérias (AL-SAAD et al., 2016) e outras
espécies fangicas competidoras, fungicidas sintéticos como o carbendazim, extratos
de plantas, 6leos essenciais, conservantes, e pelo uso de atmosfera modificada
(LOPEZ-MALO et al., 2005; MOUSA et al., 2016).

3.2.2. Aspergillus brasiliensis

O Aspergillus brasiliensis é uma espécie fungica, da qual se sabe que pode
acometer grdos no periodo da pés-colheita, durante a estocagem. Este micro-
organismo faz parte do grupo de Aspergillus negros, popularmente conhecidos como
‘mofo preto”, juntamente com o Aspergillus niger, Aspergillus carbonarius e
Aspergillus aculeatus (MYCOCOSM, 2016).

A espécie foi identificada por Varga et al. (2007), quando ao se depararem
com uma espécie de Aspergillus da secédo nigri, viram que era distinta das demais
conhecidas. Esta espécie, ainda que guardasse notérias semelhancas com o
Aspergillus niger, possuia caracteristicas fenotipicas e genotipicas distintas. Esta
nova espécie identificada foi isolada de amostras de solos do Brasil, recebendo por
isso 0 nome em homenagem ao pais. Além disto, foram identificados individuos desta
mesma espécie em solos da Australia, Estados Unidos e Paises Baixos, além de uvas
em Portugal (VARGA et al., 2007).

Os fungos do grupo dos Aspergillus negros sado conhecidos por causar a
deterioracdo de alimentos, a exemplo de gréos, derivados de uva, café e coco,
podendo produzir micotoxinas, como a ocratoxina (JIANG et al., 2014) e aflatoxina
(FONSECA et al., 1974). Além disso, devido a alta capacidade de degradacdo de
biomassa, estas espécies tem sido estudas com intuito de aplicagfes industriais, tanto
para producdo de enzimas, quanto de acidos organicos (VARGA et al.,, 2007;
MICOCOSM, 2016).
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Comparativamente ao A. flavus, o A. brasiliensis € uma espécie ainda pouco
estudada, dado que sua descoberta foi ha cerca de 10 anos. Em uma busca simples
em artigos cientificos no Portal ScienceDirect (SCIENCEDIRECT, 2017), para o termo
“‘Aspergillus flavus” retornou 11.239 resultados, enquanto que para “Aspergillus
brasiliensis” apenas 1.939 resultados, 0s quais remetem a outros micro-organismos
em sua maioria, ou mostram a utilizacdo do micro-organismo para producdo de
enzimas, ndo expressando claramente formas de controle do mesmo. Tal fato,

evidencia a importancia de se estudar formas de controle da espécie.

3.3 A agricultura no caminho da Sustentabilidade

“As vozes da primavera se silenciaram”. E assim através de uma fabula, que
Rachel Carson (1962), de forma magistral, apresentou ao mundo os efeitos nocivos
dos agrotoxicos no meio ambiente. O livro “Primavera Silenciosa”, langado pela autora
no inicio da década de 60, relata a histéria de uma cidadezinha no coracdo dos
Estados Unidos, na qual a aplicacdo de agrotéxicos fez com que toda as formas de
vida fossem silenciadas - desde o0s passaros, 0s peixes e até mesmo as criancgas -,
devido aos graves efeitos que os mesmos desencadeavam nos seres Vivos, € no
préprio meio ambiente. A obra teve grande repercussao, e logo, o clamor das massas
forcou que o uso DDT (Dicloro-difenil-tricloroetano), agrotéxico que trata este livro
especificamente, fosse banido dos Estados Unidos e de outros paises. Além disto,
também acirrou as discussfes em torno da tematica ambiental e fomentar leis de
protecdo ao meio ambiente (JACOBI, 2005).

Algumas décadas se passaram desde o langamento do livro de Carson, mas
a polémica em torno do uso de agrotoxicos na agricultura ainda persiste.
Sustentabilidade, na atualidade, € uma palavra de ordem. No entanto, 0s agrotoxicos
ainda sao utilizados massivamente nas culturas agricolas, de modo a erradicar pragas
e doencas, aumentando a producao e reduzindo custos. Temos entdo, nesta questao,
um empasse: como a agricultura sera capaz de produzir alimentos a uma populagéo
gue, em 2050 atingird o patamar de 9 bilhdes (FAO, 2011), e a0 mesmo tempo
priorizara técnicas que nédo sejam danosas ao meio ambiente, como a néo utilizacédo

de agrotéxicos e devastacéo de florestas para novas areas de cultivo? A resposta a
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essa pergunta ndo € tdo simples, e vem tirando o sono de muitos pesquisadores ao
redor do planeta.

O Brasil, por exemplo, convive de perto com esse dilema, por ser um dos
maiores produtores e exportadores de commodities agricolas do mundo, segundo
dados da ABRASCO (2015), ocupa a lideranca do ranking mundial do consumo de
agrotoxicos, e ainda de acordo com a fonte, cerca de 70% dos alimentos in natura
consumidos no pais estdo contaminados por estas substancias, 28% das quais nao
séo autorizadas pela Anvisa.

J& com relacdo a devastacdo de areas florestais no pais, de acordo com o
IBGE entre 2000 e 2010, uma éarea equivalente ao Estado de Séo Paulo (cerca de
236.000 km?) de florestas foi devastada no Brasil para dar lugar a novas lavouras, cifra
que representa 65% do total do desmate neste periodo, e torna a agricultura campea
do desmatamento nacional, seguido das areas de pastagens destinadas a pecudria,
com 25% (PLANALTO, 2015).

Ja na pds-colheita, os efeitos da aplicacdo de substancias nédo-naturais
também séo visiveis. No armazenamento de gréos, por exemplo, utiliza-se ainda no
Brasil a fosfina no expurgo dos mesmos, objetivando o controle de insetos e fungos
principalmente. No entanto, segundo Varma e Dubey (2001), o uso desta substancia
estd suspenso em alguns paises, pois certas espécies de insetos tem desenvolvido
resisténcia a esse agente ativo, causando um grave desequilibrio ecolégico. Outra
substancia destinada para o mesmo fim no pais é o brometo de metila, que ainda
utilizada em menor quantidade®, contribui diretamente para a deple¢do da camada de
ozonio (VARMA e DUBEY, 2001).

Uma alternativa possivel a tal empasse seria o incremento da produtividade
agricola, de forma sustentavel, sem comprometer ainda mais 0s recursos naturais.
Este incremento pode se dar, por sua vez, com a diminui¢cdo das perdas ao longo das
cadeias produtivas, e com a utilizacdo da chamada agroecologia®, cada vez mais

visada na atualidade.

8 Devido ao fato do Brasil ser um signatario do Protocolo de Montreal, hd uma cota de utilizacdo de
substancias degradadoras da camada de oz6nio, tais como o brometo de metila, o que faz com que no
pais o produto seja destinado a usos “mais nobres”, ou seja, a produtos com maior valor agregado,
como o café em gréo destinado & exportacéo (PORTAL DO AGRONEGOCIO, 2016).

4 De acordo com Altieri (1998), a perspectiva agroecolégica leva a utilizacdo minima possivel de
insumos agroquimicos e energéticos externos, de modo que os proprios sistemas agricolas, através de
interacdes ecoldgicas e sinergismos entre 0s seres vivos, criem por si mesmos, a fertilidade dos solos,
produtividade e protecdo das culturas.
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Neste sentido, a utilizacdo de substancias naturais em detrimento dos
agrotoxicos na agricultura, vem de encontro e esse movimento por uma agricultura
sustentavel, nos moldes agroecologicos.

Este trabalho visa propor exatamente isto, a utilizacdo de substancias
naturais, os 6leos essenciais de espécies abundantes no pais, como uma alternativa
“ambientalmente correta”, como uma “tecnologia ambiental”, no controle de pragas de

graos.

3.4 Oleos Essenciais

O poder conservante dos 6leos essenciais de especiarias € conhecido pelo
Homem desde a Antiguidade. Os egipcios ja utilizavam 0leos essenciais de cravo,
canela folha e canela cassia na mumificacdo de seus mortos. Soube-se, a partir de
1920, quando comecaram a se estudar as propriedades dos 6leos essenciais com
mais afinco, que esse poder conservante é devido a alta atividade bactericida e
fungicida de determinados compostos presentes nos mesmos (SHELF, 1983;
PEREIRA et al., 2006).

A ISO (International Standart Organization) define 6leo essencial como
produto aromatico oriundo de espécies vegetais, obtido através de destilacéo,
compressdo mecanica ou separacéo de fase aquosa por processos fisicos (SIMOES
et al., 2003; MARTINAZZO, 2006).

Na extracdo dos Oleos essenciais, segundo Martinazzo (2006), as técnicas
mais utilizadas sao: extracdo por arraste de vapor, hidrodestilacdo, extracdo com
solventes organicos, prensagem a frio e extracdo com fluido super critico.

Os 6leos essenciais sdao oriundos de compostos atraentes ou repelentes
produzidos pelas plantas, que apresentam baixo peso molecular e sédo volateis, na
sua maioria pertencente ao grupo dos terpenos, que por sua vez S80 compostos
aromaticos produzidos como metabdlitos secundarios pelos vegetais (KNAAK e
FIUZA, 2010).

Os principais componentes dos 0leos essenciais sdo0 0S monoterpenos,
seguidos pelos sesquiterpenos e por outros componentes de baixo peso molecular,
como alcoois, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, entre outros (SIMOES et al., 2003).

Os monoterpenos sé&o o grupo de substancias mais abundante e potente encontrado
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na natureza, que segundo diversos autores apresentam atividade sobre insetos,
fungos e bactérias (KNAAK e FIUZA, 2010).

A constituicdo quimica dos 0leos essenciais pode variar de acordo com o
clima, a estacdo do ano, do local geografico onde esta situada a planta, do periodo de
colheita e da técnica de extragdo dos mesmos (MACIEL et al., 2002).

Knaak e Fiuza (2010) apontam que 0s 0leos essenciais apresentam um longo
historico de aplicacdo industrial nos mais diversos segmentos, tais como o de
alimentos, de fragrancias, farmacéutica, de aromaterapia, e mais recentemente no
controle de pragas agricolas.

