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RESUMO

Os fungos filamentosos estdo amplamente distribuidos na natureza, devido as suas exigéncias
nutricionais simples, que garantem a sua facil multiplicacao e colonizacado. No entanto, embora a
sua presenca seja natural, nem sempre é desejavel e inofensiva, dado que alguns destes fungos,
como ¢ o caso dos Aspergiflus, produzem substancias toxicas (micotoxinas) em diversos produtos
alimentares que colonizam, gerando problemas ao nivel da seguranca de alimentos. Um dos
exemplos destas micotoxinas sdo as aflatoxinas (AFs) que, ao estarem presentes nos alimentos
utilizados na dieta humana e na dieta animal, levam a efeitos toxicos e adversos na saude dos
consumidores.

Assim, é de extrema importancia encontrar metodologias para reduzir ou inibir o crescimento
fungico e a producao de micotoxinas nos alimentos. Os 6leos essenciais (OEs) de plantas sdo uma
alternativa promissora, devido as suas propriedades antimicrobianas naturais, que suprimem quer
o0 crescimento quer a biossintese de micotoxinas.

0 trabalho realizado teve como principal objetivo avaliar o crescimento de Aspergillus parasiticus
MUM 92.02 e a consequente producao de AFs em condicdes /in vitro, sob o efeito da fase volatil
de oito OEs. O crescimento micelial foi monitorizado através da medicdo do diametro das colonias
em crescimento, enquanto a AFs foram detetadas e quantificadas por HPLC. Realizaram-se ainda
ensaios de avaliacdo do crescimento fungico em meio sintético e em graos de milho, através do
doseamento do ergosterol e do peso seco.

Observou-se que os OEs de Cinnamomum zeylanicum, Cymbopogon nardus, Melaleuca alternifolia
e Melaleuca viridiflora exibiram propriedades antiflngicas, quer ao nivel do crescimento quer ao
nivel da producdo de AFs, nas diversas quantidades estudadas. O teor de ergosterol permitiu
avaliar o crescimento fungico no meio sintético e nos grdos de milho. Além disso, em meio sintético
verificou-se uma boa correlacao entre o teor de ergosterol e o didmetro da coldnia fungica, que
indica que o doseamento do ergosterol representa uma alternativa eficaz na avaliacdo do grau de

contaminacao fungica em diversos substratos.

Palavras - chaves: Aspergillus, micotoxinas, aflatoxinas, 6leos essenciais, ergosterol.







ABSTRACT

The filamentous fungi are widely distributed in the nature due to its simple nutritional requirements
which assure an easy multiplication and colonization. Although natural, the presence of these fungi
is not always desirable and harmless. Some of these fungi, as is the case of Aspergillus, produce
toxic compounds (mycotoxins) during the colonization of diverse food products, creating food
security related problems. Examples of these mycotoxins are the aflatoxins (AFs), which create
toxic and adverse effects in the consumers’ health when present in the human and animal food.
The identification of methodologies that reduce or inhibit the fungi growth and the mycotoxins
production in food is therefore a priority. The application of essential oils extracted from plants
constitutes a promising option, given their natural antimicrobial properties that suppress either the
fungi growth or the biosynthesis of the mycotoxins.

The present work aimed to evaluate the Aspergillus parasiticus MUM 92.02 growth and the
consequent production of AFs in vitro, under the volatile action of eight essential oils. The mycelium
growth was monitored measuring the diameter of the growing fungi colonies while the AFs were
detected and quantified through HPLC. Additionally, the fungi growth was also characterized in
synthetic media and in corn grains, measuring the ergosterol dosage and the dry weight.

We demonstrate the antifungical properties of the essential oils from Cinnamomum zeylanicum,
Cymbopogon nardus, Melaleuca alternifolia and Melaleuca viridiflora, which prevent the fungi
growth and the AFs production, at different concentrations. We were also able to evaluate the fungi
growth in the synthetic media and in the corn through the ergosterol levels. In fact, we have
confirmed a good correlation between the ergosterol level and the colony diameter, highlighting the

ergosterol content as a good indicator of the fungi contamination in different substrates.

Keywords: Aspergillus, mycotoxins, aflatoxins, essential oils, ergosterol.
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1.1 Enquadramento

Os fungos sao organismos eucariotas com crescimento normalmente filamentoso e com ampla
disseminacao na natureza. Apresentam-se como quimiorganotréficos, geralmente com exigéncias
nutricionais simples, que garantem a sua facil colonizacdo e multiplicacdo, sob condicdes
favoraveis [2, 3].

Apesar da constante modernizacdo das técnicas de producdo e de preservacdo dos alimentos, a
colonizacao fungica durante as praticas de pré e pds-colheita e durante as fases de processamento
e armazenamento de produtos agricolas, tem sido um motivo de preocupacao constante da
industria alimentar devido a possibilidade de producao de substancias toxicas, genericamente
designadas de micotoxinas, que comprometem a seguranca dos alimentos e consequentemente
a salde publica [4].

As micotoxinas sdo produzidas como metabolitos flingicos secundarios, sob adequados fatores
fisicos, quimicos e bioldgicos, e originam uma diversidade de efeitos adversos a satide humana e
animal [5, 6]. Sao incluidas no grupo de contaminantes naturais e sdo produzidas por diversas
espécies de fungos, geralmente agentes patogénicos saprofitas e oportunistas. A maioria das
micotoxinas que sao consideradas contaminantes alimentares importantes sdo produzidas
principalmente por trés géneros de fungos: Aspergillus, Fusarium e Penincillium [7].

Algumas estirpes de Aspergillus, nomeadamente Aspergillus parasiticus, Aspergillus flavis,
Aspergillus nomius, sintetizam aflatoxinas (AFs) [8]. As aflatoxinas (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2)
tém sido bastante estudadas por serem altamente cancerigenas e pelo facto de contaminarem
diversos alimentos utilizados na dieta humana e animal, sendo que a sua coproducao pode resultar
num efeito tdxico aditivo ou sinérgico nos consumidores, aumentando o potencial toxigénico do
fungol9].

Deste modo, a prevencdo da contaminacdo fungica e da consequente producdo de AFs nos
alimentos ou em racdes animais é considerada fundamental, dada a persisténcia destes
compostos. Dessa forma, torna-se necessario encontrar métodos antiflingicos e de conservacao
alimentar, que permitam a reducéo ou inibicao dos agentes patogénicos e das toxinas associadas,
durante o tempo de vida e de “prateleira” dos produtos alimenticios[10].

Como cada vez mais existe uma preocupacéo crescente por parte dos consumidores em adquirir
produtos mais naturais, torna-se essencial que ocorra a substituicdo dos antimicrobianos

sintéticos, que acarretam desvantagens significativas, por antimicrobianos de origem natural.
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Neste sentido, a aplicacdo dos dleos essenciais (OEs) de plantas tem ganho elevada atencéo nos
ultimos anos, devido ao seu elevado potencial como antimicrobianos em sistemas alimentares[11,
12]. Os OEs tém ainda mostrado a propensdo de supressao da biossintese de micotoxinas
produzidas por fungos toxigénicos[13].

Torna-se assim essencial que ocorra uma investigacdo e recolha de informacdes referentes a
atividade antimicrobiana dos OEs em alimentos, que podem auxiliar na otimizacao da atividade
antifungica, verificacao e prevencao de efeitos secundarios indesejaveis, oriundos da sua aplicacao
e finalmente determinar quais 0s conservantes naturais mais adequados para serem utilizados em

sistemas de conservacao de alimentos.
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1.2 Objetivos

O objetivo geral do projeto consiste na avaliacao do efeito antifungico de varios OEs (Cinnamomum
zeylanicum, Citrus bergamia, Citrus sinensis, Cymbopogon nardus, Lavandula officinalis,
Melaleuca alternifolia, Melaleuca viridiflora e Pogostemon cablin) sobre o crescimento e a
consequente producéo de micotoxinas por A. parasiticus.

Assim, os objetivos especificos do projeto focam-se em trés aspetos:

e Determinacdo da capacidade de colonizacao fungica de A. parasiticus, com o ajuste de
um modelo matematico ao crescimento;
e Avaliacdo do efeito de OEs na producdo e acumulacao de AFs;

e Avaliacdo do crescimento fungico em milho através da extracdo e quantificacdo do

ergosterol;
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2.1 Fungos

2.1.1 Caracteristicas e Importancia

Os microrganismos sao utilizados pela humanidade ha varios milénios, na conducao de processos
industriais com elevado interesse comercial, devido a forte capacidade de conversédo de diversos
compostos de natureza diversa numa grande variedade de metabolitos finais [14]. No entanto, os
microrganismos podem constituir ameacas a sobrevivéncia humana, quando causadores de
diversas doencas.

Os fungos sdo um grupo diverso de organismos, consistindo em cerca de 80 000 a 120 000
espécies, embora 0 numero total de espécies seja estimado em cerca de 1,5 milhdes [15]. Estes
organismos sdo quimiorganotréficos e apresentam exigéncias nutricionais simples. Apresentam
habitats relativamente diversos, mas a maioria dos fungos vive em habitats terrestres, solos ou
em matéria vegetal morta, de onde obtém energia. Como resultado do seu metabolismo, os fungos
também disponibilizam produtos resultantes da degradacao, para acao de outros microrganismos.
Por essa razao desempenham um papel crucial na mineralizacdo do carbono organico na
natureza, participando ativamente nos ciclos de carbono, azoto e fosforo [16].

Segundo a classificacao de fungos de Alexopoulos ef a/. [17], o Reino dos fungos esta dividido em
quatro filos: Chytridiomycota, Zygomycota, Basidiomycota e Ascomycola. Exibem reproducao
sexuada e/ou assexuada de diversas formas, bem como o fendmeno de parassexualidade, que
consiste na recombinacdo genética na mitose. As estruturas de reproducédo, denominadas de
esporos, sdo diferentes das estruturas somaticas, exibindo uma variedade de formas que sdo
utilizadas na sua classificacdo. Os esporos dos fungos carecem de um embrido, mas contém
reservas necessarias para a germinacao. Diversos fungos produzem mais de um tipo de esporos,
como parte dos seus ciclos de vida [18].

As paredes celulares de alguns fungos sdo compostas por celulose mas, no entanto, a maioria dos
fungos apresenta paredes néo celulésicas. A quitina e os 3-Glucanos séo constituintes comuns da
parede celular dos fungos, além de proteinas, polissacarideos, lipidos, polifosfatos e ioes
inorganicos [19]. A membrana celular é constituida por ergosterol, um importante indicador do
crescimento fungico [20].

Os fungos exibem uma série de caracteristicas em relacdo a outros microrganismos, que permitem
a sua ampla aplicacao: a capacidade de adaptacao sob diferentes condicbes ambientais, a
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necessidade de baixa atividade de agua, a maior resisténcia a pressao osmotica e acidez e
consequente tolerancia a uma ampla gama de temperaturas em relacao a outros microrganismos
[21,22]. Deste modo, alguns processos biotecnologicos baseiam-se no metabolismo dos fungos,
para o fabrico de compostos especificos, com diversas aplicacdes (Enzimas, Acidos Organicos,
Antibidticos). Também muitos processos de producéo de alimentos, como fabrico do pao, vinho,
cerveja e queijo dependem da atividade fungica [14].

Por outro lado, a natureza ubiqua dos esporos flngicos, torna-os organismos com fortes
capacidades contaminantes, causando disturbios patolégicos em diversas plantas com posterior
deterioracao dos alimentos, o que origina perdas econdmicas significativas [13]. No entanto, a
colonizacdo depende de varios fatores abidticos como o pH, atividade de agua (a.), concentracao
de soluto, atmosfera e temperatura [13].

De forma semelhante a outros grupos patogénicos de plantas, os fungos patogénicos propagam-
se, infetam, crescem e reproduzem-se sob e dentro da planta [23]. Posteriormente, sao
responsaveis pela formacdo de um sabor desagradavel e perda de matéria seca dos alimentos,
devido a utilizacdo de hidratos de carbono como fonte de energia, degradacdo de lipidos e
proteinas, producao de metabolitos volateis e producao de compostos alergénicos, que provoca a

reducao da qualidade dos alimentos.

2.1.2 0 género Aspergillus

As espécies de Aspergillus sempre apresentaram elevada importancia, devido ao seu
reconhecimento como agentes ativos em processos de decomposicdo e em processos de
biotransformacéo industriais. No entanto, as espécies de Aspergiflus também sdo causadoras de
diversas doencas [24, 25].

Aspergiflus € um género que pertence a familia Trichocomaceae, ordem Eurotiales, subclasse
Eurotiomycetidae, classe eurotiomycetes e filo Ascomycota, que compreende diversas espécies
[25].

As espécies de Aspergillus sdo frequentemente encontradas em habitats terrestres e sao
comumente isoladas do solo e de residuos vegetais associados. O processo de decomposicdo
realizado pelas mesmas é importante na conducao ciclica natural de elementos quimicos,
particularmente no ciclo de carbono [26].

A terminologia utilizada para retratar as caracteristicas morfolégicas, que permite identificar e

classificar o género Aspergillus, foi utilizada por Klich ef a/.[27]. A maioria dos membros do género
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Aspergillus sao anamorfos, no entanto, alguns membros do género sao teleomorfos, designacao
dada a forma de um fungo capaz de se reproduzir sexuadamente e assexuadamente,
respetivamente [28]. Este estado é caracterizado pela producéo de estruturas especializadas
designadas de ascos, que contém ascésporos. Os ascos estdo situados no interior dum ascocarpo,

designadamente um cleistotécio [1] (Figura 2.1).

Figura 2.1: Representacao de um cleistotécio, ascos e ascosporos soltos de um Aspergillus [1].

As espécies de Aspergiflus que se reproduzem sexuadamente podem designar-se por homotalicas
ou heterotalicas, consoante a necessidade de cruzamento com um parceiro compativel. As
espécies homotalicas ndo exibem essa mesma necessidade, pois ambos 0s nucleos sao derivados
do mesmo individuo [29].

A reproducdo assexuada € no entanto o seu modo mais comum de reproducdo, sendo
caracterizada pela producao de fialides pelas hifas especializadas, inseridas na vesicula, sendo as
fialides responsaveis pela producdo de esporos assexuais ou conidios em cadeia, que funcionam

como estrutura de propagacao [25] (Figura 2.2).