Nos ultimos anos vem sendo preconizada a utilizacdo de substancias naturais,
sobretudo de origem vegetal, nos alimentos, tornando-o0s mais atrativos aos olhos do
consumidor (BURT, 2004; PEREIRA et al., 2006). Assim, os 6leos essenciais surgem
como uma arma no combate a pragas e doencas que acometem gréos armazenados,
sendo uma alternativa aos pesticidas sintéticos utilizados para o0 mesmo fim
(ADEGOKE e ODESOLA, 1996; BURT, 2004; SINGH et al., 2010a; TATSADJIEU et
al., 2010; KEDIA et al., 2014).

3.4.1. Horteld (Mentha spicata L.)

A Mentha spicata L., popularmente conhecida como horteld-verde, é uma
espécie pertencente a familia Lamiaceae, género Mentha, o qual por sua vez
compreende cerca de 19 espécies e 13 hibridos naturais, originarias da Europa,
Africa, Asia, Australia e América do Norte (KUMAR et al., 2011). E um hibrido natural,
resultado do cruzamento das espécies Mentha longifolia e Mentha rotundifolia, nativa
da Europa central (LORENZI e MATOS, 2008), Asia temperada e Africa (KEDIA et al.,
2014).

A planta é perene, herbacea e possui caule de tipo rizoma, podendo alcancar
entre 40 e 130 cm de altura (KEDIA et al., 2014). Apesar de ser nativa de outras
regides do planeta, encontrou no Brasil condi¢ces favoraveis de clima e solo para seu
desenvolvimento, uma vez que no pais ha abundancia de solos imidos e alta taxa de
incidéncia de luz solar, caracteristicas ideais requeridas pela espécie. Diante disto, a
espécie é amplamente cultivada no pais, sendo utilizada como condimento ou para
fins medicinais (LORENZI e MATOS, 2008).
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O dleo essencial extraido da planta representa entre 0,5 e 0,7% do seu peso
fresco, e cerca de 97% do mesmo € constituido por 13 compostos. A Carvona (Figura
01) é o constituinte majoritario, seguido do Limoneno (Figura 02) (KEDIA et al., 2014).
Estudos indicam que o Oleo essencial de M. spicata tem efeito antifingico contra
algumas espécies de fungos que causam intoxicacdo alimentar (SOKOVIC et al.,
2009), e algumas espécies de insetos que acometem gréos armazenados (LEE et al.,
2002).

Kedia et al. (2014) avaliaram o efeito deste 6leo essencial no desenvolvimento
e producdo de aflatoxinas (AFB1) pelo Aspergillus flavus, por meio de testes in vitro,
e concluiram que sete dias apdés a incubacdo, a dosagem 1,0 pL/mL inibiu
completamente o desenvolvimento fungico, enquanto que ja na dosagem 0,9 puL/mL
nao foi constatada a presenca de aflatoxinas (AFB1). Os mesmos autores avaliaram
ainda a eficiéncia da fumigacao deste 6leo em relacdo ao desenvolvimento da espécie
de inseto Callosobruchus chinensis, concluindo que a concentragéo de 0,1 pL/mL de
0leo no ar era capaz de inibir 98.46% da oviposicdo, 100% da atividade ovicida,
88.84% da atividade larvicida, 72.91% da atividade das pupas, e 100% da rejeicao a
alimentos contendo o mesmo.

De acordo com Oigman (2016), a carvona, principal constituinte, é um
composto da familia dos monoterpenos, liquido com ponto de ebulicdo a 231°C,
aromatico e incolor. Possui propriedades antifingicas contra as espécies Aspergillus
niger, Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans, e também é utilizada como
repelente para mosquitos. Além disto, também é utilizada comercialmente na
elaboracao de produtos para higiene oral, em esséncias para purificadores de ar e em

repelentes.

Figura 01. Estrutura quimica da Carvona.
Fonte: OIGMAN, 2016.
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Apesar de todos estes estudos realizados, se faz necessario a realizagdo de
mais estudos in vivo com esta substancia, que simulem condic¢des reais encontradas

no dia-a-dia.

3.4.2. Laranja-doce (Citrus aurantium L. subesp. dulcis)

O género Citrus, pertencente a familia Rutaceae, € um dos mais conhecidos
entre as espécies vegetais. Nele se encontram as laranjas comuns (Citrus sinensis),
tangerinas (Citrus reticulata e Citrus deliciosa), limdes (Citrus limon), lim&o-Tabhiti
(Citrus latifolia), lim&o-Galego (Citrus aurantiifolia), lima da Pérsia (Citrus limettioides),
pomelo (Citrus paradisi), cidra (Citrus medica), toranjas (Citrus grandis), laranja-azeda
(Citrus aurantium subesp. amara) e laranja-doce (Citrus aurantium subesp. dulcis)
(LOPES et al., 2011).

A variedade Laranja-doce (Citrus aurantium L. subesp. dulcis), é originaria do
leste asiatico, e foi introduzida na Europa pelos é&rabes durante a expansao
muculmana durante a Idade Média. E cultivada na Espanha, Portugal, e em outras
partes do mundo, como no Brasil. A arvore é de pequeno porte, perenifdlia, com folhas
ovais, tronco com casca lisa e com muitos espinhos, e o fruto é mais aspero e rugoso
gue aqueles de outras espécies do género Citrus. Além do nome popular laranja-doce,
a variedade também é conhecida como Laranja da terra, Laranja Bigarade, Laranja
de Sevilha, Laranja de Portugal, Laranja da China e Citrus dulcis (BOTANICAL.COM,
2016).

Os Oleos essenciais das variedades do género Citrus sao extraidos das
cascas dos frutos, nas quais existe uma quantidade muito superior destes compostos
em relacdo a outras espécies frutiferas. Apesar disso, as cascas sdo consideradas
um residuo agroindustrial da producéo de suco de laranja (WU et al, 2017).

O Brasil é detentor de 50% da producdo mundial de suco de laranja, 98% do
gue o pais produz é exportado, o que faz com que a producao nacional consiga 85%
de participagdo no mercado mundial. A cadeia da produtiva brasileira de suco de
laranja movimenta bilhdes de délares e produz bilhdes de toneladas a cada safra,
gerando também uma grande quantidade de residuos (NEVES, 2010). Apesar da forte
valorizagdo econdmica destes residuos pelo setor, comercializados como

subprodutos — farelo de polpa citrica, 6leo essencial, etc. — no exterior, dado o alto
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volume produzido no pais, o desenvolvimento de novas tecnologias para o emprego
do excedente destes residuos, na industria nacional, se faz cada vez mais necessario.
Tal fato garante que as industrias citricas estejam em consonancia com o estabelecido
pela Politica Nacional de Residuos Sdlidos — PNRS (BRASIL, 2010), pois permite que
estes residuos agrossilvopastoris, dotados de valor econémico, sejam utilizados como
iNsSUMOSs em outros processos produtivos, reduzindo assim o passivo ambiental deste
setor.

O dleo essencial de laranja-doce € usado como aromatizante na producéo de
alimentos, na producéo de cosmeéticos, e ainda pode ser utilizado com fins medicinais,
como no tratamento de bronquite. E um liquido de coloracédo amarela escura, com
densidade que varia entre 0,842 a 0,846 g/mL a temperatura ambiente, conhecido
popularmente como “Oleo de Portugal”. Seu principal constituinte é o Limoneno
(Figura 02), cujo percentual pode chegar a niveis superiores a 90%
(BOTANICAL.COM, 2016).

O Limoneno é um monoterpeno ciclico formado apenas por atomos de
carbono e hidrogénio. E uma substancia volatil, com temperatura de ebulicdo de
176°C. E usado como inseticida, e, além disso, devido a sua natureza quimica apolar,
vem sendo usado ha mais de trinta anos como agente de limpeza industrial, pois
apresenta afinidade por graxas a base de petrdleo. E utilizado em vérios processos
industriais, como por exemplo, na producédo de mentol, um composto que da o sabor

“refrescante” a varios alimentos e bebidas (BURNHAM, 2008).

CH,

H,C CHa

Figura 02. Estrutura quimica do Limoneno.
Fonte: BURNHAM, 2008.

A principal justificativa para o uso do limoneno como solvente industrial, &

poder utiliza-lo substituindo substéncias toxicas, tais como a butanona, o xileno e os
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clorofluorcarbonos (CFCs), sendo uma alternativa natural. Outra vantagem do
componente é ser biodegradavel e rapidamente convertido em gas carbénico (CO2) e
agua (BURNHAM, 2008).

O limoneno também é sugerido na literatura como agente fungicida. Singh et
al. (2010b), por exemplo, avaliaram a eficacia do composto frente ao Aspergillus
flavus, a 28°C por 10 dias, e concluiram que dosagens superiores a 500 ppm eram
capazes de inibir o desenvolvimento do micro-organismo, e que dosagens superiores
a 250 ppm j& inibiam a producdo da aflatoxina B1. Os referidos autores também
avaliaram a eficacia dos o6leos essenciais de Citrus maxima e Citrus sinensis, e
concluiram, que para ambos, dosagens superiores a 750 ppm inibiram o crescimento
micelial, enquanto que em dosagens acima de 500 ppm né&o havia a producédo de
AFB1.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do material

Os Oleos essenciais de Horteld (Mentha spicata L.) (China) e Laranja-doce
(Citrus aurantium L. subesp. dulcis) (Brasil) foram adquiridos da empresa Ferquima®
(Séo Paulo — SP).

As cepas do fungo da espécie Aspergillus flavus foram doadas pelo acervo de
fungos filamentosos da Fundacgdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ (Rio de Janeiro — RJ).
As cepas do fungo Aspergillus brasiliensis foram adquiridas da empresa Didatica SP®
(Séo Paulo — SP).

Os graos de milho utilizados nos testes in vivo foram adquiridos na
Distribuidora Ugobom Cerealista Ltda. (Sado Lourenco — MG).