11



EFEITO INIBITORIO DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE O CRESCIMENTO E ACUMULACAO DE AFLATOXINAS POR Aspergillus
Revisao Bibliografica-

CONIDIA

VESICULA

FIALIDES

METULAE

Figura 2.2: Principais caracteristicas dos conidioforos de Aspergillus (Adaptado de [1]).

Os esporos sao transportados pelo vento e sao dispersos no ambiente, até que se depositam numa
superficie. Se as condicdes forem favoraveis, o esporo pode germinar [26]. Alguns membros do
género Aspergillus conseguem sobreviver e hibernar sob a forma de micélio ou de estruturas
resistentes conhecidas como esclerocios. A germinacao dos esclerocios pode realizar-se para o
desenvolvimento de micélio, para a producao de esporos assexuais (conidios) ou para a producao
dos corpos de frutificacao sexuais (ascocarpos) [30].

A dispersao aérea dos seus conidios esta associada a infecoes de culturas como milho, amendoim,
nozes, cereais, oleaginosas e frutos [7, 31]. A colonizacdo é ainda reforcada pelas picadas
presentes nas plantas, danos mecanicos e fisicos, devido ao ataque de insetos e passaros, ou por
fatores climaticos que aumentam a suscetibilidade da planta, criando pontos de entrada ao fungo
[1, 31].

Segundo Peterson ef a/. [32] o género Aspergillus é dividido em oito subgéneros, nomeadamente:
Aspergillus, Circumdati, Fumigati, Nidulantes, Ornati, Candidi, Terrei e Warcupi. Dentre destes
subgéneros destaca-se o Circumaatiseccao Flavi, do qual fazem parte espécies com forte impacto

economico e de saude publica.

2.1.2.1 Aspergillus seccao Flavi

Considerando a tradicional identificacdo, baseada na caracterizacdo morfoldgica e bioquimica, o
grupo Aspergillus subgénero Circumdati seccdo Flavi é constituido por varias espécies, sendo
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus oryzae, Aspergillus zonatus, Aspergillus
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clavato-flavus, Aspergillus tamarii, Aspergillus flavo-furcatis, Aspergillus subolivaceus, Aspergifllus
avenaceus e Aspergillus nomius, consideradas como as espécies mais importantes [24].

Em 2012, surgiu um estudo de isolamento de trés novas espécies a partir de milho e améndoas,
em Portugal, nomeadamente Aspergillus mottae, Aspergillus sergiie Aspergillus transmontanensis
[33].

A taxonomia de Aspergillus seccdo Flavié complexa e encontra-se em constante evolucao. O rigor
e a estabilidade da sua identificacao é importante, de forma a manter um sistema taxonémico
pratico e confiavel quer para fins industriais, regulamentares e economicos. Apesar dos avancos
recentes na taxonomia fungica, a identificacdo de estirpes de Aspergillus seccdo Flavi tem sido
baseada nas suas caracteristicas morfologicas e bioquimicas [34].

Assim, a seccao Flavi esta dividida em dois grandes grupos que inclui as espécies
economicamente importantes, utilizadas em processos industriais/ fermentacdo, como A. oryzae
e A. sgjae e as espécies que acarretam impacto a saude humana, como A. parasiticus e o A.
flavus, por causarem danos nos produtos alimentares armazenados, sendo consideradas dessa
forma, como as duas espécies com maior importancia para a agricultura [28, 30, 35].

As coldnias de A. flavus sdo geralmente de cor amarela- verde a superficie exterior e & superficie
inferior apresentam coloracao vermelho-castanho. Normalmente o crescimento das hifas ocorre
por ramificacdo, com producdo do micélio. Os conidiéforos apresentam-se como incolores, de
comprimento variavel, asperos, unisseriados ou bisseriados, produzindo conidios com paredes
relativamente finas, com formas esféricas e elipticas [24, 36].

Devido a sua complexidade morfoldgica, A. flavus pode ser classificado em dois grandes grupos
fenotipicos, com base nas caracteristicas dos esclerodios produzidos. O primeiro grupo consiste
em estirpes L com pouca producao de esclerodios, mas com diametros superiores a 400 um. O
segundo grupo consiste em estirpes S com producdo de numerosos esclerodios inferiores a 400
um [37].

Relativamente ao A. parasiticus, as suas colonias apresentam-se verdes escuras, apresentando
conidiéforos de comprimento variavel, produzindo conidios esféricos, com paredes bastante
asperas [28, 36].

Como ja referido anteriormente, a composicdo atmosférica e as condi¢des climaticas exercem um
forte impacto sobre o crescimento fungico, sendo a humidade e a temperatura as variavel
condicionantes mais importantes. Assim, A. flavus apresenta melhor crescimento com uma a,em

torno de 0,86 e 0,96 [38]. A temperatura 6tima para o seu crescimento & normalmente 37°C, no
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entanto, pode ainda ser observavel crescimento em temperaturas que variam entre os 12 e os
48°C [24]. No caso do A. parasiticus, a temperatura 6tima de crescimento encontra-se nos 31°C,
podendo ser observavel crescimento em temperaturas entre 0s 6 e 0s 42°C. A a,minima e maxima
de crescimento ronda os 0,80 e 0,90, respetivamente [39].

Apesar de A. parasiticus ser mais limitado geograficamente do que A. flavus, ambos podem ser
encontrados em diversos substratos alimentares, como amendoim, milho, sementes de algodao,
sementes oleaginosas, trigo, girassol e sorgo [40].

A importancia econdmica e toxicologica dada a A. parasiticus e A.flavus é devida ao facto de se
apresentarem como os maiores produtores de compostos quimicos com propriedades prejudiciais.
Associado a essas propriedades dos fungos, existe uma preocupacao acrescida, pois, ao infetarem
importantes culturas, podem produzir concentracdes suficientes destes compostos quimicos

indesejaveis, que sao introduzidos na dieta alimentar animal e humana.

2.2 Micotoxinas

A colonizacao e infecdo fungica de produtos alimenticios utilizados na dieta humana e animal tem
causado preocupacao na industria alimentar, ndo so pela degradacao e perda de qualidade dos
alimentos, que origina perdas economicas significativas, mas também devido a formacdo de
substancias metabolicas toxicas, que podem originar efeitos adversos tanto a satide humana como
animal [25].

As substancias metabodlicas téxicas, oriundas naturalmente do crescimento e infecao flungica, séo
sintetizadas e removidas através de um conjunto de vias metabdlicas secundarias, nao essenciais
ao crescimento e sobrevivéncia do fungo [1]. Esses metabolitos naturais contaminantes,
produzidos por fungos, com propriedades toxicas, sdo denominados de micotoxinas [41, 42].

0 termo micotoxina foi conhecido em 1962, na sequéncia de uma crise veterinaria incomum em
Inglaterra, que originou a morte de cerca de 100 000 perus. A descoberta que a doenca dos perus
tinha sido causada por farinha de amendoins contaminados por uma micotoxina fungica,
impulsionou a micotoxicologia, devido a implicacao destes metabolitos na satide humana e animal
(5, 6, 27].

Dependendo da estrutura e da origem bioldgica, as micotoxinas podem ser classificadas em quatro
categorias: policétidos, terpenos, ciclopéptidos e metabolitos azotados [4]. As micotoxinas

apresentam baixo peso molecular e sao de dificil controlo em alimentos. A sua funcionalidade nao
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se encontra completamente estabelecida, no entanto, cré-se que sao importantes na eliminacao
de outros microrganismos competidores, que funcionam como sinais quimicos entre as espécies
de um nicho ecologico e podem ainda desempenhar funcao no estabelecimento das espécies de
um dado nicho [43].

Diversos fatores contribuem para a contaminacdo por micotoxinas (Figura 2.3), sendo que a
exposicao dos animais e humanos a estas substancias toxicas ocorre por todo o mundo, quer
através de inalacao e ingestao de alimentos contaminados ou através de absorcao pela pele [24,

33, 41].

i, !
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Figura 2.3: Fatores que afetam a ocorréncia de micotoxinas na cadeia alimentar (Adaptado de [44]).

Assim, as micotoxinas entram na dieta humana e animal, essencialmente por contaminacao direta
ou indireta de cultivares de cereais, nozes, frutas secas, café, cacau, especiarias, sementes
oleaginosas, ervilhas, feijoes e frutos. Podem também afetar alimentos processados como sumos

de fruta, cerveja, vinho, carne, ovos, leite e queijo, como resultado da utilizacdo de matérias-primas
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contaminadas ou até mesmo como resultado da utilizacao de racdo animal contaminada, que
consequentemente gera uma contaminacao de produtos alimentares de origem animal [4, 45].

A contaminacao de culturas por micotoxinas pode ocorrer de duas formas distintas, sendo a
primeira caracterizada pelo crescimento dos fungos como patogénicos e a segunda caracterizada
pelo crescimento sapréfito dos fungos em culturas armazenadas [46]. Da mesma forma, a
contaminacao por micotoxinas pode ocorrer ao longo de fases distintas da producéo alimentar: 1)
no cultivo agricola, em qualquer época do crescimento e durante a colheita; 2) durante o
processamento, a desidratacdo, o embalamento, o armazenamento e o transporte dos alimentos.
E importante referir que as micotoxinas podem permanecer no alimento mesmo apos a destruicao
dos fungos produtores [3, 31, 47].

O conhecimento acerca das caracteristicas ecofisiolégicas dos fungos é outro fator de extrema
importancia na predicdo de contaminacdes por micotoxinas, sendo fatores como a temperatura,
pH, teor de agua no substrato, humidade relativa, concentracées de indculo, interacdes
microbianas e danos provocados por insetos ou mecanicos, considerados de extrema importancia
na producao de micotoxinas [48, 49]. Outros fatores como praticas de colheita pobres, secagens
inadequadas, manuseio, embalamento, armazenamento e condicdes de transporte contribuem
para o crescimento flingico e para um aumento do risco de producdo de micotoxinas [4].

Dessa forma, ndo ¢ possivel descrever um Unico conjunto de condicdes que favorecam o
crescimento e producdo de micotoxinas por fungos, dado que estes diferem entre si nas
caracteristicas ecologicas, bioquimicas e nichos ecologicos.

Os fungos que produzem toxinas em alimentos sdo classificados em fungos de campo e fungos
de armazenamento, com base nos requisitos ecolégicos para o seu crescimento. Os fungos de
campo colonizam os alimentos durante a fase de pré-colheita e requerem teores de humidade
acima dos 20% e temperaturas entre 20 e 25°C. Para um crescimento ativo necessitam de a,
superiores a 0,85 e para um crescimento 6timo necessitam de a, perto de 0,99. As mais
importantes espécies de campo pertencem ao género Alfernaria, Cladosporium e Fusarium. Os
fungos de armazenamento requerem teores de humidade de 13 a 18%, equivalente a 70-90% de
humidade relativa e temperaturas mais elevadas, sendo as espécies de fungos de armazenamento
mais representantes, pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium [6, 50]. A a, minima
tolerada pela maioria das espécies varia entre 0,75-0,85, apresentando crescimento 6timo com

a, entre 0,93-0,98 [50].
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A micotoxicose é o termo genérico utilizado para definir a doenca causada por ingestdo de
alimentos ou racdes, contaminados com micotoxinas. Embora a maioria dos relatos de
micotoxicoses tenham sido devido a ingestdao de alimentos contaminados, a inalacao de
micotoxinas e o contacto com a pele podem também originar a doenca [27].

As micotoxinas sdo normalmente metabolizadas no figado, nos rins e no trato digestivo. A
exposicdo a micotoxinas pode originar efeitos carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos,
citotoxicos, neurotoxicos, nefrotoxicos, estrogénicos e imunossupressores [50]. De forma geral
causam stress nas células imunitarias e interferem na sintese de proteinas, produzindo efeitos
que vao desde a sensibilidade da pele ou necrose. No entanto, o efeito da exposicao a estas
substancias depende da dose de exposicao e também de possiveis sinergias toxicologicas que
possam advir da exposicao a diversas micotoxinas simultaneamente. Assim, quando ingeridas em
doses baixas, as micotoxinas geram morte ou apoptose celular, resultando num aumento da
suscetibilidade a infecées por microrganismos patogénicos. Em elevadas doses de exposicédo, as
micotoxinas podem originar lesdes hepaticas, que interferem nas funcdées normais de alguns
orgdos, e danos cerebrais [2, 5, 50]. A replicacdo do DNA pode também ser afetada, com efeitos
mutagénicos e teratogénicos, que podem levar a morte [5]. Os sintomas gerais de micotoxicoses
em humanos sdo vomitos, diarreia e outros problemas gastrointestinais [4].

No caso animal, o uso de racéo contaminada com micotoxinas leva a diminuicao da absorcao de
nutrientes no trato digestivo, diminuicao da ingestao de alimentos, reducao do peso corporal,
reducéo da produtividade animal, danos em o&rgaos vitais, aumento da incidéncia da doenca,
devido a imunossupressdo, interferéncia da capacidade de reproducdo e finalmente a
contaminacao de alimentos de origem animal, utilizados na dieta humana, como carne e leite [3,
51].

As abordagens para prevenir micotoxicoses incluem estratégias de pré e pos-colheita [52]. A
melhor forma seria em primeiro lugar, a prevencdo da formacdo de micotoxinas no campo,
suportada por rotacdo das culturas. Em caso de manifestacdo da toxina, sdo necessarias medidas
especificas contra certos tipos e grupos de toxinas. A abordagem mais prevalente para diminuir
as micotoxinas na industria de alimentos para animais poderia partir pela inclusdo de materiais
adsorventes na alimentacao, para uma remocao mais ou menos seletiva por meio de adsorcao no
interior do percurso trato -gastrointestinal, ou pela inclusdo de enzimas ou microrganismos

capazes de eliminar ou degradar determinadas micotoxinas [53].

17



EFEITO INIBITORIO DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE O CRESCIMENTO E ACUMULACAO DE AFLATOXINAS POR Aspergillus
-Revisao Bibliografica-

Dependendo da definicao utilizada e reconhecendo que a maioria das toxinas flingicas ocorre em
familias de metabolitos quimicamente relacionados, cerca de 300 a 400 compostos séo
reconhecidos como micotoxinas [27]. No entanto, apenas algumas recebem regularmente atencao
e sao encontradas nos alimentos em quantidades suficientes para constituir ameaca a saude
publica [50]. Na tabela 2.1 estao representadas as principais classes de micotoxinas, os alimentos

suscetiveis a contaminacdo e os efeitos patolégicos oriundos da exposicao.

Tabela 2.1: Alimentos suscetiveis a contaminacao pelas principais micotoxinas e os seus efeitos patologicos (Adaptado
de [41])

Micotoxina Alimentos suscetiveis Efeitos patolégicos

Hepatoxicidade;
Hiperplasia dos ductos
biliares;
Hemorragia renal e do trato
intestinal; Carcinogénese
(tumores no figado).
Nefrotoxicidade (necrose
tubular do rim);
Cereais (trigo, cevada, aveia e Nefropatia porcina;
miho), feijoes desidratados, Danos no figado;
Ocratoxina A amendoins com bolor, queijo, Enterite;
tecidos porcinos, café, passas, Teratogénese;
uvas, frutos secos, vinho. Carcinogénese (tumores
renais e tumores do ftrato
urinario).
Efeitos estrogénicos (edema
da vulva, prolapse da vagina,
alargamento do Utero);
Atrofia dos testiculos;
Atrofia dos ovarios;
Aumento  das  glandulas
mamarias;
Aborto.
Leucoencefalomalacia e
edema pulmonar
Carcinogénese (cancro do
esofago).
Perturbacoes digestivas
(emesia, diarreia, recusa de
alimentos);
Tricotecenos (toxina T-2, Hemorragias (estdbmago,
diacetoxiscirpenol, neosolaniol, coracao, intestinos, pulmaoes,
nivalenol, diacetilnivalenol, Milho, trigo, cevada, aveia. bexiga e rins);
DON, toxina HT-2, fusarenona Edema;
X) Lesoes orais;
Dermatite;
Desordens sanguineas
(leucopenia).

Amendoins, milho, arroz, trigo,
algodao, copra, nozes, leite, ovos,
queijo, figos.

Aflatoxinas (B1, B2, G1 G2, M1
e M2)

Zearalenona Milho.

Fumonisinas Milho e derivados, cha preto.
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Tabela 2.1: Alimentos suscetiveis a contaminacao pelas principais micotoxinas e os seus efeitos patolégicos (Adaptado
de [41])- continuacéo

Micotoxina Alimentos suscetiveis Efeitos patoldogicos

Alcaloides do ergot (clavinas,
acidos lisérgicos, amidas de
acido lisérgico, ergopeptinas

Cereias (trigo e centeio), milho Ergotismo (sindrome nervose
miudo. e gangrena)

2.2.1 Aflatoxinas (AFs)

Dentre as toxinas encontradas nos alimentos, as AFs sao consideradas como as mais importantes,
devido ao seu elevado nivel de toxicidade. As principais AFs naturais sao denominadas de B1, B2,
G1 e G2. Anomenclatura das AFs é baseada na coloracao da sua fluorescéncia sob luz ultravioleta,
quando adsorvidas em placas de silica gel. Assim, as AFs B1 e B2 apresentam fluorescéncia azul
e as AFs G1 e G2 apresentam fluorescéncia esverdeada. Os numeros indicam a distancia de
migracao relativa através de cromatografia de camada fina [28, 47].

O crescimento de fungos aflatoxigénicos e a biossintese de AFs é totalmente dependente das
condicdes de crescimento e das condicdes atmosféricas. A combinacéo particular dos parametros
de crescimento externo, como a temperatura, humidade no ambiente, pH, a,, composicdo do
substrato e atmosferas modificadas, apresenta bastante importancia na producéo de AFs [7]. As
AFs tém uma elevada presenca em regides tropicais e subtropicais, onde as condicdes de
humidade e temperatura sao as ideais para a sua producéo [4].

As AFs sao encontradas numa ampla gama de produtos agricolas importantes, incluindo cereais
(milho, sorgo, cevada, arroz, trigo), especiarias (pimenta, pimenta preta, coentro, acafrao,
gengibre), oleaginosas (soja, girassol, caroco de algodao), frutos de casca rija (améndoas,
pistachos, nozes, coco), leite (humano e animal), e manteiga [3, 4]. A contaminacdo de produtos
agricolas por AFs pode ser dividida em duas fases, sendo que na primeira fase ocorre a infecdo
das culturas e na segunda fase, apdés maturacdo, pode ocorrer a producdo de AFs. Diversas
condicdes ambientais afetam a fisiologia das plantas e favorecem a infecdo e suscetibilidade das
culturas [54]. Dentre elas é referido que o stress hidrico induz o aumento da producédo de prolina
nas plantas, sendo este composto relatado como um indutor da producao de AFs [55]. A
suscetibilidade das culturas e do hospedeiro pode também dever-se a lesbes nas culturas em
desenvolvimento. Estas condicdes podem também favorecer a colonizacéo fungica em partes
vegetais senescentes. A segunda fase, referente a contaminacdo por AFs pode ocorrer em

qualguer momento desde a maturacédo da cultura até ao consumo do alimento processado. Esta
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fase observa-se quando a cultura madura é exposta a ambientes quentes e humidos, quer no
campo, durante o transporte, armazenamento ou durante o proprio uso. Sob alta humidade as
sementes secas adquirem contetdo de agua propicio a contaminacao e producao de AFs [54].

A aflatoxicose é caracterizada pelo envenenamento causado pela ingestdo de AFs [56]. Como
todas as sindromes toxicoldgicas, a contaminacdo por AFs pode ser classificada em aguda ou
crénica. A toxicidade crénica é caracterizada por uma baixa exposicao a AFs por um longo periodo
de tempo, enquanto a toxicidade aguda apresenta um inicio rapido e uma reacao toxica obvia.

A exposicdo a AFs fomenta a supressdo do sistema imunitario, carcinogénese, teratogénese,
mutagénese e em casos de exposicao aguda grave até mesmo a morte [31, 54, 57]. A AFB1, de
entre todas as AFs, é usualmente a que apresenta maior ocorréncia, toxicidade e concentracao
nos alimentos [5, 50]. Devido ao facto de ser bastante lipossoltveis, a AFB1 é facilmente absorvida
a partir do local de exposicdo (usualmente no trato gastrointestinal), para a corrente sanguinea
que a distribui até ao figado, onde é metabolizada, antes da sua excrecdo através da urina ou
fezes. No figado a AFB1 é hidroxilada em outras toxinas, transmissiveis para produtos alimentares
de origem animal, como as AFM1, AFQ1, AFP1 e AFB1 [6]. Como exemplo é referido que cerca
de 1 a 6% da quantidade de AFB1 absorvida por uma vaca leiteira é excretada no leite, sob a forma
de AFM1[58]

A AFB, provoca alteracdes organicas que originam hemorragias, além de lesdes nos hepatocitos,
que pode induzir tumores em varias espécies de animais [59]. A ingestao de baixas quantidades
por um longo periodo determina uma baixa conversdo alimentar, imunodepressao, cancro
hepatico e efeitos teratogénicos [25]. Finalmente estas micotoxinas parecem ainda estar
associadas a um tipo de encefalopatia que surge em criancas (Sindrome de Rey), cujos sintomas
sao febre, dor de garganta, tosse, rinorreia, vémitos e disturbios do ritmo cardiaco [3, 27].

A contaminacdo por AFs antes e apos a fase de colheita pode ser reduzida, através da alteracao
das condicoes de cultura e da introducao de boas praticas de producéo e armazenamento, que
limitem o desenvolvimento de fungos aflatoxigénicos [60]. Qualquer pratica de gestdo para
maximizar o desempenho da planta e minimizar o stress exercido na mesma, diminuira a
contaminacéao por AFs.

Devem ser determinadas as praticas adequadas de colheita, o0 momento que deve ser efetuada,
bem como as praticas adequadas de armazenamento. As culturas devem ser secas imediatamente

a colheita, com limpeza do material em contacto com a cultura antes do transporte, de forma a
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evitar fontes de indculo posteriores. Em condices de armazenamento, o controlo de humidade e
temperatura é essencial para prevenir a producao de AFs [1].

O nivel maximo admissivel de AFB1 em cereais, amendoins, frutos secos e nozes, quer para
consumo humano direto ou como ingrediente em alimentos, foi definido pela comissao europeia
como 4 ug kg para a totalidade de AFs (AFB1, AFG1, AFB2 e AFG2) e 2 g kg* para a AFB1. Para
o leite estabeleceu-se 0,05 ug Kg! para a AFM1. Novos limites foram estabelecidos para a AFB1

em alimentos para bebes (0,1 ug kg!) e alimentos para animais (1 pg kg!) [61, 62].

2.2.1.1 A. parasiticus como produtor de AFs

Com base na producao de AFs, Giorni et a/[22] propuseram a classificacdo de Aspergillus secao
flavi em sete grupos distintos: o chemotype | produtor de AFB1 > AFB2 e CPA, o chemotype ||
produtor de AFB1 < AFB2 e CPA, o chemotype Ill produtor de AFB, o chemotype IV produtor de
CPA, o chemotypeV nao-produtores, o chemotype V| produtores de AFB, AFG e CPA e o chemotype
VII produtores de AFB e AFG.

A biossintese de AFs é complexa e envolve aproximadamente 17 genes e 0s seus produtos. As
vias de producao e os genes envolvidos sao idénticos entre as espécies de Aspergillus mais
produtoras de AFs, com a excecdo do A. parasiticus, em que a AFB1 é convertida por
monoxigenase nas AFG1 e AFG2 [63]. Assim, é relatado que quase toda a totalidade das linhagens
de A. parasiticus conhecidas sdo produtoras das quatro AFs (B1, B2, G1 e G2) [64]. Além disso,
varios autores indicam que isolados nao toxigénicos de A. parasiticus sao extremamente raros [63,
65].

Como ja anteriormente retratado, a producdo de AFs resulta da combinacdo de varios fatores
como a espécie fungica, o substrato de crescimento e 0 meio ambiente. Os fatores que afetam a
producdo de AFs podem ser de caracter fisico, nutricional e bioldgico.

Os fungos produtores de AFs mostram elevadas variacdes nas necessidades de crescimento. No
caso do A. parasiticus, a gama de temperaturas minima para o crescimento e producao de AFs é
de 6 a 8°C e 0 maximo de 44 a 66°C, sendo a temperatura 6timo de 25 a 35 °C. Como esta
temperatura 6tima esta presente em zonas de temperatura quente, o crescimento e producao de
AFs por A. parasiticus sdo um problema muito maior nas regides tropicais [3, 4]

Schmidt-Heydt ef a/[66] estudaram a influéncia da combinac&o de fatores como a temperatura e
a.no crescimento e producao de AFs por A. parasiticus. Foi verificado que a temperatura 6tima de

crescimento foi de 35°C, mas no entanto, a temperatura 6tima de producado de AFG1 e AFB1

21



EFEITO INIBITORIO DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE O CRESCIMENTO E ACUMULACAO DE AFLATOXINAS POR Aspergillus
-Revisao Bibliografica-

apresentou-se entre 20 a 30°C no caso da AFG1 e 37°C no caso da AFB1. Estes resultados foram
justificados pelo facto de as condicdes externas terem apresentado um efeito diferencial no
crescimento do fungo e na producao das AFs estudadas.

A humidade do substrato e a humidade relativa constituem também pontos criticos na producao
de AFs. Num estudo publicado em 2001, onde foi estudado o efeito da humidade inicial e a
humidade relativa na producédo de AFs por A. parasiticus em grdos de milho, verificou-se uma
superior producao de AFs com teor de humidade de cerca de 12,7 a 14% e humidade relativa de
80% [67].

No entanto, a presenca do fungo nos alimentos nao implica obrigatoriamente a producao da
micotoxina, além do facto de existir a possibilidade de a micotoxina poder estar presente no
alimento mesmo na auséncia do fungo. Assim, tanto para o crescimento do fungo quanto para a
producdo das micotoxinas sdo necessarias condicdes especiais que favorecam seu

desenvolvimento e por conseguinte, a producdo das mesmas [68].

2.3 Extratos de plantas como conservantes alimentares

Existe um crescente interesse por parte da industria alimentar na exploracao de novos métodos
de reducao e eliminacao de agentes patogénicos contaminantes, de modo a evitar as implicacdes
sociais e econémicas de surtos de origem alimentar.

Os quimicos sintéticos foram usados por décadas em diversos estudos, no controlo do crescimento
de Aspergillus e na reducdo da producao de AFs em produtos agricolas [69, 70]. No entanto, o
seu uso indiscriminado e excessivo pode levar ao desenvolvimento de patogénicos resistentes,
resultando na utilizacdo de maiores quantidades destes compostos e consequentemente
aumentando o teor de residuos toxicos presentes nos alimentos e no ambiente, acarretando efeitos
nefastos na saude humana [45].

Soma-se ao facto anteriormente descrito, a exigéncia da sociedade no consumo de produtos mais
naturais, com menos aditivos, menos residuos quimicos e também com baixo impacto ambiental
[12]. Todos estes factos associados as restricdes impostas pelas agéncias reguladoras tém levado
a pesquisa de novos agentes antimicrobianos, com imagens mais naturais e que oferecessem
também uma melhor seguranca dos produtos.

Os fitoquimicos e extratos naturais de plantas tém despertado o interesse da industria alimentar,

como antimicrobianos naturais, devido ao facto de serem reconhecidos como seguros (GRAS) e
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serem ambientalmente amigaveis [71]. Assim, estes agentes antimicrobianos naturais poderao
ser Uteis na prevencao da proliferacao de agentes patogénicos e assim, aumentar o tempo de
prateleira dos alimentos [11].

Os metabolitos produzidos pelas plantas apresentam-se como uma alternativa promissora, dado
gue sao sintetizados como parte do seu desenvolvimento, em resposta ao stress abidtico, interacao

com outros organismos ou em resposta ao ataque por patogénicos [72].

2.3.1 Oleos essenciais

Os oleos essenciais de plantas sdo uma complexa mistura de compostos aromaticos volateis com
baixo peso molecular. Podem ser extraidos de diversas partes das plantas, como as flores, raizes,
folhas, sementes, cascas, frutos e madeira [12, 73].