4.2 Andlise dos constituintes dos 6leos essenciais

As analises dos constituintes dos 0Oleos essenciais foram realizadas por
cromatografia gasosa com espectrometria de massa (modelo CGMS-QP2010 Plus,
Shimadzu®). A coluna cromatogréafica utilizada foi do tipo capilar de silica fundida com
fase estacionaria DB-5 (0,25 um de espessura, 30 m de comprimento e 0,25 mm de
diametro interno). Foi utilizado hélio como géas carreador a um fluxo de 1,0 mL.minL.
A temperatura de 220 °C no injetor e 240 °C no detector. A temperatura inicial do forno
mantida a 60 °C por dois minutos, sendo programado um acréscimo de 3 °C.min! até
a temperatura de 240 °C, na qual foi mantida por 30 minutos, totalizando 91 minutos
de andlise. A razéo de split utilizada foi de 1:20 e o tempo de corte do solvente de 5
minutos. Injetou-se 1 uL da amostra, na concentracao de 10.000 ppm, utilizando como

solvente o hexano.
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A identificacdo dos compostos foi realizada por comparacéo dos espectros de
massas obtidos com os do banco de dados do equipamento e pelo indice de Retencéo
de Kovats (IK) de cada componente, segundo padrao utilizado (LANCAS, 1993). A
andlise quantitativa dos principais constituintes dos 6leos essenciais, dada em
percentual, foi realizada pelo método de normalizacdo de integracdo de area dos

picos, descrito por Zhang et al. (2006).
4.3 Testes in vitro

Nos testes in vitro foi utilizada a metodologia difusdo em &gar, na qual os 6leos
essenciais foram dissolvidos com o agente surfactante DMSO (dimetilsulféxido), a 1%
v/v, em meio BDA (batata-dextrose-agar).

As dosagens utilizadas para o 6leo essencial foram:

e M. spicata: 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 uL/mL;
e C. aurantium: 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0; 6,0; 8,0 € 10,0 pL/mL.

Os fungos Aspergillus flavus e Aspergillus brasiliensis foram cultivados em
Placas de Petri contendo meio BDA por 10 dias a 2812 °C. Ao fim do periodo de
incubacao, discos de micélio (7,0 mm de diametro) foram transferidos para recipientes
contendo solucéo salina (NaCl 0,9%).

Os discos de micélio, previamente preparados, foram dispostos no centro da
placa contendo o meio de cultura com as diferentes dosagens de 6leos essenciais, de
modo que a parte do disco de micélio contendo os esporos estivesse em contato direto
com o meio. Para cada tratamento foram realizadas 5 repeti¢cdes.

As placas foram incubadas em BOD, a 30+2 °C, e realizou-se medi¢Bes
diarias do halo de crescimento radial dos micro-organismos (com auxilio de
paquimetro digital), até que o tratamento controle (0,0 uL/mL de OE) ocupasse todo o
espaco da placa de Petri (90,00 mm de diametro).

De posse destes dados, foram calculados os halos médios do tratamento
controle a cada dia, os quais se tomaram por base para calcular o percentual inibitério

de cada tratamento, segundo a equacéo (01) proposta por Prakash et al. (2013):

Inibiggo= (1- (‘;{) x100 Equagcdo (01)
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Em que:
¢c — diametro médio do tratamento controle (mm);

¢t — diametro médio dos tratamentos (dosagens) (mm).

4.4 Testes nos graos de milho

Para avaliar a eficiéncia do uso dos 6leos diretamente nos graos, realizou-se
testes utilizando a metodologia descrita por Tatsadjieu et al. (2010), com adaptacoes.

As cepas dos fungos foram cultivadas em Agar Sabouraud-Dextrose,
incubadas em BOD a 30 °C por 10 dias. Os esporos foram coletados e mantidos em
suspensao (solucao salina — NaCl 0,9%). Realizou-se a contagem dos mesmos em
camara de Neubauer, e ajustada a concentracéo para 1x10’ esporos.mL™.

Previamente a montagem do experimento, amostras dos grdos de milho
tiveram seu teor de agua determinado pelo método padrdo da estufa, mantidas a
105°C por 24 h (BRASIL, 2009).

Foram acondicionados 300 g dos gréos de milho em recipientes de vidro, de
volume de 2 L, previamente esterilizados. Posteriormente, para cada recipiente, foi
inoculada 3 mL da suspenséo de esporos de uma espécie de fungo correspondente,
revolvendo a massa de graos de forma padronizada. Mantiveram-se estes recipientes
a temperatura de 30£2 °C, por 2 dias, para promover o crescimento do fungo.

Discos de papel filtro foram embebidos com diferentes doses (0,00; 1,25; 2,50
e 5,00 puL/mL) do 6leo essencial de M. spicata e introduzidos no interior de cada
garrafa contendo a massa de graos inoculada com os respectivos fungos. Estes
discos se encontravam suspensos na garrafa, de modo a que nao tivessem contato
direto com os graos. As dosagens utilizadas nesta etapa foram definidas com base
nos resultados dos testes in vitro, previamente realizados (metodologia descrita na
secdo 4.3). Sendo assim, apenas 0 6leo essencial que demonstrou maior eficiéncia
frente as espécies fungicas — M. spicata L.- foi utilizado nos testes aplicados nos
gréos. Os volumes de oOleo essencial aplicados nos discos de papel filtro foram
calculados tomando como referéncia o volume total de cada garrafa (2 L). Para cada
tratamento foram preparadas 3 repeticoes.

ApoOs o preparo do material, as garrafas foram incubadas em BOD a 30+2 °C,
durante 10, 20 e 30 dias de armazenamento. Apos esses periodos foram realizadas
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amostragens de cada tratamento, para quantificacdo dos fungos (UFCs - Unidades
Formadoras de Colonia).

Amostras de 10 g de graos foram acondicionadas em recipientes contendo 90
mL de solugédo salina (NaCl 0,9%) estéril, esta foi mantida sob agitacdo por 30
minutos. Foi dispersa um volume de 1 mL da solugdo em placa de Petri contendo meio
BDA, posteriormente incubada em BOD a 30 £ 2°C por 48h, quando entéo foi realizada
a contagem de UFCs de fungos na placa. Para cada amostra de graos foram
preparadas 3 repeticdes (3 placas).

A amostragem foi destrutiva, ou seja, uma vez aberto o recipiente contendo
0S grdos, 0 mesmo ndo era mais considerado no experimento. Assim foram
preparados inicialmente recipientes para cada tratamento (4 tratamentos, incluindo o
controle), considerando os trés periodos de armazenamento (10, 20 e 30 dias), e as
trés repeticdes (recipientes) para cada um, totalizando assim 36 unidades para cada
fungo.

O percentual de inibicdo do numero de colbnias fungicas foi calculado
segundo equacao (02) descrita por Tatsadjieu et al. (2010):

Inibigio= COC—OCT x100 Equac&o (02)

Em que:
Co — numero de colbnias do tratamento controle;

Ct— numero de colbnias dos tratamentos com 6leo essencial.

A presenca de Aflatoxinas Totais foi verificada nos graos tratados com 6leo
essencial ao final do experimento (30 dias), pelo método de ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay), baseado na interacdo de anticorpos e antigenos em um
substrato especifico (MALLMAN et al., 2015). Para tal, foi utilizado um kit comercial
para deteccdo de Aflatoxinas Totais, denominado “Total Alfatoxin ELISA Kit Low
Matrix (Quant.) SE120007”, da empresa Sigma-Aldrich® (Saint Louis — EUA).

Os procedimentos para quantificacdo das Aflatoxinas Totais foram
integralmente realizados segundo o Boletim Técnico que acompanha o Kit adquirido

na empresa Sigma-Aldrich®.
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4.5 Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram conduzidas segundo delineamento
inteiramente casualizado (DIC). Nos testes in vitro, analisou-se a inibicdo percentual
meédia em relacéo as variaveis: periodo de incubacéo (em dias), a dosagem do 6leo
essencial, e a interacdo entre o periodo de incubacao (dias) e a dosagem de 6leo,
para cada fungo e Oleo utilizados. A Andlise de Variancia (ANOVA) foi realizada, e os
resultados foram comparados pelo Teste de Scott-Knott a um nivel de 5% de
significancia. Para a relacéo entre a dosagem de 6leo essencial aplicada e a inibicdo
percentual média foi realizada uma andlise de regressao, também a um nivel de 5%
de significancia.

Nos testes nos graos de milho foi utilizado o DIC, e montada a ANOVA.
Avaliou-se o percentual de inibicdo fungica em relacéo ao controle para cada dosagem
de Oleo aplicada, pelo Teste de Scott-Knott a um nivel de 5% de significancia.

No que tange a andlise da presenca de Aflatoxinas Totais, elaborou-se a
ANOVA, na qual foi comparada o teor de Aflatoxinas em funcéo das dosagens de 6leo
essencial aplicadas e da espécie de fungo produtora, segundo o Teste de Scott-Knott

a 5% de significancia.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise dos constituintes dos 6leos essenciais

5.1.1. Oleo essencial de horteld (M. spicata L.)
Apresenta-se na Figura 03 o cromatograma do OE de M. spicata L. utilizado

no trabalho.
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Figura 03. Cromatograma do OE de M. spicata utilizado no experimento.

Apresenta-se na Tabela 02 o tempo médio de retencdo e o indice de Kovats
dos componentes identificados pelo cromatograma apresentado na Figura 03.

Tabela 02. Principais componentes do OE de M. spicta, determinados por CG-EM.

indice de Kovats*
Tempo de Obtido no
Pico Componente retencao presente Adams Outros
(min) trabalho (1995) Autores

1 Beta pineno 8,621 989 980 981“978%/979®

2 Mirceno 9,083 996 991 994(4)

3 Limoneno 10,640 1033 1031 1039(1)/1032(2)/ 1031(3)

4 1,8 Cineol (Eucaliptol) 10,745 1035 1033 1035(2)

5 Menthona 16,162 1152 1154 1154©)

9 Carvona 20,629 1251 1242 1260/1246@)

*Coluna DB-5. (U Choi (2003); @ Boukhebti et al. (2011); @ Scherer et al. (2013); ¥ Hognadottir e Rouseff
(2003); ® Abderrezak et al. (2014).
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Apresenta-se na Tabela 03 a identificagdo dos principais componentes do
Oleo essencial de M. spicata utilizado neste trabalho, em comparacdo com outros
estudos. Verifica-se em todos a identificacdo dos principais componentes

considerados para a espécie, carvona e limoneno.