A maior utilizacdo de OEs na Unido Europeia tem sido em alimentos (aromatizantes), em perfumes
(fragancias e aftershaves) e na farmacéutica, devido as suas propriedades funcionais [12].

Os oleos volateis de plantas sdo geralmente isolados a partir de plantas ndo lenhosas por métodos
de destilacdo, normalmente vapor ou hidrodestilacao, e podem ser categorizados de acordo com
a estrutura quimica: os terpenos, os terpenoides, os alcaloides, os monoterpenos, os acidos
fendlicos, os carotenoides e as isoflavonas [11, 74, 75]. Os OEs podem conter entre 20- 60
componentes em diferentes concentracdes, sendo caracterizados por apresentarem dois ou trés
componentes principais em concentracdes relativamente elevadas (Terpenos e Terpendides), em
comparacao com outros componentes presentes em quantidades vestigiais (alcaloides, acidos
fendlicos, carotenoides, isoflavonas) (Figura 2.4) [76, 77].

Os Terpenos sdo 0 maior grupo de compostos naturais de plantas e o mais valioso, caracterizados
por uma elevada variedade de tipos estruturais[78]. Apresentam uma férmula geral de
hidrocarbonetos (CsH:)n formados a partir de unidades de isopreno. Estes compostos podem ser
aciclicos, monociclicos, biciclicos ou triciclicos [77]. Com base na diversidade da sua estrutura
quimica, podem ser classificados em monoterpenos (C.), sesquiterpenos (C;;) e diterpenos (Cx),
triterpenos (C.,) e tretaterpenos (C.). A maioria dos componentes dos OEs (cerca de 90%) séo

monoterpenos[76].
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Figura 2.4: Estruturas quimicas de alguns componentes dos OEs (Adaptado de [76]).
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Assim, os varios componentes dos OEs desempenham um papel fundamental na definicdo da
sua fragancia, densidade, textura, cor e penetracao [76, 79].

As plantas produtoras de OEs sao classificadas em familias, de acordo com as suas caracteristicas
comuns. Os OEs das plantas das familias Asteraceae, Rutaceae, Liliaceae, Lamiaceae,
Verbanaceae, Lauraceae, Cupressaceae, Apiaceae, Poaceae, Moringaceae, Zingiberaceae,
Ranunculaceae, Theaceae, Meliaceae, Myrtaceae e Piperaceae, apresentam uma forte

importancia medicinal mas também antimicrobiana [80].

2.3.1.1 Cinnamomum zeylanicum

Cinnamomum zeylanicum é uma arvore selvagem que cresce na india, Madagascar, Sri Lanka e
Indochina, pertencente a familia Lauraceae [81].

O o¢leo essencial (OE) da folha de C. zeylanicum apresenta um vasto uso na perfumaria e na
alimentacao, devido as suas propriedades aromaticas e condimentares além de ser, popularmente
utilizada como estimulante, tdnico, carminativo e antiespasmadico [82].

Num estudo publicado em 2005, foram identificados os compostos que representavam o OE da
folha de C. zeylanicum. Os maiores componentes identificados foram o eugenol (60%), o -
cariofileno (8,3%), o linalol (7,0%), o a-pineno (4,4%), o a-felandreno (4,1%), o limoneno (2,9%), o

p- cimeno (2,4%), o achumuleno (2,3%) e o 8 -pineno (1,9 %)[83].

2.3.1.2 Citrus bergamia

Citrus bergamia vulgarmente conhecida como Bergamota é uma variedade de laranja amarga, da
familia Rutaceae e nativa da Italia [84].

Os OEs de Citrus sao obtidos como subprodutos do processamento de citrinos, apresentando-se
como os mais utilizadas no mundo, em alimentos, bebidas e cosméticos. De facto, entre a grande
variedade de OEs, os de Cifrus e 0s seus principais componentes tém ganho forte aceitacdo na
industria alimentar, uma vez que sao reconhecidos como seguros [85].

O OE de C. bergamia ¢ composto por uma fracdo volatil e nao-volatil, com forte aplicacdo em
cosmeéticos, industrias alimenticias e farmacéutica [86].

Sawamura et a/. [84] detetaram 58 compostos no OE de C. bergamia, sendo 55 desses compostos
identificados e quantificados. Na mesma analise, 57,1 % do o¢leo corresponderam a

hidrocarbonetos: 13 monoterpenos (55,5%) e 8 sesquiterpenos (1,6%). Também foram detetados
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8 ésteres (30,4%), 5 dxidos (0,27%), 10 alcoois (9,5%), 4 cetonas (0,21%) e 6 aldeidos (0,5%). O
composto mais abundante do 6éleo foi o limoneno (37,2%), seguido do linalilo (30,1%), linalol

(8,8%), y- terpineno (6,8%) e B -pineno (6,2%).

2.3.1.3 Citrus sinensis

Citrus sinensis ¢ uma planta aromatica herbacea pertencente a familia Rutaceae, vulgarmente
conhecida como laranja doce. Presume-se que é originada do Sul da China, regido nordeste da
india ou talvez do Sudeste da Asia [87].

Relativamente a sua composicdo quimica, o OE de C. sinensis apresenta como componente
maioritario o limoneno (88,19%), seguindo-se o a:pineno (6,37%), o p-cimeno (2,37%), o citral (3%),
o isopropanol (0,91%), o a:terpineol (0,71%), o metanol (0,37%) e o linalol (0,018%) [88].

Estudos indicam que o 6leo oriundo da folha e da flor de C. sinensis apresentam atividade anti-
cancerigena, anti-espamodica, sedativa e tranquilizante. J& o OE oriundo da casca de C.sinensis
apresenta um efeito tonico, reducdo do colesterol e estimulante vascular [89].

Os OEs de C. sinensis sao ainda utilizados na transmissdo de aroma e sabor a laranja para diversos
produtos, tais como bebidas, gelados, purificadores de ar e perfumes [90]. Também é relatado

que o dleo de C. sinensis apresenta propriedades fumigantes [91].

2.3.1.4 Cymbopogon nardus

Cymbopogon nardus vulgarmente conhecida como Citronela é uma das espécies de Cymbopogon
da familia Poaceae conhecida pelo aroma de limao das suas folhas. Normalmente é cultivada na
india, Sri Lanka, Burma e Indonésia e o seu OE tem sido amplamente utilizado como repelente de
mosquitos, fumigante doméstico, em alimentos, bebidas, perfumaria, produtos de higiene,
corporais e farmacéuticos [92, 93].

Num estudo publicado em 2003, foram identificados 35 componentes no OE de C. naraus, dos
quais 29 compunham 92,7% do dleo. O dleo continha 16 monoterpenos (79,8%), 9 sesquiterpenos
(11,5%) e 4 compostos ndo terpénicos (1,4%). Os componentes maioritarios identificados foram o
citronelal (29,7%), geraniol (24,2%), terpineol (9,2%), cissabineno hidratado (3,8%), (£) - nerolidol
(4,8%), - cariofileno (2,2%) e germacreno-4-ol (1,5%) [92].
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2.3.1.5 Lavandula officinalis

Lavandula officinalis vulgarmente conhecida como Alfazema pertence a familia Lamiacae e é nativa
do Sul da Europa e da regiao do Mediterraneo [94]. O OE de L. officinalis é geralmente produzido
por destilacdo a vapor, sendo o 6leo mais doce e aromatico derivado da flor [95].

O OE é geralmente utilizado como anti-inflamatério, analgésico, antissético, cicatrizante,
bactericida e fungicida [94]. No OE de .. officinalis mais de 100 componentes foram isolados, dos
quais ésteres: acetato de linalil (17,6- 53%), acetato de lavandulil (15,95) e acetato de genaril
(5,0%), alcoois: linalol (26-49%), a-terpineol (6,7%) e terpineno-4-ol (0,03-6,4%), sesquiterpenos:
B -cariofileno (2,6-7,6%), monoterpenos: cisf3-oci-meno (1,3-10,9%) e dxidos: 1,8-cineol (0,5-2,5%)
[96].

2.3.1.6 Melaleuca alternifolia

A Melaleuca alternifolia vulgarmente conhecida como a arvore do cha é uma espécie de arbusto
da familia Myrtaceae e subfamilia Myrtoideae, nativa da Australia [97].

O oleo de M. alternifolia é produzido por destilacdo a vapor das folhas e ramos terminais. Uma vez
condensado, ocorre uma separacao do destilado aquoso. Alguns métodos de extracao alternativos
como a tecnologia de micro-ondas tém sido utilizados, mas nenhum em escala comercial [98].
Relativamente a sua composicao, o 6leo de M. alfernifolia ¢ composto em grande parte por
terpenos, principalmente monoterpenos, sesquiterpenos e os seus alcoois associados[99]. Assim,
o OE de M. alternifolia é particularmente rico em terpineno-4-ol, jterpineno, a -terpineno,
1,8- cineol, pcimeno, a-terpineol, a-terpinoleno, a-pineno, S-pineno, aromadendreno, ledeno, a-
tujona, mirceno, aloaromadendreno, 4- cadineno, Limoneno, Sabineno, Globulol e Viridiflorol [99,
100].

O OE tem sido muito utilizado como antissético e anti-inflamatoério em medicina tradicional, no
combate a feridas e infecdes cutaneas, empiema, micoses, paranoquia, herpes labial, amigdalites,
estomatite e infecdes vaginais. As suas atividades antimicrobianas também tém sido relatadas

[98, 99].

2.3.1.7 Melaleuca viridiflora
A Melaleuca viridiflora € um membro da familia Myrtaceae, vulgarmente conhecida como Niauoli.
E encontrada na Australia, Nova Caleddnia, Malasia, Filipinas, Viethame, Indonésia, Madagascar,

Egito e Camardes e o seu OE é conhecido por apresentar diversos chemotypes [101].
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O OE de Niauoli é caracterizado por apresentar propriedades farmacéuticas e antimicrobianas.
Estudos indicam que o componente maioritario do OE de M. viridiflora é o 1,8-cineol, seguindo-se

o viridiflorol, o a-terpineol, o a-pineno, o limoneno e o Jterpineno [101, 102].

2.3.1.8 Pogostemon cablin

O oleo de patchouli ¢ obtido a partir de folhas de Pogostemon cablin, uma planta da familia
Lamiaceae, originaria da Malasia e da india [103].

O OE de P. cablin é obtido por destilacdo a vapor, estando as propriedades farmacoldgicas e
terapéuticas do oleo diretamente correlacionadas com a sua composicao qualitativa e quantitativa,
que varia consoante a regido de cultivo da planta [104]. E um OE bastante importante na
perfumaria e é bastante apreciado pelo seu odor, bem como pelas suas propriedades fixadoras,
sendo adequado para aplicacdo em produtos de higiene e cosméticos [105, 106]. E retratado
ainda que o OE possui propriedades anti-depressivas, anti-inflamatorias, antisséticas, diuréticas,
sedativas, tonicas, inseticidas e fungicidas [107].

O OE de P. cablin possui mais de 24 sesquiterpenos, sendo o patchoulol o constituinte principal e
o responsavel pelo aroma tipico de patchouli. Num estudo publicado em 2013, em que se foi
efetuada uma analise quimica ao OE de FP. cablin, verificou-se que o componente maioritario
identificado foi o patchoulol (36,60%), seguindo-se o a: bulneseno (13,95%), o a= guaieno (11,96%),
o seicheleno (7,85%), o a- patcholeno (5,58%), o pogostol (3,11), o £carofileno (2,62%) e o -
patcholeno (2,54) [108].

2.3.2 Potencial antifiingico dos éleos essenciais

Varios estudos tém demostrado a inibicdo microbiana exercida por uma diversidade de OEs, com
elucidacdo dos efeitos da aplicacdo dos dleos no crescimento, nos constituintes celulares, nas
caracteristicas morfolégicas e no metabolismo dos microrganismos [10, 75, 109-111].
Considerando a diversidade de compostos quimicos presentes nos OEs, a atividade antimicrobiana
& imputavel a varios alvos na célula e ndo a um mecanismo especifico. No entanto, a atividade
antimicrobiana inerente aos OEs ¢ originada pela sua composicao, estrutura quimica dos seus
constituintes, nomeadamente a presenca de grupos funcionais hidrofilos e a lipofilicidade e
finalmente pela concentracao e interacao desses mesmos constituintes.

A hidrofobicidade destes compostos permite que atravessem as membranas celulares e interajam

com compostos celulares, afetando tanto a membrana como as enzimas intracelulares. Alguns
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compostos hidrofobos presentes em extratos de plantas podem alterar a permeabilidade das
membranas através de catibes como H' e K+, causando uma alteracdo no fluxo de protdes,
modificacao do pH celular, modificacdo da composicao quimica das células e da sua atividade. A
capacidade dos compostos hidrofobos se dissolverem na fase lipidica da membrana citoplasmatica
¢ a chave para a sua atividade, mas uma maior solubilidade n&o significa sempre uma maior acéo
antimicrobiana. A perda de permeabilidade diferencial da membrana citoplasmatica é geralmente
considerada a causa da morte celular, originada por um desequilibrio na pressao osmdtica
intracelular, subsequente disrupcdo dos organelos intracelulares e finalmente a libertacdo dos
conteldos citoplasmaticos. A interacdo com as membranas celulares pode também conduzir a
saida de alguns componentes celulares, incluindo o ATP, a molécula principal de armazenamento
de energia [13].

Assim, de uma forma geral a atividade antimicrobiana dos OEs ¢ exercida através de: 1) danos no
sistema celular enzimatico, incluindo as células produtoras de energia e sintetizadoras de
compostos estruturais [112, 113]; 2) interferéncia e desnaturacdo dos compostos e enzimas
responsaveis pela germinacdo; 3) Mudancas irreversiveis e rutura na parede celular, rutura da
membrana e danos em organelos celulares [114, 115].

A atividade microbiana de um determinado OE pode depender apenas de um ou dois componentes
principais que formam o 6leo. No entanto, a atividade inerente aos OEs nao pode depender
exclusivamente da proporcao em que 0s componentes principais ativos estao presentes, mas
também pode depender de interacoes desses componentes com 0s componentes presentes em
menor quantidade no oleo [24].