Tabela 03. Comparacdo dos principais componentes do OE de M. spicata,
identificados neste trabalho, em relacéo a outros trabalhos publicados.

esseonlgi(;l de Hussain Boukhebti  Scherer Chowdhury
. et al. et al. et al. et al.
Componente M. spicata
P ut”iga . (2010) (2011) (2013) (2007)
Beta pineno X X X
Mirceno X X X
Limoneno X X X X X
1,8 Cineol X X X X
Mentona X X
Carvona X X X X X

A concentracao quantificada de carvona na composicao do OE foi de 61,89%,
seguida pelo limoneno com 30,83%. A carvona tem sido identificada como principal
constituinte de plantas, como o cominho — Carum carvi L. (BUCHBAUER et al., 2005),
e a M. spicata L. (BOUKHEBTI et al., 2011; SCHERER et al., 2013; KEDIA et al.,
2014), o que vai de encontro aos dados obtidos no presente estudo.

A composicao dos 6leos essenciais pode variar segundo a sua localizagéo de
cultivo, assim como de acordo com a época de coleta da planta, estadio de
desenvolvimento, condi¢cdes climaticas durante seu desenvolvimento, temperatura,
umidade, radiacao e tipo de solo (SIMOES et al., 2003; SCHERER et al., 2013).

5.1.2 Oleo essencial de C. aurantium L. subesp. dulcis

Apresenta-se na Figura 04 a identificacdo dos principais componentes do OE
de C. aurantium, por meio do equipamento CG-EM.
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Figura 04. Cromatograma do OE de C. aurantium L. subesp. dulcis

Apresenta-se na Tabela 04 o tempo médio de retengéo e o indice de Kovats
(IK) dos componentes identificados pelo cromatograma apresentado na Figura 06.

Tabela 04. Principais componentes do OE de C. aurantium L. subesp. dulcis,
determinados por CG-EM.

indice de Kovats*
Tempo de Obtido no
Pico Componente retengao presente Adams Outros
(min) (1995) Autores
trabalho
1 n.i. 7,123 964 - -
2 Mirceno 9,085 996 991 994®
3 Limoneno 10,770 1036 1031 1039/1028?
4 Linalol 13,648 1094 1098 1095

* n.i. — ndo identificado. Coluna DB-5. O Choi (2003); @ Abderrezak et al. (2014); ® Hognadottir e
Rouseff (2003).

A Tabela 05 traz a identificacdo dos principais componentes do OE de C.
aurantium L. subesp. dulcis, utilizado neste trabalho, em comparagdo com outros
publicados. Verifica-se em todos a identificacdo do principal composto considerado
para a variedade, o limoneno.

A concentragdo de limoneno quantificada na composicdo do OE foi de
94,71%. O limoneno, assim como nesse trabalho, tem sido identificado como principal
constituinte dos OEs de outras espécies do género Citrus: C. limon, C. aurantifolia, C.
limonia, C. latifélia (SIMAS et al., 2017), C. medica (LOU et al., 2017), C. deliciosa
(SILVESTRE et al., 2016), C. sinensis (SHARMA e TRIPATHI, 2008), C. reticulata
(TAO et al., 2014).
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Tabela 05. Comparagéo dos principais componentes do OE de C. aurantium L.
subesp. dulcis identificados neste trabalho, com relagcéo a outros trabalhos publicados.

Oleo essencial Pultrini Abderrezak Zarrad
Componente de C. 'a}urantium et al. et al. et al.
utilizado (2006) (2014) (2015)
Mirceno X X X
Limoneno X X X X
Linalol X X X

5.2 Testes in vitro

5.2.1 Mentha spicata L. x Aspergillus brasiliensis

O crescimento micelial médio diario da espécie A. brasiliensis em relacédo a
diferentes dosagens do OE de M. spicata esta representado na Figura 05.
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Figura 05. Crescimento micelial médio (mm) diario do A. brasiliensis segundo
dosagens (uL/mL) aplicadas do OE de M. spicata

Percebe-se que o tratamento controle (sem 6leo essencial) atingiu o diametro
maximo da placa (90,00 mm) no décimo-primeiro dia de incubagdo. Nota-se também
gue ha um decréscimo em funcdo do aumento das dosagens. Na dosagem 3 pL/mL
observa-se que nao houve crescimento.

Na literatura sdo escassos os trabalhos que avaliem o crescimento micelial
fungico diariamente. Nos trabalhos de Riahi et al. (2013), Manganyi et al. (2015),

dentre outros autores, apresenta-se o crescimento ao final de um periodo pré-
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determinado, geralmente de 7 dias, realizando célculos do percentual de inibicao,
comparando os tratamentos (dosagens) ao controle.

Na Tabela 06 apresenta-se o resumo da analise de variancia do efeito do 6leo
essencial de M. spicata e do tempo de incubacgéo no crescimento micelial do fungo A.
brasiliensis.

Tabela 06. Resumo da andlise de variancia dos dados obtidos do efeito do OE de M.

spicata, durante o periodo de incubacéo (dias) sobre o crescimento micelial do fungo
A. brasiliensis.

Fonte de Variacao GL QM P>0,05
Dose de 6leo essencial (D) 5 26272,07 *
Periodo de incubacéo (P) 10 2349,52 *
DxP 50 475,75 *
Erro 264 109,41 -
Total 329 - -
CV=12,48%

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Na Tabela 06 tem-se apontado que houve diferenca significativa para as
diferentes doses (D), periodo de incubacao (P), assim como para a interacéo (D x P),
indicando que a variacao do percentual de inibicdo depende da interacéo entre a dose
de Oleo essencial aplicada e periodo de exposi¢cao do fungo ao 6leo.

Os valores médios do percentual inibitério para a interacdo periodo de
incubacéao e dose de 6leo essencial (OE) sédo apresentados na Tabela 07.

Tabela 07. Inibicdo média percentual, in vitro, no crescimento do fungo A. brasiliensis
em diferentes doses (uL/mL) de OE de M. spicata

Dosagem (uL/mL)

Dia 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0
1 83aA 100°A 100PA 100PA 100PA 100PA
2 60238 100PA 100PA 100PA 100PA 100PA
3 493 97bA 100PA 100PA 100PA 100PA
4 453¢ g2bA 9g8bA 9g8bA 100PA 1004
5 453€ 85bB 96°A g5bA 100PA 100PA
6 453¢ 78P8 94°A 92¢A 100¢A 100¢A
7 413¢ 7308 93cA 91¢A 100¢A 100¢A
8 352D 62°C 91¢A 90°A 100¢A 100¢A
9 302P 530C 89¢B 89¢A 100¢A 100¢A

10 252D 410D 84¢8B 88¢A 98d9A 10094
11 2120 33@P 80°B 84PA 91¢A 100¢A

*As médias seguidas de uma mesma letra, mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas, ndo
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
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Percebe-se que a eficacia do 6leo essencial na inibicdo do fungo foi
decrescendo ao longo do periodo de incubacéo. Até o quinto dia de incubacéo, nota-
se que houve maxima inibicdo para todas as dosagens (estatisticamente), a excecéo
da dosagem 0,5 pL/mL. Este fato pode ser atii em periodos menores de
armazenamento (com consequente aplicacdo do OE), o que representaria uma
economia significativa do produto (OE) para se alcancar o efeito desejado, reduzindo
0s custos da aplicacao.

A dosagem 3,0 pL/mL mostrou eficacia de 100% no controle do fungo até o
altimo dia, ndo diferindo estatisticamente da dosagem 2,5 pL/mL no decorrer do
experimento, tanto em eficacia quanto em relacdo aos periodos de analise. A
dosagem 1,0 uL/mL demonstrou alta eficiéncia até o quarto dia, enquanto que a
dosagem 1,5 pL/mL foi altamente eficaz até o oitavo dia.

N&o h& evidencias na literatura de estudos que utilizem o 6leo essencial de
alguma das espécies do género Mentha no controle do A. brasiliensis. No entanto,
pode-se citar outros trabalhos que utilizaram 6leos essenciais destas espécies no
controle de outros fungos filamentosos. Riahi et al. (2013), por exemplo, verificaram
gue dosagens de 4,0 uL/mL de 6leo essencial de Mentha rotundifolia foi capaz de
inibir o crescimento do fungo Aspergillus niger, enquanto que dosagens de 8,0 pL/mL
tinham atividade fungicida, ou seja, eram letais a estes seres.

Manganyi et al. (2015), também analisaram o efeito inibitorio de Oleos
essenciais e alguns principios ativos, dentre os quais o 6leo de M. spicata, no controle
de outra espécie, o Fusarium oxysporum. Os autores observaram que dosagens
superiores a 2,0 yL/mL mostraram 100% de eficacia para o fungo estudado em sete

dias de analise.

5.2.2 Mentha spicata L. x Aspergillus flavus

O crescimento micelial médio diério da espécie Aspergillus flavus em relacéo
a diferentes dosagens do 6leo essencial de Mentha spicata L. est4 apresentado na
Figura 06.

Percebe-se que o tratamento controle (sem 6leo essencial) atingiu o diametro
maximo da placa (90,00 mm) no décimo-segundo dia de analise, diferentemente do

gue ocorreu com o A. brasiliensis, que atingiu seu apice no décimo-primeiro dia.
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Figura 06. Crescimento micelial médio (mm) diario do A. flavus segundo dosagens
(UL/mL) aplicadas do OE de M. spicata

Na Tabela 08 apresenta-se o resumo da andlise de variancia do efeito do 6leo
essencial de M. spicata e do tempo de incubacéo no crescimento micelial do fungo A.
flavus.
Tabela 08. Resumo da andlise de variancia dos dados obtidos do efeito do OE de M.

spicata, durante o periodo de incubacao (dias) sobre o crescimento micelial do fungo
A. flavus.

Fonte de Variacao GL QM P>0,05
Dose de 6leo essencial (D) 5 36927,61 *
periodo de Incubacéo (P) 11 3756,34 *
DxP 55 619,25 *
Erro 288 52,29 -
Total 359 - -
CV =9,04%

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Na Tabela 08 pode-se verificar que houve diferenca significativa para as
diferentes doses (D) utilizadas, para o periodo de incubacéo (P), assim como para a
interacéo (D x P), indicando que a variagcdo do percentual de inibicdo depende da
interacdo entre a dose de 0Oleo essencial aplicada e periodo de exposi¢cdo do micro-
organismo ao Oleo.

Os valores médios do percentual de inibicdo para a interacdo periodo de

incubacéo e dose de 6leo essencial sdo apresentados na Tabela 09.
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Tabela 09. Inibicdo média percentual, in vitro, no crescimento do fungo A. flavus em
diferentes doses (uL/mL) de OE de Mentha spicata L.

Dosagem (uL/mL)

Dia 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0
1 7424 93bA 100PA 100PA 100PA 100PA
2 692A 94bA 100°A 100PA 100PA 100PA
3 5928 85PA 100¢A 100¢A 100¢A 100¢A
4 5238 788 100¢A 100¢A 100¢A 100°A
5 5128 7208 100¢A 100¢A 100¢A 100¢A
6 403 65°C 98°A 100¢A 100¢A 100°A
7 363¢ 580D 94¢A 100¢A 100¢A 100¢A
8 283P 5Q0PE 88A 1009A 1009A 1009A
9 213€ 44PE 80¢8B 989 979 10094

10 143F 36°F 69°C 95dA 95dA 1009A
11 118F 31bF 62¢P 920A 93d9A 98d9A
12 9aF 27°F 55¢P 879 919A 959A

*As médias seguidas de uma mesma letra, mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas, néo
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Assim como para o efeito do OE de M. spicata para o A. brasiliensis, pode-se
observar um decréscimo da atividade inibitéria do 6leo frente ao fungo ao longo do
periodo de incubacdo. Até o segundo dia observa-se que todas as dosagens, a
excecao de 0,5 pL/mL, apresentaram 100% de eficacia, o que pode ser proveitoso,
pensando no produto final, para periodos curtos de armazenamento.

A dosagem 0,5 uL/mL néo é viavel para aplicacdo em nenhum periodo, pois
ja no primeiro dia de incubacéo apresenta apenas 74% de inibicdo, chegando ao final
dos 12 dias a 9% de inibicéo.

Verifica-se que nenhuma dosagem demonstrou 100% de inibicédo até o ultimo
dia de andlise. No entanto, de acordo com a analise estatistica realizada, a um nivel
de 5% de significancia, as dosagens 2,0; 2,5 e 3,0 pyL/mL demonstraram
estatisticamente a mesma eficacia ao longo dos dias de andlise. J4 a dosagem 1,5
HL/mL n&o apresentou crescimento fungico até o quinto dia, mantendo sua eficacia
até o oitavo dia.

Sokovic et al. (2009) avaliaram a eficacia da aplicacdo do OE de M. spicata
(49,5% de carvona, 5,8% de limoneno). Os pesquisadores concluiram, através do
meétodo da difusdo em agar, apds 3 semanas de incubacao a temperatura ambiente,
gue concentracdes proximas a 2,5 pL/mL eram capazes de inibir totalmente o
crescimento das espécies: Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Aspergillus

versicolor, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus.
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Apesar do OE de M. spicata utilizado por Sokovic et al. (2009) apresentar um
teor inferior de carvona ao do OE utilizado neste estudo, e o periodo de incubacao e
temperatura também variarem, os resultados vdo de encontro aos observados no
presente trabalho, e apontam a eficiéncia da aplicacdo do OE de M. spicata para
fungos do género Aspergillus.

Kedia et al. (2014) também analisaram o efeito inibitério de diferentes
dosagens do 6leo essencial de M. spicata (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 e
1,0 uL/mL) aplicadas ao Aspergillus flavus, em testes in vitro, e constataram que ao
final de 7 dias de experimento, apenas a dosagem 1,0 pL/mL apresentou 100% de
eficiéncia frente ao fungo. A mesma dosagem também foi testada em outros fungos
do género (A. fumigatus, A. glaucus, A. luchensis, A. niger, A. terreus e A. ungis),
constatando 100% de eficacia em todos eles, a excecao das espécies A. luchensis e
A. terreus, 0s quais apresentaram respectivamente, 91,7 e 75,7 de inibicdo percentual.

Os resultados aqui obtidos diferem de Kedia et al. (2014). Os referidos autores
verificaram uma inibicdo de 100% para o fungo com a dosagem de 1,0 pL/mL, no
sétimo dia de andlise, no presente trabalho observou-se apenas 58% de inibi¢céo para
mesma dosagem e periodo de incubacédo. Isto pode estar relacionado a composi¢ao
dos 6leos essenciais, ainda que a composicao da carvona neste trabalho seja proxima
ao dos referidos autores, a composicao de limoneno no OE usado neste trabalho
(30,83%) € superior ao utilizado por Kedia et al. (2014) (25,59%). Como foi
mencionado anteriormente, o limoneno se degrada facilmente (BURNHAN, 2008),
podendo refletir na inibicdo fungica ao longo do periodo de incubacéo.

Outro fato interessante a ser analisado é que, ha composi¢ao do OE utilizado
neste estudo, a carvona e o limoneno perfazem 92,72% da composi¢do do mesmo,
enquanto que para o OE utilizado no trabalho de Kedia et al. (2014), os componentes
em questdo somam 85,19% do total. Isto pode ser um indicio que outros
componentes, presentes em menor quantidade, podem estar ligados ao poder
antimicrobiano do OE de M. spicata.

Por questdes de ordem pratica, para que haja uma padronizacdo dos testes
nos graos realizados posteriormente, optou-se por tomar como referéncia a dosagem
2,5 yL/mL, na qual o 6leo essencial de M. spicata se mostrou eficaz frente tanto ao A.

brasiliensis, quanto ao A. flavus.
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5.2.3 Citrus aurantium L. subesp. dulcis x Aspergillus brasiliensis
O crescimento micelial médio diario da espécie Aspergillus brasiliensis em
relacdo a diferentes dosagens do Oleo essencial de C. aurantium subesp. dulcis esta

apresentado na Figura 07.
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Figura 07. Crescimento micelial médio (mm) diario do A. brasiliensis segundo
dosagens (uL/mL) aplicadas do OE de C. aurantium subesp. dulcis.

Observa-se que o tratamento controle (sem 6leo essencial) atingiu o diametro
maximo da placa (90,00 mm) no décimo-primeiro dia de analise, demonstrando
similaridade com o resultado obtido para a inibicdo do A. brasiliensis com o OE de M.
spicata.

Na Figura 07, pela proximidade das curvas de crescimento, pode-se supor
que, independentemente da dosagem de OE de C. aurantium L. subesp. dulcis
aplicada, o crescimento do fungo ocorre dentro de parametros proxXimos.

Na Tabela 10 apresenta-se o resumo da analise de varidncia do efeito do oleo
essencial de C. aurantium subesp. dulcis e do periodo de incubac&o no crescimento

micelial do fungo A. brasiliensis.
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Tabela 10. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do efeito do OE de C.
aurantium, durante o periodo de incubacédo (dias) sobre o crescimento micelial do
fungo A. brasiliensis.

Fonte de Variacéo GL QM P>0,05
Dose de 6leo essencial (D) 9 7724,33 *
Periodo de Incubacéo (P) 10 3229,93 *
DxP 90 199,32 *
Erro 440 74,86 -
Total 549 - -
CV =29,04%

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Houve diferenca significativa para as diferentes doses (D) utilizadas, para as
repeticdes, para o periodo de incubacédo (P), assim como para a interacdo (D x P),
indicando que a variacdo do percentual de inibicdo depende da interacéo entre a dose
de Oleo essencial aplicada e periodo de exposi¢cao do fungo ao oleo.

Verifica-se também que, o coeficiente de variacdo (CV), a relacdo entre o
desvio padrdo e a média geral, € 29,04%, numero notadamente superior aqueles
encontrados para a aplicacdo do OE de M. spicata frente ao A. brasiliensis (12,48%) e
ao A. flavus (9,04%). Diante deste dado, pode-se inferir que para o OE de C. aurantium
houve maior variagdo dos resultados em relacdo ao OE de M. spicata, 0 que por sua
vez pode estar relacionado com a facilidade de degradacdo do seu principal
componente, o limoneno (BOTANICAL.COM, 2016), interferindo nos resultados
obtidos.

Os valores médios do percentual de inibicdo para a interacdo periodo de

incubacéao e dose de 6leo essencial sdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Inibicdo média percentual, in vitro, no crescimento do fungo A. brasiliensis
em diferentes doses (uL/mL) de OE de C. aurantium.

Dosagem (uL/mL)

0,5 1,0 15 20 2,5 3,0 40 6,0 8,0 10,0
143 2024 15%A  27PA 320A  40°A  42¢4 659 6QUA 82eA
1334 1984 2084 25%8 33°4  36PA  38PA  37PB 47bB 618
10 173~ 22°A  2QPA 39°%A  41°A  46°A  44°B  48°B 54¢8
1434 1724 2084 30MA 40°A  42°A 46" 43°B 468 50¢8
13 22°A  213A  32PA 39PA 4204 46°A  43"B 45bB 498
1434 184 1134 32bA 37PA 40PA  44PA 41PB 438 488
1234 2324 173 33PA 34PA  35PA - 4QPA  4Q"B 42 468
5aB ZObA 18bA 330A 320A 320A 350A 37cB 360C 390C
3aB 16bA 15bA 2508 22CB 28cA 29cB 33CC 31CC 32(:C

10 328 14PA  15bPA  2QbB 1508 17°8  20QPB  25PC  24bD 23D

11 428 1224 1184 16" 928 1138 17bB  25PC 21k 2100
*As médias seguidas de uma mesma letra, nas colunas letras mailsculas e nas linhas letras
minUsculas, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que assim como nos demais
casos, had uma perda da eficiéncia do 6leo frente ao fungo no decorrer do periodo de
incubacédo. O OE de C. aurantium, porém, se mostrou muito menos eficaz em relacao
ao OE de M. spicata. Nenhuma das dosagens aplicadas, mesmo as dosagens
superiores (4,0 a 10,0 uL/mL), apresentou 100% de inibicdo em nenhum dos tempos
avaliados.