Assim, torna-se necessario explorar combinacdes sinérgicas dos componentes presentes num
determinado OE, de forma a descobrir o local e 0 modo de acdo de cada componente, o0s
mecanismos que resultam em sinergia ou antagonismo entre os varios compostos e como cada
composto interage com os componentes da matriz alimentar, de forma a afetar os microrganismos
[24].

Uma variada gama de OEs, em diversas concentracdes, tém sido aplicada em diversos estudos,
com o intuito da avaliacéo do seu efeito na inibicao do crescimento de varias espécies fungicas de
Aspergiflus seccao flavi [114-120]. Segundo os mesmos estudos, os OEs apresentaram a
capacidade de inibicao do crescimento fungico, com acao na germinacao, na viabilidade dos
esporos e na morfologia fungica. Com a aplicacao dos OEs, ocorreu de forma geral uma diminuicao

na biomassa, esporulacdo e crescimento micelial fungico. Verificou-se ainda em alguns dos
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estudos modificacdes do diametro e danos nas hifas, danos nos conidioferos, rutura da membrana
plasmatica e modificaces estruturais [114, 119, 120]. E ainda realcado nos mesmos estudos a
existéncia de uma relacéo entre a concentracao dos 6leos e a atividade antifungica visualizada.

O monitoramento do desenvolvimento flingico pode ser efetuado através de métodos biologicos,
quimicos ou imunologicos. Alguns desses métodos incluem o uso de componentes bioquimicos
especificos das células fungicas, como o ergosterol [121, 122]. O ergosterol € um bom indicador
de crescimento fungico, dado que, como é um componente da membrana plasmatica fungica,
proporciona uma correta correlacdo com a biomassa metabolicamente ativa [121]. Assim, a
monitorizacao da quantidade de ergosterol apresenta-se como uma alternativa promissora para a
avaliacdo das alteracdes do crescimento fungico, relacionadas com a aplicacdo de agentes
antifungicos [121].

Além da inibicao do crescimento fungico, os OEs sao bastante eficazes na reducao ou até mesmo
na completa inibicdo da producdo de micotoxinas [114-119, 123-126]. Varios estudos mostram
gue ha uma tendéncia geral para a diminuicdo da producéo de AFs com a aplicacao de varios
oleos de esséncias[115, 118, 119, 124, 126]. A inibicdo da producdo de micotoxinas esta em
parte relacionada com a inibicao do crescimento fungico. Os compostos fendlicos, como o eugenol,
timol, presentes nos OEs, apresentam a capacidade de inibir a proliferacdo fungica e assim a
producdo de algumas micotoxinas, nomeadamente as aflatoxinas [127]. Essa capacidade advém
do facto de alterarem a permeabilidade da célula, interagirem com proteinas da membrana,
afetarem a atividade enzimatica e desnaturarem proteinas [128]. No entanto, esta reducdo esta
também envolvida com a inibicao de etapas ternarias essenciais a biossintese da mixotoxina, que
envolvem principalmente a peroxidacao lipidica e a oxigenacao [127]. Existe ainda a alusdo que a
regulacdo da sintese de micotoxinas e a conidiogénese pode apresentar-se interligadas [129]. Os
OEs protegem ainda as células contra os efeitos nefastos das micotoxinas [57].

Apesar do forte potencial da aplicacdo de OEs como conservantes de alimentos, a sua utilizacao
ainda permanece limitada, devido principalmente aos problemas de toxicidade de determinados
componentes, aromas intensos e propriedades organoléticas modificadas, quando adicionados
em quantidades suficientes que permitam o efeito antimicrobiano [10, 74].

A aplicacao de OEs, como conservantes de alimentos requer conhecimento detalhado sobre as
suas propriedades, a concentracdo minima inibidora (MIC), a gama de organismos alvo, 0 modo
de acao e o efeito dos componentes da matriz alimentar nas suas propriedades antimicrobianas

[74].
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Assim, torna-se essencial uma maior pesquisa acerca de todos os efeitos da aplicacdo dos OEs
em alimentos, principalmente para uma maximizacao da atividade antifungica e minimizacao das
concentracdes necessarias para alcancar esse mesmo efeito. E também necessario proceder-se a
uma maior pesquisa acerca das possiveis consequéncias secundarias ou indiretas da aplicacao
dos mesmos, quer ao nivel de mudancas nas caracteristicas fisicas e quimicas dos alimentos mas
principalmente ao nivel da seguranca de alimentos, implicita no consumo dos alimentos
submetidos a tratamento com OEs.

Tém sido descritas algumas estratégias para contornar o problema da aplicacdo dos OEs nos
alimentos. Uma das op¢des promissoras no campo da preservacao dos alimentos € a utilizacao
de embalagens ativas como veiculos dos OEs, permitindo que os mesmos nado sejam introduzidos
como um ingrediente do produto alimentar [24]. Os OEs podem ser encapsulados em
revestimentos biodegradaveis ou comestiveis e em saquetas, que para além de preservarem a cor,
textura e a humidade do produto embalado, contribuem para a reducédo da poluicao ambiental. A
vantagem principal é que a taxa de difusdo do agente antimicrobiano pode ser reduzida, libertando
0s compostos ativos volateis na superficie do produto e no meio envolvente por periodos de tempo
prolongados [130].

No entanto, uma desvantagem é que durante a fase de secagem da pelicula, podem ocorrer perdas
significativas dos compostos volateis dos o6leos. Dessa forma, a nanoencapsulacdo surge como
outra alternativa, aumentando a estabilidade fisica das substancias ativas, protegendo-as contra
possiveis interacbes com os ingredientes alimentares e, devido ao seu tamanho, permite um

aumento da bioatividade dos compostos volateis [131].
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3.1 Material biolégico

Como cultura teste foi utilizado o fungo A. parasiticus MUM 92.02, depositado na Colecédo de
Culturas da Micoteca da Universidade do Minho e produtor de AFs do tipo B e G.

O meio de cultura PDA (15g L' agar; 20g L dextrose; 4g Ltextrato de batata) foi o utilizado para
o crescimento do fungo. A estirpe foi propagada em PDA durantes 10 dias a 27°C, com posterior
preparacdo de uma suspensao de esporos em solucao de 7iween 80 a 0,005%. Os esporos foram
recuperados através da destruicdo da superficie de culturas puras e contados com auxilio de uma
Camara de Neubauer. As suspensdes de esporos preparadas foram utilizadas nas metodologias

descritas posteriormente.

3.2 Analise quimica dos 6leos essenciais

Os OEs utilizados foram isolados a partir de oito plantas: C. zeylanicum, C. bergamia, C. sinensis,
C. nardus, L. officinalis, M. alternifolia, M. viridiflora, P. cablin (Figura 3.1) e foram disponibilizados
pelo Centro de Investigacdo e de Tecnologias Agro-Ambientais e Biologicas (CITAB), Podlo

Universidade do Minho.

e f g h

Figura 3.1: Plantas produtoras de OEs: a- C. zeylanicum -, b- C. bergamia, c- C. sinensis, d- C. naradus,
e- L. officinalis ;. - M. alternifolia, g- M. viridiflora, h- P. cablin.

Os compostos volateis dos OEs foram analisados quimicamente com recurso a Cromatografia

Gasosa (GC) e a Cromatografia Gasosa- Espectrometria de Massa (GC-MS). Na analise com GC-
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MS, os OEs foram previamente diluidos 3:10 000, com excecdo da Alfazema, diluida de 3:100)
em CH.CI,. A cada amostra assim preparada foram adicionados 100 pL de solu¢ao de 3-octanol
(padrao interno) na concentracao de 4,69 mg L.

O GC-MS utilizado era constituido por um cromatografo gasoso Varian 3800 GC com um injetor
1079 e um espetrometro de massas ion-trap Varian Saturn 2000. Injetou-se 1 UL de cada extrato,
em modo splitless (30 s), numa coluna Teknokroma Sapiens-Wax MS (30 m x 0,15 mm;
espessura de filme: 0,15 um). O gas de transporte foi 0 Hélio a um caudal constante de 1,3 mL
por minuto. O detetor foi usado em modo de impacto eletronico, com energia de ionizacao de
70 eV e gama de aquisicao de massas entre 35 m/z e 300 m/z, adquirindo a intervalos de
610 ms. A temperatura do forno foi inicialmente de 60 °C, durante 2 min, depois programada
desde 60 °C até 234 °C, a 3°C por minuto, e posteriormente de 234°C até 260°C, a 5°C por
minuto; finalmente foi mantida a 260 °C durante 5 minuto. A temperatura do injetor foi mantida
a 250 °C durante o tempo de analise e o caudal de sp/ifem 30 mL por minuto. A identificacao
dos compostos volateis foi efetuada com recurso ao software Star — Chromatography Workstation
versao 6.9.3 (Varian) comparando os espetros de massas e os indices de retencdo com os de
compostos de referéncia puros ou, nalguns casos, com dados publicados na literatura. A

quantificacao foi feita como equivalentes de 4-nonanol (analise semiquantitativa).

3.3 Avaliacao da atividade antifiingica dos dleos essenciais

Os ensaios realizados com os OEs foram levados a cabo em condicoes /7 vitro, com a avaliacao
do efeito das fases volateis dos oito 6leos no crescimento micelar e na producao de AFs.

A metodologia empregue nos ensaios correspondeu a uma adaptacao da metodologia usada por
Guynot ef a/. [132]. Quatro diferentes quantidades dos OEs (5, 10, 25 e 50 pL) foram analisadas.
Para cada OE, nas varias quantidades, um papel de filtro esterilizado (quadrados de 1 x 1 cm e
1,5 x 1,5 cm) foi colocado no centro da tampa de uma placa de Petri esterilizada e o OE puro foi
adicionado ao papel. De seguida, inoculou-se 5 pL da suspensao de esporos previamente
preparada (10 esporos mL?) no centro das placas de Petri, anteriormente usadas na inoculacao
dos OEs. As placas foram hermeticamente seladas com parafilme, de forma a minimizar a perda
de compostos volateis dos OEs e seguidamente foram incubadas invertidas durante 10 dias a

25°C. Para cada quantidade de cada o¢leo, foram utilizados triplicados.
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3.3.1 Avaliacao do crescimento fiingico

Durante os 10 dias de crescimento, foi registado o diametro das colonias para posterior modelacao
e tratamento estatistico pelo software SPSS (IBM SPSS Statistics 22).

Os parametros de crescimento determinados, como a taxa de crescimento fungico () e a fase lag
(A) foram avaliados utilizando o modelo de Baranyi e Roberts [133] em que, o crescimento flingico
(expresso como o aumento no diametro da coldnia) é empiricamente modelado em funcdo do
tempo, utilizando um modelo desenvolvido originalmente para o crescimento bacteriano. Este
modelo tem sido utilizado com sucesso para o ajuste do crescimento de alguns fungos
filamentosos. O modelo primario de Baranyi e Roberts [133], foi ajustado para os valores de
didametro de coldnias por regressao nao linear. Neste modelo, a expressao logaritmica D,
(diametro maximo) foi eliminado de forma a omitir a assimptota superior, tal como sugerido por
Valik et al. [134].

Assim, procedeu-se a construcao de uma regressao nao linear dos diametros obtidos em cada dia
de crescimento, através da expressao do modelo de Baranyi e Roberts [133] (equacéo 1.1).

D= w[t+ 1/ [In[exp.-ut + exp.-LA— exp.(-LELA)]]] [1.1]

Onde D, yt e Asdo o diametro das colonias (cm), a taxa de crescimento (cm / dia), o tempo (dias),
e a fase lag (dias), respetivamente.

A comparacdo das médias foi realizada por Analise Unidirecional de Variancia (ANOVA), em que
as variancias iguais presumidas foram analisadas segundo o teste de DUNCAN e as variancias
iguais nao presumidas foram analisadas segundo o teste de DUNNETT C. Um valor de p <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.

Com os diametros obtidos, procedeu-se ainda ao calculo da inibicdo fungica observada nas placas
submetidas as varias quantidades dos OEs, comparativamente ao controlo, que nao foi inoculado
com OEs. Assim, a inibicdo fuingica observada ao oitavo dia de crescimento, com cada quantidade
de 6leo avaliada foi obtida através da equacéo 1.2:

didmetro com OE

% inibicdo fungica = (1 — )x 100 [1.2]

didmetro sem OE
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3.3.2 Analise da producao de AFs

Na analise da producao de AFs, procedeu-se inicialmente a uma extracédo, efetuada apds
completos os 10 dias de crescimento fungico.

A metodologia da extracao iniciou-se com o corte do agar contendo a coldnia fungica, seguido de
uma transferéncia das porcdes cortadas para tubos falcon de 50 mL. Aos mesmos tubos foram
adicionados 30 mL de solucdo de extracdo composta por Acetonitrilo, Metanol e Acido Acético na
proporcado de 78:20:2 v/v/v, com posterior agitacdo. Apos dois dias de contacto entre as porcoes
de agar contendo a colonia fungica e a solucdo de extracao, procedeu-se a filtracdo de 1,8 mL
presente nos tubos de falcon, através de seringas e filtros de polipropileno 0,45 pm.

A quantificacdo de AFs foi efetuada tal como descrito por Rodrigues et a/. [7], usando um HPLC
equipado com derivatizacdo fotoquimica pds-coluna (PHRED - Aura Industries, USA), detetor de
fluorescéncia Jasco FP- 920 (Excitacdo 265 nm, Emissdo 435 nm) e um injetor Varian Prostar
Model 410. As separacdes cromatograficas foram realizadas com uma coluna C18 de fase reversa
YMC Pack ODS-AQ (4,6 mm x 250 mm; 5 um), equipada com uma pré-coluna com a mesma fase
estacionaria. A fase movel utilizada foi composta por agua: acetonitrilo: metanol (3:1:1 v/v/v)
(filtrada e desgaseificada). Utilizou-se um fluxo de a 1 mL por minuto e com um ciclo isocratico de
30 minutos.