O valor maximo de inibicdo obtido neste teste foi para a maior dosagem, 10
puL/mL, no primeiro dia, de 82%. Esta, por sua vez, ndo se manteve ao longo do tempo,
reduzindo para 21% de inibicdo do fungo ao final do 11° dia.

N&o foram encontrados na literatura estudos que utilizassem o OE de C.
aurantium no controle do A. brasiliensis, no entanto, assim como nos outros casos,
pode-se comparar com trabalhos que utilizaram espécies do mesmo género.

Sharma e Tripathi (2008) avaliaram o efeito do Oleo essencial de Citrus
sinensis no controle do Aspergillus niger, e verificaram que dosagens de 3,0 e 3,5
HL/mL eram capazes de inibir completamente o crescimento fungico até sete dias, e
que dosagens superiores a 1,5 pL/mL ja eram capazes de inibir a germinacédo de
esporos nesta espécie fungica. O OE utilizado pelos referidos autores apresentava
84,2% de limoneno em sua composi¢ao, enquanto que no OE utilizado no presente
estudo a composi¢ao de limoneno quantificada foi de 94,71%, ou seja, mais de 10%

superior.
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Corrobora para isto, a explicacdo de MarGstica Junior e Pastore (2007), que
afirmam que o Limoneno, principal constituinte do 6leo essencial de laranja-doce, tem
baixa solubilidade em agua, alta tendéncia a se oxidar, além da polimerizacao (nao
mantém, portanto, sua estrutura), podendo auxiliar na explicacdo do ocorrido.

Este ultimo dado, aliado ao fato do teste ser realizado com espécies do
mesmo género, mas distintas, fisiologicamente e quimicamente, podem explicar de

certa forma a discrepancia dos resultados aqui obtidos com o obtido na literatura.

5.2.4 Citrus aurantium L. subesp. dulcis x Aspergillus flavus

O crescimento micelial médio diario da espécie Aspergillus flavus em relacéo
a diferentes dosagens do 0Oleo essencial de C. aurantium L. subesp. dulcis esta
apresentado na Figura 08. Percebe-se que o tratamento controle (sem 6leo essencial)
atingiu o diametro maximo da placa (90,00 mm) no décimo-segundo dia de analise,
fato que também ocorreu no tratamento controle do teste utilizando o OE de M. spicata

frente ao A. flavus.
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Figura 08. Crescimento micelial médio (mm) diario do A. flavus segundo dosagens
(uL/mL) aplicadas do OE de C. aurantium L. subesp. dulcis.

Observa-se que ha uma pequena variacdo de crescimento micelial médio
diario entre as dosagens de OE aplicadas. Isso se reflete, na proximidade das curvas

no gréafico da Figura 08.
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Na Tabela 12 apresenta-se o resumo da analise de variancia do efeito do 6leo
essencial de C. aurantium L. subesp. dulcis e do tempo de incubac¢&o no crescimento
micelial do fungo A. flavus.

Tabela 12. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do efeito do OE de C.

aurantium, durante o periodo de incubacédo (dias) sobre o crescimento micelial do
fungo A. flavus.

Fonte de Variacéo GL QM P>0,05
Dose de 0Oleo essencial (D) 9 13157,43 *
Tempo de Incubacgéo (t) 11 1890,35 *
Dxt 99 134,06 *
Erro 480 51,57 -
Total 599 - -
CV = 23,88%

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Houve diferenca significativa para as doses (D) utilizadas, para o periodo de
incubacéo (P), assim como para a interacdo (D x P), indicando que a variagdao do
percentual de inibicdo depende da interacdo entre a dose de 6leo essencial aplicada
e periodo de exposicao do fungo ao 6leo. Assim como na avaliacdo do OE de C.
aurantium para o A. brasiliensis, o CV foi elevado, sendo um indicio que as variacdes
obtidas nos resultados estéo atreladas ao OE utilizado.

Os valores médios da inibicao fungica para a interacao periodo de incubacéo
e dose de OE estédo representados na Tabela 13.

Tabela 13. Inibicdo média percentual, in vitro, no crescimento do fungo A. flavus em
diferentes doses (uL/mL) de OE de C. aurantium.

Dosagem (uL/mL)
0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 40 6,0 8,0 10,0
1324 1824 27bA 33bA 23bA 2gbA  48cA  20A  BHUA  QQeA
73A 16PA  27°A  320A  27CA  31°A 4794 5498 g3eA 70¢8
423A 123A  2QbA  32bA  D7PA 3DbA  43cA  51dB  5DdB 63°C
42A 17°A  29°A  27°A  31°¢A  35¢A 3QdB  48eB  51eB 59¢c
4aA 15bA D7CA 24cB 28cA 34dA 36dB 44eC 48eB 56fC
42A 1324 25PA  4bB - 30bA  31PA 3408  43dC  4pdC 54¢c
73A 17PA  27°A 258 2QcA  31cA  33¢B  42dC  44dC 53eC
63A 16PA  26°A 2208 2Q9¢A  30°¢A 30°C 4Q9C 42dC 51e¢
63A 1324 22bB 1QbB  25bA  PGbB  pg@bC  37cC  3gcC 49dD
63A 142A  20Q0PB  1QPB  24bA  22bB DGbC  34cD  33cD 449D
63A 1324 18PB  18PB  22bA  21bB 21bC  3QL  3(QcP 429D
634 1024  16P8 17°B  200A  19PB 1QPC 27¢®  2QcD 40P
*As médias seguidas de uma mesma letra, nas colunas letras mailsculas e nas linhas letras
mindsculas, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
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Na Tabela 13 pode-se observar, que assim como para o A. brasiliensis, tal OE
nao se mostrou eficiente, de acordo com os parametros deste trabalho. Em nenhuma
das dosagens analisadas foi observada 100% de inibicdo, sendo a maxima de 90%,
para a maior dosagem (10 pL/mL) por 24h, a qual por sua vez, ndo se manteve ao
longo dos dias de exposic¢do, reduzindo-se a 40% ao final do 12° dia. Este valor foi
superior ao observado para o A. brasiliensis, o que indica que o A. flavus é mais
sensivel a este OE que o micro-organismo anterior.

Singh et al. (2010a) testaram a eficiéncia do 6leo essencial de Citrus reticulata
frente a0 mesmo micro-organismo, e constataram que dosagens superiores a 0,75
puL/mL eram capazes de inibir o crescimento do fungo ao final de 7 dias de incubacao.
Eles utilizaram também a metodologia da difusdo em agar, porém utilizando como
solvente a acetona, o que aliado ao fato de se tratar de distintas espécies vegetais
produtoras de OEs (ainda que do mesmo género), pode explicar a discrepancia dos
resultados. Apesar de ndo haverem quantificado os componentes do OE de C.
reticulata neste trabalho, os autores apontam que Chutia et al. (2009), identificaram
apenas 46,7% de limoneno na composi¢cdo do OE da espécie, o que frente aos
94,71% identificados no presente trabalho, assim como explicado anteriormente nos
outros casos, pode explicar o ocorrido.

Singh et al. (2010b), em outro estudo, verificaram que os OEs de Citrus
maxima e Citrus sinensis, na dosagem 0,75 puL/mL, inibiram 100% o crescimento deste
fungo. O percentual de limoneno identificado no OE de C. maxima foi de 31,83%,
enquanto que para o OE de C. sinensis foi de 69,78%, mais uma vez, menores que 0
OE da espécie utilizada no presente estudo.

Simas et al. (2017) avaliaram o efeito dos OEs de espécies do género Citrus
e de alguns dos seus compostos majoritarios sob o desenvolvimento de algumas
espécies fungicas, através do método da microdiluicdo, a temperatura ambiente,
durante 7 dias. Eles constataram que o limoneno — principal constituinte do OE de C.
aurantium (item 5.1.2) - ao invés de inibir o desenvolvimento da espécie Penicillium
digitatum, era capaz de estimular o crescimento da mesma com o0 aumento das
dosagens aplicadas. Cada fungo pode responder de maneira distinta a aplicacédo do
OE, seu desenvolvimento pode ser inibido ou estimulado, em maior ou menor grau.

Ja Bento (2016), ao avaliar a eficiéncia de OEs e seus compostos majoritarios
no controle de fungos em gréos de feijao e milho pelo método da fumigagéo in vitro,

em ambientes saturados de armazenamento, constatou que as dosagens aplicadas
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de limoneno (1 e 2,5 pL/mL) ndo apresentaram nenhuma acgéo fungistatica sobre os
fungos naturalmente presentes nos produtos, mais uma evidéncia de que OEs
constituidos majoritariamente por Limoneno ndo sdo indicados para o controle
fungico.

Diante do avaliado, o OE de C. aurantium se mostrou pouco eficiente no
controle de ambas as espécies fungicas, sob as condicdes experimentais testadas.
Isto pode estar relacionado com o fato do principal constituinte do mesmo, o
Limoneno, se degradar muito rapidamente (MAROSTICA JUNIOR e PASTORE,
2007; BURNHAM, 2008), e ndo conseguir manter suas propriedades fungicidas ao
longo do tempo.

Optou-se, neste trabalho, devido a baixa eficiéncia, por ndo se realizar os
testes nos grdos com o OE de C. aurantium, pois seriam demandadas altas
guantidades do mesmo para se obter resultados similares aos obtidos com pequenas
dosagens do OE de Mentha spicata L. No entanto, para estudos futuros, sugere-se
que se avalie a eficiéncia do OE de C. aurantium no controle de outras espécies
micro-organismos, pois apesar de nao atender a proposta deste trabalho, 0 mesmo

apresentou uma inibicdo, ainda que pequena, no controle das espécies fungicas.

5.3. Testes nos graos de milho

Os teores de agua dos graos de milho foram de 10,7% para 0s graos a serem
inoculados com A. brasiliensis e 9,9% para os grdos a serem inoculados com A.
flavus, valores dentro da faixa em que os graos costumeiramente sdo armazenados
no Brasil (LORINI et al., 2002).

Na tabela 14 esta apresentado o quadro resumo da andlise de variancia do
efeito inibitorio da aplicagdo do OE de M. spicata em graos de milho inoculados com
Aspergillus  brasiliensis, segundo diferentes dosagens e periodos de

armazenamento.
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Tabela 14. Resumo da andlise de variancia dos dados obtidos do efeito do OE de M.
spicata, durante o periodo de armazenagem (dias) sobre o niamero de col6nias do
fungo A. brasiliensis nos gréos de milho.

Fonte de Variacéo GL QM P>0,05
Dose de 6leo essencial (D) 2 4987,12 *
Periodo de Armazenagem (PA) 2 575,19 n.s.
D x PA 4 1231,41 *
Erro 72 270,86 -
Total 80 - -
CV = 25,87%

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. n.s.=n&o significativo.

Nota-se que houve diferenca significativa para as diferentes doses (D)
utilizadas e para a interacéo entre doses utilizadas e periodos de armazenagem (D x
PA), indicando que a variagdo do percentual de inibicdo do A. brasiliensis depende da
interacdo entre a dose de 6leo essencial aplicada e periodo de armazenagem do gréo
de milho. J& para o periodo, ndo houve diferenca significativa.

A Tabela 15 apresenta o quadro resumo da andlise de variancia do efeito
inibitério da aplicacdo do OE de M. spicata em grdos de milho inoculados com A.

flavus, segundo diferentes dosagens e periodos de armazenamento.

Tabela 15. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos do efeito do OE de M.
spicata, durante o periodo de armazenagem (dias) sobre o nimero de colénias do
fungo A. flavus nos graos de milho.

Fonte de Variacao GL QM P>0,05
Dose de dOleo essencial (D) 2 41,64 n.s.
Periodo de Armazenagem (PA) 2 920,80 *
D x PA 4 14,20 n.s.
Erro 72 14,29 -
Total 80 - -
CV = 3,95%

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. n.s.=néo significativo.

Na Tabela 15 tem-se apontado que houve diferenca significativa para o
periodo de armazenagem (PA). Isto indica que a variacdo do percentual de inibicéo
(PI) do Aspergillus flavus varia somente em funcdo do periodo de exposi¢do deste
micro-organismo ao Oleo essencial de M. spicata aplicada, nas condicbes de
armazenamento.

Nota-se que no teste realizado com o A. brasiliensis, o coeficiente de variagéo
foi superior (25,87%) ao obtido para o teste do A. flavus (3,95%). Diante disto, aliado

aos testes in vitro realizados anteriormente, pode-se aferir que o A. brasiliensis € mais



56

“resistente” que o A. flavus no que se refere aos OEs empregados neste estudo, e
ainda, que apresenta um comportamento de crescimento “irregular”’, enquanto o A.
flavus apresenta um comportamento “padrao”.

Como evidenciado por Varga et al. (2007), o A. brasiliensis € utilizado a nivel
industrial para degradacao de substratos para producao de enzimas. Essa aplicacéo
talvez se deva ao fato do micro-organismo apresentar essa resisténcia e maior
crescimento.

A Tabela 16 traz os dados referentes ao percentual médio de inibicdo do
desenvolvimento do fungo A. brasiliensis em grédos de milho (Zea mays L.) em

diferentes dosagens do OE de M. spicata e periodos de armazenamento.

Tabela 16. Inibicao percentual média do desenvolvimento do fungo A.brasiliensis em
graos de milho (Zea mays L.) para diferentes doses do OE de M. spicata e periodos
de armazenamento.

i Percentual de inibicdo do desenvolvimento fungico em
Periodo de relacéo as dosagens do OE de M. spicata (uL/mL)
armazenamento (dias) 125 250 5 00
10 522aA 5834 6834
20 523A 71°A 6604
30 443A 6604 95¢B

*As meédias seguidas de uma mesma letra, nas colunas letras mailsculas e nas linhas letras
minUsculas, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

A Tabela 17 traz os dados referentes ao percentual médio de inibicdo do
desenvolvimento do fungo Aspergillus flavus em gréos de milho (Zea mays L.) em
diferentes dosagens do OE de M. spicata e periodos de armazenamento.

Tabela 17. Inibicdo percentual média do desenvolvimento do fungo A. flavus em graos

de milho (Zea mays L.) para diferentes doses do OE de M. spicata e periodos de
armazenamento.

. Percentual de inibicdo do desenvolvimento fungico em
Periodo de relacdo as dosagens do OE de M. spicata (uL/mL)
armazenamento (dias) 125 2.50 500
10 88 8824 92bA
20 9728 9828 10028
30 10028 10028 10028

*As médias seguidas de uma mesma letra, nas colunas letras mailsculas e nas linhas letras
minUsculas, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significaAncia.
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O OE de M. spicata foi mais eficaz no controle do A. flavus que no A.
brasiliensis, em todas as dosagens aplicadas e todos os periodos de armazenamento.

No caso do A. brasiliensis, as dosagens de 1,25 e 2,50 pL/mL apresentaram
inibicbes sem diferenca significativa, durante todo o periodo de armazenagem. J& na
maior dosagem, 5,00 pL/mL, houve um acréscimo da inibicdo no 30° dia de andlise,
atingindo 95%.

Com relacdo ao A. flavus, ja ao fim de dez dias de aplicacdo da menor
dosagem avaliada (1,25 pL/mL) do OE de M. spicata, foi verificada uma inibicdo de
88%, 0 que demonstra que o mesmo apresenta um elevado potencial para o controle
deste micro-organismo, mesmo em baixas dosagens e periodos de aplicacdo
menores. Para todas as dosagens avaliadas, a partir do 20° dia de armazenamento
houve completa inibicdo (100%) do desenvolvimento fungico nos gréaos, nao diferindo
estatisticamente entre si as dosagens pelo Teste de Scott-Knott a um nivel de 5% de
significancia.

Tatsadjieu et al. (2010), em experimento semelhante, avaliaram a aplicacédo
combinada dos OEs de Ocimum gratissimum, Lippia rugosa e Xylopia aethiopica em
graos de milho infestados com A. flavus. Os autores concluiram que dosagens mais
baixas de O. gratissimum (60 pL/200g) e dosagens mais altas de L. rugosa (310
uL/200g) e X. aethiopica (250 uL/200g) eram capazes de inibir, em média, 89,9% o
desenvolvimento flungico apdés 2 semanas de armazenamento. Apds 6 semanas de
armazenagem este valor diminui para 34,6%, 0 que segundo 0s autores pode ser
explicado pelo fato de durante longos periodos de armazenamento, alguns
componentes dos OEs tendem a volatizar, diminuindo assim sua concentracdo nos
mesmos, prejudicando sua eficacia.

Lee (2017) avaliou o efeito da aplicacdo do OE de capim-limao (Cymbopogon
flexuosus) frente as espécies A. brasiliensis e A. flavus em gréos de trigo (Triticum
aestivum), durante periodos de 10, 20 e 30 dias de armazenagem. Para todas as
dosagens do OE avaliadas (0,6; 0,8 e 1,6 uL/200g), em todos os periodos, houve
inibicdo superior a 80%, o que demonstra alta eficiéncia no controle das espécies
fungicas em guestédo nos graos. A autora observou ainda que o OE apresentou uma
inibicdo maior no A. flavus, se comparada ao A. brasiliensis, o0 que vai de encontro
aos resultados obtidos no presente trabalho com o OE de M. spicata.

VARMA e DUBEY (2001) avaliaram a eficiéncia da aplicagdo dos OEs de

Caesulia axillaris (1500 ppm v/v) e Mentha arvensis (1000 ppm v/v) no controle do A.
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flavus em graos de trigo, sob condicbes ambientais de armazenamento durante 12
meses. Estes autores constataram, que o OE de Caesulia foi capaz de inibir o
desenvolvimento do A. flavus em 95% em grdos inoculados com a suspensédo de
esporos do micro-organismo, e 100% em graos que ndo foram inoculados. J& o OE
de Mentha inibiu em 96% o desenvolvimento fangico em graos inoculados, e em 100%
nos graos ndo-inoculados. Percebe-se que em grdos que continham apenas a
microbiota natural (sem inoculagéo do A. flavus), o controle foi muito mais eficiente, e

€ uma variavel sugerida de ser testada em estudos futuros.

5.4 Quantificacdo das Aflatoxinas Totais

As curvas analiticas de leitura dos teores totais de aflatoxinas nos graos
contaminados apo6s 30 dias de armazenamento obtidos pelo teste de ELISA (Sigma-
Aldrich®) para o A. brasiliensis e A. flavus, obtida através dos valores de absorbancia

dos padrdes, estdo apresentadas nas Figura 09 e 10, respectivamente.
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Figura 09. Curva analitica de leitura dos valores de absorbancia e correlacdo com os
teores totais de aflatoxinas do teste de ELISA para o A. brasiliensis. (B/Bo =
Absorbancia do padrdo quantificado/absorbancia do padréo zero).
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Figura 10. Curva analitica de leitura dos valores de absorbancia e correlagdo com os
teores totais de aflatoxinas do teste de ELISA para o A. flavus. (B/Bo = Absorbancia
do padrao quantificado/absorbéancia do padréo zero).

Foram estabelecidas duas curvas padrao de leitura, uma para cada fungo,
pois os testes foram realizados em periodos distintos, e segundo o fabricante dos kits
de leitura de Aflatoxinas Totais (Sigma-Aldrich®), a cada anélise se faz necessario
realizar a leitura dos padrbes e estabelecer a curva-padrdo de leitura, pois podem
haver pequenas variagoes.

Observa-se nas Figuras 09 e 10 que os modelos ajustados de acordo com a
regressao apresentam coeficiente de correlacdo superior a 90%, o que indica que
estdo bem ajustados de acordo com o estabelecido pelo Teste (SOUZA et al., 1999).

Souza et al. (1999) ao avaliarem a eficiéncia dos kits comerciais de ELISA na
deteccdo de Aflatoxinas do Tipo M1 em leite no Estado de Minas Gerais, também
constataram que houve linearidade na curva analitica de leitura do teste, com
coeficiente de correlacdo também superior a 90% (R2=0,9494).