Nas condicdes cromatograficas adotadas foram construidas curvas de calibracdo, para cada
aflatoxina, sendo determinadas e apresentadas em anexo as respetivas retas de calibracéo, bem
como os limites de detecao e limites de quantificacao (Figura A1.1 a A1.12 e Tabela Al.1 e Al.2,
Anexo 1). Os resultados obtidos foram sujeitos a uma analise estatistica, realizada por Analise
Unidirecional de Variancia (ANOVA), em que as variancias iguais presumidas foram analisadas
segundo o teste de DUNCAN e as variancias iguais ndo presumidas foram analisadas segundo o
teste de DUNNETT C. Um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

A figura 3.2 representa de forma esquematizada todas as etapas utilizadas para a avaliacdo da
atividade fungica (crescimento e producédo de AFs por A. parasiticus), sob influéncia da presenca

dos OEs.
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12 FASE

3. Impregnagdo dos dleos essenciais em
1. Preparagdo da spuspensdo de esporos papel de filtro estéril, colocado no centro
de uma placa de Petri

2. Inoculagdo dos esporos em placas de
Petri contendo PDA.

T~

4. Isolamento das placas com parafilme e incubagdo
durante 10 dias a 25°C.

DIAO DIAS DIA10

o

Ponto de inoculacéo do fungo Placa de Petri

22 FASE

5. Corte do agar contendo a colénia fungica com 10 6. Transferéncia das por¢des de agar para um
dias de crescimento tubo falcon;
7. Adigdo de solugdo de extragdo.
9. Quantificacdo por HPLC ( 8. Filtragdo do extrato (apds 2 dias)

Figura 3.2: Esquema representativo das etapas utilizadas para avaliacdo do crescimento e producao de
AFs por A. parasiticus, sob influéncia dos OEs.

39



EFEITO INIBITORIO DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE O CRESCIMENTO E ACUMULACAO DE AFLATOXINAS POR Aspergillus
{Vletodologia-

3.4 Determinacao do teor de ergosterol

O protocolo utilizado para estimar o teor de ergosterol fungico foi uma modificacdo do método
descrito por Gourama e Bullerman [135].
Assim, para a realizacao dos ensaios, procedeu-se inicialmente a inoculacéo de 5 pL da suspensao
de esporos preparada previamente (10¢esporos mL*) em placas de Petri contendo meio de cultura
PDA estéril. As placas inoculadas foram armazenadas a 25°C por 8 dias. Apos 3, 5 e 8 dias de
crescimento procedeu-se a extracao do ergosterol.

Antes da iniciacdo do processo de extracdo do ergosterol procedeu-se a avaliacdo do diametro das
coldnias, de forma a relacionar o teor de ergosterol das coldnias, com o seu diametro.

No processo de extracdo do ergosterol, primeiramente o agar contendo a coldnia fungica foi
cortado em pequenos pedacos e transferido para um copo. Seguidamente adicionou-se 40 mL de
uma solucdo de KOH a 10% em Metanol e procedeu-se a uma agitacdo magnética durante 30

minutos (Figura 3.3).

Figura 3.3: Representacdo da mistura da solucdo de KOH e Metanol com o agar fragmentado.

Apds os 30 minutos de agitacao, uma aliquota de 10 mL foi transferida para um tubo com tampa
de rosca e 0s tubos foram isolados com parafilme. Posteriormente colocou-se os tubos num banho
de agua quente (55-60°C) durante 20 minutos. Os tubos foram arrefecidos a temperatura
ambiente.

Seguidamente, 3 mL de agua ultra-pura e 2 mL de hexano foram adicionados aos tubos, 0s quais

foram cuidadosamente misturados durante 1 minuto.
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Apds a separacao das camadas, a camada superior contendo hexano e ergosterol extraido foi

transferida para um vial de 4 mL (Figura 3.4).

Figura 3.4: Representacdo da separacdo das camadas e retirada do ergosterol presente na camada
superior.

A extracdo com adicdo de 2 mL de hexano foi repetida por mais duas vezes. Os extratos
combinados (6 mL) foram evaporados até a secura sob uma corrente de azoto, através da
utilizacao de um evaporador. Os extratos secos foram dissolvidos em metanol e forcados através
de filtros de polipropileno 0,45 pm.

0O ergosterol foi doseado através de cromatografia liquida de ultra pressao (UPLC) com detecao de
UV (comprimento de onda de emissao de 282 nm). O aparelho de UPLC era composto por um
detetor de fluorescéncia DAD Shimadzu, e um sistema de dados de cromatografia LAB Solutions.
Injetou-se 5 L de cada extrato e a separacao cromatografica foi realizada com uma coluna Kinetex
2,6 um C18 100A (100 mm x 3,0 mm), equipada com uma pré-coluna com a mesma fase
estacionaria. A fase movel utilizado foi composta por metanol filtrado e desgaseificado com um
filtro de membrana de polipropileno 0,2 um e foi bombeada a 0,7 mL por minuto. Foi utilizado
com um ciclo isocratico de 4 minutos e a temperatura do forno foi mantida a 30°C.

Para a determinacao do teor de ergosterol, foi construida a respetiva curva de calibracao,

representada na figura A1.13 do Anexo |.
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3.4.1 Determinacao do peso seco

De forma a relacionar o teor de ergosterol com o peso fungico, procedeu-se a avaliacao do peso
seco das colonias inoculadas em meio de cultura PDA.

De forma a conseguir transportar a coldnia total crescida em meio PDA para a estufa de secagem,
procedeu-se a colocacao de um filtro estéril de celulose 0,45 um sobre o agar.

Inicialmente inoculou-se 5 W L da suspensao de esporos de A. parasiticus preparada previamente
(10sesporos mL) no centro do filtro estéril colocado sobre o agar.

As placas apos inoculadas foram armazenadas a 25°C durante 8 dias. Ao 3°, 5° e 8° dia de
crescimento procedeu-se a retirada da estufa de armazenamento (Figura 3.5). Procedeu-se a
inoculacao de trés placas de Petri por cada dia de crescimento avaliado, de forma a garantir

triplicados.

Figura 3.5: Crescimento de A. parasiticus sob um filtro estéril colocado no meio PDA.

Seguidamente, os filtros contendo as colonias foram pesados em condicdes de assepsia
(Figura 3.6). Procedeu-se também a avaliacdo do didametro das colénias agregadas aos filtros,

para posterior relacionamento com o peso seco e o teor de ergosterol.
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Figura 3.6: Filtros com colonias de A.parasiticus.

Apds a pesagem e quantificacdo do didametro das colonias, os filtros com as colénias foram
colocados numa estufa a 105°C. Assim, apds as 2, 4 e 6 horas de secagem, os filtros foram
retirados da estufa e transferidos para um exsicador para permitir um arrefecimento e manutencao
do teor de secagem das amostras, sem adicdo de humidade. Apos 30 minutos no exsicador os
filtros contendo as colodnias secas foram pesados. O tempo necessario para atingir peso constante
foi com 6 horas de secagem.

Posteriormente os filtros com as coldnias secas (Figura 3.7) foram submetidos & metodologia de

extracdo do ergosterol, descrita previamente na seccéo 3.4.

Figura 3.7: Filtros contendo as colonias de A.parasiticus apds secagem.
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3.4.2 Avaliacao em matriz sélida

De forma a estudar o comportamento fungico numa matriz alimentar solida, estudou-se a
possibilidade de avaliar a proliferacdo fungica de A. parasiticus sobre milho, através do
doseamento do teor de ergosterol. Este estudo deveu-se ao facto de quando inoculado no milho,
o fungo crescer de forma nao axial, o que compromete a avaliacdo do seu crescimento por meio
da medicado do didmetro, necessitando-se assim de novas formas de avaliacdo da proliferacao
flngica.

Para a realizacao destes ensaios procedeu-se inicialmente a uma descontaminacdo do milho,
fornecido pela Escola Superior Agraria de Ponte de Lima, com radiacdes UV. Assim, o milho foi
submetido 1 hora a radiacdes UV e os graos foram revolvidos de 15 em 15 minutos para que a
radiacdo atingisse todas as partes.

Ap6s a descontaminacao, o milho foi colocado em caixas de Petri sem meio de cultura (Figura
3.8) e incubado a 25°C durante 8 dias, de forma a verificar se ocorreria algum tipo de crescimento
fungico visivel. Paralelamente foram efetuados controlos, correspondentes ao milho que nao foi

submetido a descontaminacao.

Figura 3.8: Colocacédo do milho nas placas de Petri.

De forma a estudar a possibilidade de ocorréncia de uma proliferacao fungica nao visivel, doseou-

se o teor de ergosterol, segundo a metodologia de extracao descrita no capitulo 3.4.
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4.1 Composicao quimica dos dleos essenciais

A identificacdo e a quantificacdo dos componentes maioritarios € minoritarios presentes nas
diferentes fracdes dos OEs foram realizadas através da analise de cromatografia gasosa acoplada
a um espectrometro de massas (GC-MS). Os componentes foram identificados com base no
espectro de massas e no indice de retencao. Os resultados da analise quimica efetuada aos varios
OEs estudados estdo descritos na tabela 4.1. Nesta tabela apresentam-se os compostos

quantificados num teor superior a 1%.

Tabela 4.1: Componentes principais (= 1%) dos OEs de C. zeylanicum, C. bergamia, C. sinensis, C. nardus, L.
officinalis, M. alternifolia, M. viridiflora e P. cablin

Tempo de retencao

Oleos Essenciais Componentes (min) Area %

Linalol 17,71 9,67E+05 1,42

E-cariofileno: 19,03 1,62E+06 2,38

C. zeylancium Eugenol 38,54 3,60E+07 52,85
Acetato de eugenilo 41,27 1,48E+07 21,70

Benzoato de benzilo 51,05 1,34E+07 19,65

a -pineno 3,31 445475 1,81

B-pineno 4,41 1,70E+06 6,92

Mirceno 5,41 942539 3,84

Limoneno 6,22 8,73E+06 35,53

C. bergamia Y-terpineno 7,34 1,82E+06 7,41
Trans-ocimeno 7,53 4,56E+05 1,86
Linalol 17,71 3,15E+06 12,84

Acetato de linalilo 18,00 6,90E+06 28,08

Acetato de geranilo 25,23 420194 1,71

a-pineno 3,31 325535 1,02

C. sinensis Mirceno 5,40 613419 1,92
Limoneno 6,26 3,10E+07 97,06

a-pineno 3,31 997592 2,07

NIz 3,71 691302 1,43

Canfeno 3,82 3,82E+06 7,92

Limoneno 6,19 3,72E+06 7,72

C. nardus pcimeno 8,02 734712 1,52
Citronelal 15,15 6542590 13,56
Citronelol 25,66 2,69E+07 55,80

Geraniol 28,47 2606864 5,40
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Tabela 4.1: Componentes principais (= 1%) dos OEs de C. zeylanicum, C. bergamia, C. sinensis, C. nardus, L.
officinalis, M. alternifolia, M.viridiflora e P. cablin- continuacdo

Tempo de retencao

Oleos Essenciais Componentes (min) Area %
Oxido furanico de linalol, trans 13,66 82634 12,87
Acido acético 14,09 114400 17,82
L. officinalis Oxido furanico de linalol, ¢/s 14,70 70622 11,00
Linalol 17,68 129049 20,10
Hidrato de linalol’ 32,98 245416 38,22
a-pineno 3,30 2,03E+06 7,72
S-pineno 4,40 832789 3,17
a-terpineno 5,74 527304 2,01
Limoneno 6,18 509531 1,94
ey 1,8-cineol 6,41 1,09E+06 4,14
M. alternifolia ytesr;in:r?o 733 L81E00 6,90
pcimeno 8,03 7,25E+00 27,62
Terpinoleno 8,35 4,68E+05 1,78
Terpineno-4-ol 19,56 1,08E+07 41,03
aterpineol 23,02 9,64E+05 3,67
A-pineno 3,31 923245 3,13
1,4-cineol 5,74 750682 2,54
Limoneno 6,18 1,78E+06 6,03
L 1,8-cineol 6,48 2,07E+07 70,17
M. viridiflora peimeno 8,02 157E+06 5,32
Linalol 17,70 2,04E+06 6,91
1-terpineol: 18,60 4 83E+05 1,64
a-terpineol 23,01 1,26E+06 4,28
B-patchouleno: 14,89 1,70E+06 6,16
B-guaienot 17,65 329586 1,19
a-guaieno 18,96 8,68E+06 31,35
(E)<ariofilenot 19,03 1,15E+06 4,16
P. cablin a-patchouleno 20,30 1,16E+06 4,19
Jgurjuneno! 20,42 3,44E+06 12,41
Acifileno 20,94 4,87E+05 1,76
Jgualeno! 22,88 1,23E+06 4,46
Patchoulol: 23,42 9,50E+06 34,32

' Tentativamente identificado com base no indice de retencédo e do espectro de massas

:Nao identificado

A analise efetuada aos oito d6leos permitiu identificar inequivocamente ou tentativamente (com
base no indice de retencdo e no espectro de massa) quase todos os componentes principais dos
oleos (aqueles presentes em teores superiores a 1%). Apenas num oleo - de C. nardus - ndo se
conseguiu a identificacao de um dos componentes principais.

O OE de C. zeylanicum apresentou como componente maioritario o eugenol (52,8%), seguindo-se
0 acetato de eugenol (21,7%) e o benzoato de benzilo (19,6%). A analise quimica ao OE de C.
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zeylanicum realizada por Lima et a/. [83] revelaram resultados semelhantes ao verificado neste
estudo (cerca de 60% de eugenol).

As analises quimicas realizadas aos OEs de C. bergamia e C. sinensis permitiram identificar
inequivocamente e quantificar a totalidade dos seus componentes principais. O componente com
maior destaque foi 0 monoterpeno limoneno, representando, respetivamente, cerca de 35,5% e
97% dos OEs. Qutros componentes maioritarios foram identificados e quantificados no 6leo de C.
bergamia: o acetato de linalilo (28%), o linalol (12,8%) e o B-pineno (6,9) (Tabela 4.1). Sawamura
et al. [84] também verificaram que os componentes principais do éleo de C. bergamia foram o
limoneno (37,2%), o linalol (8,8%) e o [S-pineno (6,2%).

No que se refere ao OE de C. sinensis, Moufida et al. [88] verificaram que o limoneno se
apresentou como o0 componente maioritario, com cerca de 88%.

Da analise quimica ao OE de C. nardus resultou uma fracdo dominante de monoterpenos,
destacando-se o citronelol (55,8%), o citronelal (13,6%), o canfeno (7,9%) e o limoneno (7,7%),
(Tabela 4.1). Os resultados obtidos vao de encontro ao verificado em outros estudos. Mahalwal ef
al. [92] verificaram também a presenca de compostos como o citronelal (29,7%), o geraniol
(24,2%) e o limoneno (0,2%), na analise quimica que efetuaram.

No OE de L. officinalis observou-se como componentes maioritarios o hidrato de linalol (38,2%) e
o linalol (20,1%). Num estudo publicado em 2014, onde foi efetuada uma analise quimica do
extrato de L. officinalis, os autores verificaram também a presenca de altas quantidades do
componente linalol (26-49%). Os autores conseguiram identificar e quantificar outros componentes
maioritarios como o acetato de linalol (12-28%) e o lavandulol (4-9%). Estes ultimos compostos
identificados ndo foram de encontro aos identificados no presente estudo, podendo este facto
dever-se a utilizacao de diferentes metodologias de extracdo do OE [96].

Da analise quimica ao OE de M. alfernifolia, verificou-se que cerca de 41% do OE era composto
por terpineno-4-ol, 28% por p-cimento, 7,7% por a -pimeno e 6,9% por yterpineno (Tabela 4.1).
Os resultados obtidos vao de encontro ao verificado em varios estudos. Num estudo publicado em
2011, os autores verificaram que o OE de M. alternifolia extraido era composto maioritariamente
por terpineno-4-ol (40,4%), 1,8-cineol (5,2%), yterpineno (19,5%), a-terpineno (7,7%), pcimeno
(4,7%), a-terpineol (3,3%), a-terpinoleno (3,1%) e a-pineno (2,7%), sendo que alguns destes
compostos também foram identificados e quantificados no presente estudo [100].

No OE de M. viridiflora foram quantificados os compostos que compunham cerca de 100% do

oleo. O componente 1,8-cineol apresentou-se como componente principal, com cerca de 70% da
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totalidade do déleo. Com cerca de 7% apresentou-se o linalol e com 6% o limoneno (Tabela 4.1).
Num estudo publicado em 2006, também foi verificado que este se apresentou maioritariamente
constituido por 1,8-cineol (0,1-76%), pcimeno (0-40%), a-pineno (0-30%), limoneno (0,1-16%) e -
pineno (0,1-5,5%) [101].

Na analise quimica do OE de . cablin foi possivel observar que 34% do 6leo correspondeu ao
componente patchoulol e 31% correspondeu ao componente « -guaieno. O componente
y- gurjuneno representou também uma consideravel percentagem no OE, de cerca de 12%,
seguindo-se o f3-patchouleno com 6,2% (Tabela 4.1). Em 2013, Alburquerque et al. [108]
verificaram que o componente patchoulol representava a maior fracdo do 6leo, com cerca de
36,6% e que o componente S-patchouleno também era um dos componentes maioritarios, tal

como verificado no presente estudo.
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4.2 Atividade antifungica dos 6leos essenciais

4.2.1 Efeito dos 6leos essenciais no crescimento de A. parasiticus

Para determinar a atividade antifungica dos OEs, o fungo A. parasiticus foi inoculado em meio
PDA, na presenca de diferentes quantidades dos 6leos (5, 10, 25 e 50 pL), sendo avaliado o
crescimento fungico, através da verificacdo dos diametros das coldnias fungicas, ao longo dos 10
dias de incubacéo e crescimento.

Na tabela 4.2 encontram-se os registos fotograficos do crescimento fungico visivel nas placas,
inoculadas com os varios OEs, nas concentracdes limites estudadas (5 e 50 uL) e também o

crescimento fungico obtido sem a presenca dos OEs (controlo), apos 10 dias de incubacao.

Tabela 4.2: Crescimento fungico visivel nas placas que foram inoculadas com 5 e 50 uL dos OEs de
C. zeylanicum, C. bergamia, C. sinensis, C. naraus, L. officinalis, M. alternifolia, M.viridiflora e P.cablin

5L 50 uL

Controlo

C. zeylanicum
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Tabela 4.2: Crescimento fungico visivel nas placas que foram inoculadas com 5 e 50 uL dos OEs de
C. zeylanicum, C. bergamia, C. sinensis, C. nardus, L. officinalis, M. alternifolia, M. viridiflora e P. cablirr
continuacao

C. bergamia

C. sinensis

C. nardus

L. officinalis
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Tabela 4.2: Crescimento fungico visivel nas placas que foram inoculadas com 5 e 50 uL dos OEs de
C. zeylanicum, C. bergamia, C. sinensis, C. nardus, L. officinalis, M. alternifolia, M. viridiflora e P. cablir
continuacao

5L 50 uL

M. alternifolia

M. viridiflora

P. cablin

As imagens de crescimento fungico apresentadas na tabela 4.2 permitem inferir acerca do
comportamento do crescimento fungico visualizado com o aumento da quantidade inoculada dos
varios OEs, uma vez que exibem as diferencas de crescimento observado nas placas sujeitas as
quantidades minima (5 pL) e maxima (50 uL), de cada um dos 6leos testados.

Como esta patente nas imagens presentes na tabela 4.2, é possivel verificar que ocorreu um efeito

inibitério acentuado do crescimento fungico com a aplicacao dos OEs de C. zeylanicum, C. nardus,
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M. alternifoliae M. viridiflora. Com estes o6leos observa-se uma elevada diferenca no tamanho das
colénias fungicas sujeitas as quantidades apresentadas (0, 5 e 50 pL).

Pelo contrario, nao foi notdria a ocorréncia de um efeito inibitério do crescimento fungico com o
aumento da quantidade inoculada dos OEs de C. bergamia, C. sinensis, L. officinalis e P. cabiin,
dado que as colonias apresentaram tamanhos similares com as quantidades de 0, 5 e 50 pL
(Tabela 4.2).

De forma a averiguar com maior precisdo o comportamento do fungo A. parasiticus, quando
inoculado com os diversos OEs, nas varias quantidades estudadas, procedeu-se a construcédo das
respetivas curvas de crescimento, ao longo dos 10 dias de incubacao (Figuras 4.1 a 4.8). O efeito
antifungico de cada OE, nas varias quantidades, foi determinado por comparacao do didametro da
colonia na presenca do OE, com o diametro visualizado quando o fungo foi inoculado sem a
presenca do OE (controlo).

A inibicao fungica induzida por cada OE, nas diversas quantidades, foi estimada a partir da analise
dos diametros das coldnias apds 8 dias de incubacao. Procedeu-se a uma analise estatistica dos
valores obtidos, de modo a verificar-se o quao significativas foram as diferencas de inibicdo fungica

observadas (Figura 4.9) (Tabela A2.1, Anexo ll).
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Figura 4.1: Crescimento fungico de A. parasiticus durante 10 dias, sob o efeito de 0, 5, 10, 25 e 50 pL
do OE de C.zeylanicum.
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Figura 4.2: Crescimento fungico de A. parasiticus durante 10 dias, sob o efeito de 0, 5, 10, 25 e 50 uL do
OE de C. bergamia.
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Figura 4.3: Crescimento fungico de A. parasiticus durante 10 dias, sob o efeito de 0, 5, 10, 25 e 50 uL
do OE de C. sinensis.
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Figura 4.4: Crescimento fungico de A. parasiticus durante 10 dias, sob o efeito de 0, 5, 10, 25 e 50 uL do
OE de C. nardus.
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Figura 4.5: Crescimento fungico de A. parasiticus durante 10 dias, sob o efeito de 0, 5, 10, 25 e 50 uL
do OE de L. officinalis.
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Figura 4.6: Crescimento fungico de A. parasiticus durante 10 dias, sob o efeito de 0, 5, 10, 25 e 50 uL do
OE de M. alternifolia.
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Figura 4.7 : Crescimento fungico de A. parasiticus durante 10 dias, sob o efeito de 0, 5, 10, 25 e 50 pL
do OE de M. viridifiora.
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Figura 4.8 Crescimento fungico de A. parasiticus durante 10 dias, sob o efeito de 0, 5, 10, 25 e 50 pL
do OE de P.cablin.
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Figura 4.9: Inibicdo do crescimento de A. parasiticus, por diferentes quantidades dos varios OEs estudados.
Os valores seguidos por letras diferentes (a, b, ¢ e d) indicam diferencas significativas, de acordo com os
testes de Duncan’s e Dunnett C (P=0,05).
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Na curva de crescimento fungico obtida com o OE de C. zeylanicum observa-se um elevado efeito
antifungico nas varias quantidades estudadas. Além disso, foi visivel que um aumento da
quantidade do ¢leo diminuiu o crescimento fungico, sendo que com a concentracao de 5 pL o
diametro obtido ao décimo dia de crescimento foi de apenas 2,57 cm, com a concentracao de 10
uL foi de 1,96 cm, com a concentracao de 25 plL foi de 0,44 cm e com a concentracao de 50 pL,
o crescimento fungico foi ainda mais baixo, nao ultrapassando os 0,4 cm (Figura 4.1) Estes
resultados séo indicativos do forte potencial do OE de C. zey/anicum. E ainda de referir que nas
varias quantidades usadas, o crescimento fingico comeca a ser mais visivel apds os 5 dias de
incubacao (Figura 4.1). Com a utilizacao do 6leo de C. zeylanicum, verifica-se que ocorreu um
aumento da inibicao fungica com o aumento da quantidade do OE: com 5 L deste OE obteve-se
uma inibicao de cerca de 80%, atingindo-se a inibicdo maxima de cerca de 95%, com 50 uL do
OE. Estatisticamente, embora tenha ocorrido um ligeiro aumento da inibicdo com o aumento da
quantidade do 6leo, esse aumento ndo foi considerado significativo, indicando que as inibicdes
obtidas com 5, 10, 25 e 50 pL do 6leo foram estatisticamente diferentes do controlo mas idénticas
entre si (Figura 4.9). Estes resultados mostram-se muito interessantes na medida em que, mesmo
em baixas quantidades o OE de C. zeylanicum permite um reducdo acentuada do crescimento
fungico podendo vir a ser um 6leo com utilizacdo econémica.

Os resultados obtidos vao de encontro ao verificado por outros autores. Num estudo publicado em
2008, onde se estudou o efeito do OE de C. zeylanicum (5, 10, 20, 40, 80, 160 e 320 yL mL?)
no crescimento de varias espécies de Aspergifllus, incluindo A. parasiticus, os autores verificaram
também que um aumento da concentracdo do dleo inibia o crescimento fungico. A técnica de
envenenamento do substrato mostrou um forte efeito fungicida do OE a 80 e 40 puL mL+, com uma
inibicdo de 100%. Foi verificada ainda uma inibicdo de 80 e 90% da germinacao de A. flavuse A.
fumigatus, com 20 uL mL* do OE. Ocorreu ainda 20% de inibicdo da germinacdo de A. niger, com
20 pg mL do dleo esséncia | [136].

0O efeito inibitorio deste OE podera dever-se ao facto de ser constituido por uma elevada quantidade
de eugenol, conhecido por apresentar um efeito téxico nos fungos filamentosos, nomeadamente
em algumas espécies de Aspergiflus [137]. Relata-se que o efeito antimicrobiano deste composto
esta associado ao seu caracter lipofilico, que faz com que ocorra um aumento da fluidez e
permeabilidade da membrana celular dos microrganismos. Além disso, este composto pode

interferir com o transporte de ides, desequilibrando condicdes osmdticas na membrana e tornando
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as proteinas associadas ineficazes. Em qualquer caso, pode-se gerar inibicao do crescimento
microbiano e morte ou lise celular [138].

Com o OE de C. bergamia, verificou-se um baixo efeito antimicrobiano, durante os 10 dias de
incubacao, com o aumento da quantidade do éleo até 25 ulL, dado que os didametros fungicos
visualizados nas placas que foram submetidas a essas quantidades foram significativamente
idénticos entre si, embora menores que os visualizados no controlo (figura 4.2 e 4.9).

No entanto, com a utilizacdo de 50 pL do OE, esse efeito mostrou-se significativamente diferente,
pois verificou-se uma diminuicdo mais visivel do diametro fungico e consequentemente uma maior
inibicao fungica (cerca de 15%) (Figura 4.2 e 4.9). Estes resultados podem indicar a necessidade
de concentracdes superiores a 50 UL, para se visualizar um maior efeito antifungico.

Com a utilizacao do OE de C. sinensis verificou-se também um baixo efeito antifungico com todas
as quantidades aplicadas. Com as curvas de crescimento fungico ndo foi possivel verificar
diferencas ao nivel da inibicao fungica, com as quantidades de 5, 10 e 25 pL, pois apresentaram
diametros bastante préximos entre si e bastante préximos aos diametros obtidos com o controlo
(Figura 4.3). Com 50 uL do OE verificou-se uma maior reducdo do crescimento e um significativo
aumento da inibicao fungica, comparativamente as inibicdes obtidas com as restantes quantidades
(Figura 4.3 e 4.9). Estes resultados podem indicar a possibilidade de o OE apresentar uma superior
atividade antifungica em quantidades superiores a 50 L, como é verificado noutros estudos.

Em 2008, Sharma et a/. [139] investigaram o efeito do OE de C. sinensis no crescimento e a na
morfologia de A. niger. Estes autores verificaram que com 3 mg Lt do OE, o crescimento fungico
foi completamente inibido apds 7 dias de incubacao, sugerindo que a atividade antifingica do 6leo
podera ser devida ao ataque da parede celular, retracdo do citoplasma e finalmente a morte do
micélio. Estes investigadores sugeriram que tais modificacdes podem ainda estar relacionadas
com a interferéncia de componentes do OE com reacdes enzimaticas da sintese da parede,
afetando a morfogénese e o crescimento fungico [139].

Viuda-Marto ef a/. [140] verificaram que o OE de C. sinensis apresentou capacidade de reducéo
ou inibicdo do crescimento de A. nigere A. flavus, nas varias concentracdes estudadas (cerca de
2,7 a 9,4 g L1). Os autores verificaram que com o aumento da concentracao do 6leo ocorria uma
diminuicao do crescimento fungico, sendo que com 9 g L* do éleo ocorreu um crescimento que
nao ultrapassou os 0,9 cm nos 9 dias de incubacao, com ambos os fungos.