De posse dos valores de leitura das absorbancias das amostras, para cada
um dos fungos, nas respectivas dosagens de OE de M. spicata, ao final do 30° dia de
armazenamento, foram quantificados os valores de aflatoxinas totais através da
interpolacdo dos dados nas respectivas curvas padréo. Foi realizada uma analise de
variancia dos resultados (Tabela 18), e comparados, segundo o Teste de Scott-Knott
a producao de aflatoxinas totais em funcéo de cada um dos fungos e dosagens de OE

aplicadas no referido periodo de armazenagem.
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Tabela 18. Resumo da andlise de variancia dos dados obtidos do efeito do OE de M.
spicata, durante o periodo de armazenagem (30 dias) sobre a producao de aflatoxinas
totais nos fungos A. brasiliensis e A. flavus

Fonte de Variacao GL QM P>0,05
Espécie fangica (F) 1 142,80 *
Dose de Oleo essencial (D) 3 12,27 *
FxD 3 12,95 *
Erro 40 1,05 -
Total 47 - -
CV =54,07%

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Observa-se na Tabela 18 que os fungos, as dosagens de 6leo essencial
aplicadas, bem como a interagdo entre os fungos e as dosagens, apresentaram
diferengas estatisticas significativas a um nivel de 5% de significancia. Isto indica que
a variacdo da producdo de aflatoxinas totais depende da espécie de fungo, da
dosagem de OE aplicada e também do efeito combinado entre espécie fungica e
dosagem de OE.

Os testes de deteccao de micotoxinas que utilizam a técnica de ELISA tem
uma série de fatores de imprecisédo atrelados, tais como o preparo dos reagentes, 0s
volumes de aplicacédo, a homogeneizacéo, e a diferen¢a entre 0s micropoc¢os causada
pela cobertura irregular com anticorpos (WARD e MORGAN, 1991; SOUZA et al.,
1999). Todos estes fatores, aliados a casualidade natural dos resultados, acabam
refletindo no coeficiente de variagdo da ANOVA.

Na Tabela 19 sédo apresentados os valores quantificados de Aflatoxinas Totais

(em ppb).

Tabela 19. Teores de Aflatoxinas Totais (ppb) aferidos em grdos de milho,
armazenados sob diferentes dosagens de OE de M. spicata por 30 dias.

Teores de Aflatoxinas Totais (ppb)

Dosagens (uL/mL) A. brasiliensis A. flavus
0,00 4,408 0,25PA
1,25 2,543¢ 0,14bA
2,50 1,443 0,20PA
5,00 6,094 0,09°A

*As médias seguidas de uma mesma letra, nas colunas letras mailsculas e nas linhas letras
minUsculas, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
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Para as condicbes do presente experimento, o A. brasiliensis produziu
qguantidade superior de aflatoxinas totais ao A. flavus, tanto no controle, quanto nos
tratamentos (dosagens), fato que ainda ndo havia registros na literatura.

Observando estes resultados, aliados aqueles obtidos nos testes nos graos
de milho (item 5.3), uma justificativa € que como houve 100% de inibicdo do
desenvolvimento da espécie A. flavus, para todas as dosagens, no 30° dia (quando
foi avaliado os teores de aflatoxinas totais), o0 que resulta em uma producdo de
micotoxinas baixa. Enquanto que para o A. brasiliensis, cujos percentuais de inibicdo
para as doses 1,25; 2,50 e 5,00 yL/mL foram respectivamente 44, 66 e 95%, a
tendéncia € que houvesse teores superiores ao A. flavus, como foi constatado no
presente estudo.

El-Aziz et al. (2015) avaliaram a eficacia da aplicacdo dos OEs de canela,
alho, alecrim, horteld e tomilho, em testes in vitro, no controle do desenvolvimento de
fungos das espécies Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, bem como na
producao de aflatoxinas dos tipos B e G, constatando que a eficacia do controle varia
com de acordo com o OE e concentracdo aplicada. Os OEs que demonstraram maior
eficiéncia foram o de canela e tomilho.

Sonker et al. (2015) avaliaram, por meio de testes in vitro, a aplicagédo do OE
de Artemisia nilagirica na producéo de aflatoxina B1 pelas espécies A. flavus, A. niger
e A. ochraceus, e também verificaram que com 0 aumento da concentracéo de OE ha
uma reducdo da producdo de AFB1, até que na dosagem 1,6 uL/mL h& completa
inibicdo da producéo para as trés espécies fungicas testadas.

Kedia et al. (2016) testaram a efetividade da aplicacdo do OE de M. spicata
em sementes de graos-de-bico, no controle de A. flavus, sob condigcdes ambientais de
armazenagem durante 12 meses, verificando ao final, que a dosagem de 1,0 pL/mL
foi capaz de inibir em mais de 50% o desenvolvimento e em 100% a producéo de
AFB1. Os autores constataram ainda que as sementes tratadas com esta dosagem
de OE durante 1 ano de armazenamento, mantiveram seu poder germinativo em
100%.

Nos trabalhos anteriormente descritos, constatou-se a efetiva inibicdo da
producéo de aflatoxinas, sob dosagens crescentes de OEs. No entanto, no presente
trabalho, de acordo com exposto na Tabela 19, para o A. brasiliensis, a inibicdo da
producdo de aflatoxinas ocorreu até a dosagem 2,5 puL/mL, e na maior dosagem

avaliada, 5,0 uL/mL, o teor de aflatoxinas foi superior as menores dosagens, inclusive
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0 controle. Na literatura sdo escassos 0s exemplos em que tal comportamento se
assemelha.

Jantapan et al. (2017), no entanto, ao avaliarem os efeitos da aplicacéo de
diversos OEs na producédo de AFB1 pelo A. parasiticus, verificaram comportamento
similar para o OE de Moringa oleifera, na maior concentracéo (4 mg/mL) foi constatado
um teor de AFB1 superior ao controle (0 mg/mL), e nas dosagens intermediarias (1 e
2 mg/mL) houve uma reducédo de AFB1 se comparadas ao controle. No entanto, estes
autores ndo apontam uma justificativa para o ocorrido.

Uma teoria aqui levantada € que existe uma concentracdo de OE de M.
spicata, entre 2,50 e 5,00 uL/mL, em que o OE deixa de ser efetivo no controle da
producgéo de aflatoxinas pelo A. brasiliensis, e passa a ser entdo um estimulante da
mesma. Situacdes de estresse oxidativo podem induzir a producao de aflatoxinas por
fungos do género Aspergillus (JAYASHREE e SUBRAMANYAM, 2000), tal como
supde-se que ocorre no experimento. Dosagens elevadas de OE, em ambiente
hermético de armazenamento, somados as demais condi¢des ambientais presentes,
podem causar estresse oxidativo nos fungos, e 0s mesmos, como mecanismo de
defesa acabam produzindo as micotoxinas. No entanto, estas sdo suposi¢cdoes que

precisam ser confirmadas, portanto, € uma sugestao para trabalhos futuros.



6 CONCLUSAO

Os principais componentes do OE de M. spicata identificados e calculados
foram a Carvona (61,89%) e o Limoneno (30,83%), e o principal constituinte do OE de
C. aurantium identificado e calculado foi o Limoneno (94,71%).

Nos testes in vitro realizados, o OE de M. spicata se mostrou muito mais
eficiente no controle fingico do que o OE de C. aurantium. Sendo que dosagens de
2,5 pL/mL para o A. brasiliensis, e 2,0 uL/mL para o A. flavus, do OE de M. spicata
foram capazes de inibir totalmente o crescimento dos micro-organismos durante o
periodo de incubacdo. Enquanto que para o OE de C. aurantium, a maxima dosagem
testada (10 pL/mL), alcangou apenas 21% de inibicdo do A. brasiliensis e 40% do A.
flavus, no fim do periodo de incubacado. Para os objetivos almejados nesse trabalho,
o OE ndo se mostrou muito eficiente, porém ndo se descarta as possibilidades de seu
uso no controle de outras espécies de micro-organismos, sob outras condicfes
experimentais, sugerindo-se estes testes para trabalhos futuros.

Para os testes realizados nos graos de milho, com o aumento das dosagens
e maiores periodos de exposicao ao OE de M. spicata, observou-se um aumento da
inibicdo do crescrimento tanto do A.brasiliensis, quanto do A. flavus. No entanto, a
aplicacao do OE de M. spicata foi mais efetiva no A. flavus, que no A. brasiliensis. Ao
fim de 20 dias de armazenamento, para a menor dosagem do OE (1,25 uL/mL), houve
100% de inibicdo do A. flavus. Para o A. brasiliensis, na maior dosagem do OE (5,00
pL/mL), ao fim de 30 dias de armazenamento, verificou-se 95% de inibig&o.

A aplicacdo do OE de M. spicata, no que tange a producao de aflatoxinas
totais, se mostrou eficaz para o A. brasiliensis nas dosagens de 0,0 a 2,5 pL/mL, para
o periodo de 30 dias de armazenamento. Na maior dosagem, de 5,0 yuL/mL, para esse
micro-organismo observou-se o aumento da producédo de aflatoxinas, o que pode

estar relacionado ao denominado estresse oxidativo. Para o A. flavus, ao final de 30
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dias de armazenamento, ndo se observou diferenca estatistica significativa entre as
dosagens do OE.

A aplicacdo de OEs se desponta como uma tecnologia ambiental promissora
no controle de pragas e doencas na pos-colheita de grdos. No entanto, a priori, 0S
custos da efetiva aplicacdo dos mesmos no produto pode ser um pouco onerosa, dada
a pequena escala de producao dos OEs, e elevado preco de mercado, se comparado
a tecnologias ja consolidadas para a mesma finalidade. Faz-se necessarios
investimentos na industria de OEs, de modo a garantir economias de escalas,
barateando os custos e tornando essa tecnologia mais acessivel.

O primeiro passo foi dado. Os testes em nivel de laboratério foram realizados.
Agora, sugere-se para trabalhos futuros o estudo da aplicacao in situ, nos armazéns
graneleiros, dos OEs, bem como a analise da viabilidade econémico-financeira deste
processo.

As tecnologias ambientais ndo surgem da noite para o dia. Sdo fruto de
exaustivos trabalhos, da consolidacdo de produtos e processos, da unido de
pesquisadores de varias areas do conhecimento que tém algo em comum: a

preservacao do Meio Ambiente.
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