Vérios autores indicam que a atividade antifungica dos OEs de Cifrus é devida a presenca de

compostos como o limoneno e o linalol [141, 142]. Outros autores atribuem a funcao

60



EFEITO INIBITORIO DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE O CRESCIMENTO E ACUMULACAO DE AFLATOXINAS POR Aspergillus
-Resultados e Discussao-

antimicrobiana do 6leo a compostos fendlicos, dado que a anfipaticidade destes compostos podem
explicar as suas interacdes com a membrana, incutindo em efeito antimicrobiano [143].

Na curva de crescimento fungico obtida com o OFE de C. nardus, observa-se que o 6leo exibiu um
efeito inibitério no crescimento fungico, nas diferentes quantidades aplicadas (5, 10, 25 e 50 pL).
Com o aumento da quantidade do OE, verificou-se um aumento do efeito antifungico, com
diminuicao do didametro das colonias, comparativamente ao verificado no controlo (Figura 4.4).
Este aumento do efeito antifiingico com o aumento da quantidade deste OE foi comprovado pelo
calculo da inibicao fungica. No entanto, a analise estatistica revelou que o aumento da inibicao
fungica foi apenas significativamente diferente com 25 e 50 uL (Figura 4.9).

A inibicdo do crescimento fungico visualizada com este OE vai de encontro ao verificado em
estudos anteriores. Em 2001, foi estudado o efeito de C. nardus no crescimento de A. njger. Neste
estudo foram usadas 100, 200, 400 e 800 mg L* do OE e o fungo foi incubado por 14 dias. Os
autores verificaram que, um aumento da quantidade do 6leo inibia o crescimento fungico, sendo
que com as quantidades mais baixas (100, 200 e 400 mg L) ocorreu desenvolvimento fuingico,
nas condicoes do ensaio. Com 800 mg L do OE, o desenvolvimento do fungo foi completamente
inibido (100 % de inibicao fungica) ao longo dos 14 dias de incubacéo [144]. Os componentes
presentes no oleo de C. nardus sao relatados como o0s principais responsaveis pela atividade
antifungica deste OE. Num estudo publicado em 2003, verificou-se que componentes citronelal e
linalol inibiram completamente o crescimento de todas as estirpes de fungos testadas, numa dose
de 112 mg L. Os resultados sugeriam que o citronelal, e o linalol contribuiram significativamente
para a atividade antifungica visualizada [93]. Num outro estudo foi verificado o crescimento de
varias espécies de Aspergillus foi inibido pelo componente citronelol [145]. Dessa forma, o efeito
antifungico visualizado no presente estudo também podera ter ocorrido devido a presenca do
composto citronelal e citronelol, que se apresentaram como os componentes maioritarios do OE,
na analise quimica efetuada.

O facto de estes componentes exibirem propriedades antifungicas pode dever-se a perturbacao do
sistema da membrana mitocondrial. A disrupcdo da membrana pode ainda estar associada a
reacdes enzimaticas da membrana, como o transporte de eletrdes e protbes e as etapas de
fosforilacdo acopladas [144].

Como se pode visualizar na curva de crescimento fuingico obtida com o OE de L. officinalis presente
na figura 4.5, verificou-se uma baixa inibicdo, dado que o comportamento fuingico obtido com as

diversas quantidades do OE (0, 5, 10, 25 e 50 pL), manteve-se bastante semelhante.
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As inibicdes calculadas e a analise estatistica efetuada comprovam esta observacao, mostrando
que as inibicdes obtidas com as quantidades de 5, 25 e 50 plL foram estatisticamente idénticas
(Figura 4.9). No entanto verifica-se que a quantidade de 10 pL originou uma diminuicao do
crescimento fungico, apos o quarto dia de incubacdo (Figura 4.5) e consequentemente um
significativo aumento da percentagem de inibicdo fungica, comprovado pela analise estatistica
(Figura 4.9). Este resultado pode dever-se a um erro experimental.

Os resultados obtidos para o 6leo de L. officinalis sugerem que as quantidades utilizadas poderao
nao ter sido suficientes para se verificarem maiores diferencas ao nivel da inibicao fungica, sendo
necessario concentracdes superiores para se verificar o seu efeito.

Rashidi et al. [146] estudaram o efeito antifingico de L. officinalis e de outros OEs. Verificaram
que o OE de L. officinalis apresentou um efeito antifingico, com concentracées minimas inibitorias
de 16 670; 66 670 e 41 700 mg L para A. flavus, A. fumigatuse A. niger, respetivamente. Assim,
as diferencas nos resultados obtidos no presente estudo comparativamente ao estudo efetuado
por Rashidi ef a/. [146] podem ser atribuidas a varios fatores incluindo a composicao, a quantidade
do OE e a metodologia utilizada.

O OE de M. alternifolia apresentou um efeito antifungico nas varias quantidades estudadas. Além
disso, o aumento da concentracdo do éleo induziu uma diminuicdo do crescimento fungico,
comparativamente com o controlo, tal como pode ser verificado nas curvas de crescimento
apresentadas na figura 4.6.

No entanto, essa correlacdo foi mais visivel com as concentragdes de 25 e 50 L, uma vez que
se obtiveram inibicdes fungicas superiores. A analise estatistica revelou que a inibicdo fungica
obtida com 50 pL foi significativamente diferente das restantes, mas a inibicdo fungica obtida com
25 uL apenas foi significativamente diferente da inibicdo obtida com 0, 5 e 50 UL (Figura 4.9). A
inibicdo fungica obtida com 10 uL do OE ndo apresentou diferencas estatisticas com as inibicoes
obtidas 0, 5 e 25 UL, o que pode indicar que o OE de M. alternifolia apresenta uma forte
capacidade inibitéria quando utilizado em concentracdes superiores (Figura 4.9). Os resultados
visualizados vao de encontro ao verificado noutros estudos. Num estudo realizado por Lima et a/.
[147], onde se estudou o efeito antifungico do OE de M. alternifolia, com espalhamento de
aliquotas de 0.5, 5, 10 e 15 pL na superficie do meio, os autores verificaram que o éleo inibiu o
crescimento de A. flavus em todas as concentracdes. Porém, o 6leo apresentou baixa eficiéncia
no controlo do crescimento de A. niger. Diferentes autores sugerem que o efeito antifingico de M.

alternifolia pode ser devido a alteracdes ou danos no funcionamento das membranas fungicas,
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provocadas pelos componentes constituintes do OE [98]. O componente terpineno-4-ol, que se
apresentou em maior quantidade neste OE é realcado num outro estudo, uma vez que se mostrou
ativo contra todos os microrganismos do ensaio. Ja o componente p-cimeno, também presente
em elevadas quantidades, ndao demonstrou nenhuma atividade antimicrobiana nesse mesmo
estudo [148].

Nos ensaios realizados com o OE de M. viridifiora verificou-se uma tendéncia para uma diminuicdo
do crescimento fungico com o aumento da quantidade do OE, comparativamente com o controlo.
No entanto, nas placas submetidas a 5 e 10 uL do OE, o crescimento fungico mostrou-se similar
e a analise estatistica efetuada revelou nao existir diferencas entre as inibicdes flngicas obtidas
com ambas as quantidades (Figura 4.7 e 4.9). A analise estatistica também revelou ndo existir
diferencas significativas entre as inibicdes obtidas com 0 e 5 uL e com 5 e 25 pyL. Com a
concentracdo mais elevada do oleo (50 plL), verificou-se um aumento significativo do efeito
antifungico, com uma diminuicdo do crescimento da estirpe de fungo testada (Figura 4.7 e 4.9).
Os resultados apontam para um maior potencial antifungico deste 6leo, para concentracdes mais
elevadas.

A capacidade antifungica do oleo de M. viridiflora pode dever-se ao facto de ser constituido
maioritariamente por 1,8-cineol. Este componente é referido em alguns estudos, pois inibe a
proliferacado fungica quando esta presente em quantidades elevadas [149, 150]. O efeito inibitério
deste OE também podera estar relacionado com o0s componentes presentes em menores
quantidades, que tém um efeito sinérgico com os componentes principais, nomeadamente com o
1,8cineol [151].

Na figura 4.8, que representa a curva de crescimento fungico ao longo dos 10 dias de incubacao
com a utilizacao do OE de P. cablin, verifica-se que ocorreu um baixo efeito antiflingico, pois as
curvas de crescimento obtidas com cada quantidade do oleo estudadas apresentaram
comportamento idéntico entre si e também comparativamente ao controlo. No entanto, é possivel
verificar que nas placas submetidas a 25 pL, a partir dos 6 dias de crescimento, ocorreu uma
menor crescimento flngico e consequentemente uma maior inibicdo fungica, comparativamente
as placas submetidas a 5, 10 e 50 uL do dleo, que, para além de apresentarem crescimentos
similares, apresentaram inibicdes mais aproximadas e estatisticamente idénticas (Figura 4.8 e
4.9). Estes resultados podem indicar a ocorréncia de algum erro experimental que fez com que se
obtivesse melhores resultados com a concentracdo de 25 uL. Também podem indicar que as

guantidades usadas do oleo poderao nao ser as suficientes para a visualizacdo de uma inibicao
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fungica correlacionavel. A utilizacao de concentracdes superiores a 50 uL poderia mostrar a
possibilidade de uma superior atividade antifungica.

Num estudo publicado em 2013, Kocevski et a/. [152] verificaram que o OE de P. cablin inibiu o
crescimento fungico de A. flavus e A. oryzae com uma concentracdo superior a 1500 mg L. A
atividade antiflingica do 6leo podera ser devida a danos em enzimas responsaveis pela producio
de energia, inibicao de compostos essenciais ou até mesmo a desnaturacdo de enzimas

responsaveis pela germinacao dos esporos fungicos [152].

4.2.1.1 Modelacao do crescimento fiingico

Além da avaliacdo do diametro das colonias ao longo dos 10 dias de crescimento e da avaliacao
da inibicdo fungica ocorrida com a aplicacdo dos varios 6leos nas diversas quantidades, procedeu-
se também a uma avaliacéo da velocidade de crescimento fungico (u) e do tempo de crescimento
fungico necessario para a velocidade de crescimento se tornar constante (A), ajustando para o
efeito 0 modelo de Baranyi e Roberts [133] modificado. Os resultados obtidos estdo expostos na

figura 4.10 e 4.11 (Tabela A2.2, Anexo Il).
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Figura 4.10: Valores médios da velocidade de crescimento de A. parasiticus, sob efeito de diferentes
quantidades dos OEs estudados. Os valores seguidos por letras diferentes (a, b, ¢, d) indicam diferencas
significativas, de acordo com os testes de Duncan’s e Dunnett C (P=0,05).

64



EFEITO INIBITORIO DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE O CRESCIMENTO E ACUMULACAO DE AFLATOXINAS POR Aspergillus
-Resultados e Discusséo

Lag (dia)

6
b
b,fc
ajfb a I I af'b a ,
a a
I Zimim I W
! C. sinensis C.nardus L. officinalis M. alternifolia M. w'n'cﬁﬂora P. cablin

C. zeylanicum C. bergamm
OpL m5pL 10puL W25pL m50pL

Figura 4.11: Valores médios do tempo de crescimento Lag de A. parasiticus, sob efeito de diferentes
quantidades dos OEs estudados. Os valores seguidos por letras diferentes (a, b, ¢ e d) indicam diferencas

significativas, de acordo com os testes de Duncan’s e Dunnett C (P=0,05)
Segundo o grafico apresentado na figura 4.10, é possivel verificar que as velocidades de

crescimento flngico com a aplicacdo dos varios OEs foram significativamente diferentes

Com o OE de C. zeylanicum verificou-se a diminuicdo mais significativa da velocidade de
crescimento fungico com o aumento da quantidade do 6leo, comparativamente aos restantes

oleos. Foi ainda possivel verificar que o o6leo apresentou velocidades de crescimento bastante

baixas em todas as quantidades usadas (5, 10, 25 e 50 pL). No entanto, as velocidades de

crescimento obtidas com 5 e 10 L foram estatisticamente idénticas, bem como as velocidades

obtidas com 10, 25 e 50 L (Figura 4.10)
Relativamente ao parametro de crescimento Lag (A), verificou-se um aumento do tempo para o
crescimento fungico atingir uma fase constante, com o aumento da quantidade do OE. Com 50

uL do OE de C. zeylanicum verificou-se um tempo para crescimento contante negativo (Tabela
A2.2, Anexo II), devido ao facto de se ter visualizado um crescimento fungico bastante baixo com

este volume do dleo. Este valor negativo nao tem significado fisico e decorre do erro do ajuste do

modelo a curva de crescimento. No entanto, a analise estatistica revelou que nao existiram

diferencas significativas comparativamente aos restantes tempos para crescimento, obtidos com
65




EFEITO INIBITORIO DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE O CRESCIMENTO E ACUMULACAO DE AFLATOXINAS POR Aspergillus
Resultados e Discusséo-

as outras quantidades testadas. Apenas apresentaram diferencas significativas, os tempos para
crescimento obtidos com O e b L (Figura 4.11).

Com o OE de C. bergamia visualizou-se uma tendéncia para a diminuicao da velocidade de
crescimento com o aumento da quantidade do 6leo. No entanto, a diminuicao da velocidade de
crescimento apenas se mostrou significativa entre o controlo e a maior quantidade de éleo testada
- 50 uL (Figura 4.10).

Relativamente ao parametro de crescimento Lag (A), também foi observada uma tendéncia para
0 seu aumento na presenca do 6leo, embora este aumento nao tenha sido significativamente
diferente em algumas quantidades testadas, nomeadamente com 0, 5e 10 uL e com 5, 25 e 50
uL (Figura 4.11).

Com o OE de C. sinensis foi possivel verificar uma diminuicao geral da velocidade de crescimento
com o aumento da quantidade do OE, embora com algumas variacdes entre quantidades. A analise
estatistica provou a existéncia dessas mesmas variacoes, dado que as velocidades de crescimento
obtidas com 5, 10, 25 e 50 pL nado apresentaram diferencas significativas, bem como as
velocidades de crescimento obtidas com 0 e 10 pL do OE. Estes resultados poderao indicar que
apenas concentracdes elevadas do dleo poderao exibir um efeito antifungico significativo (Figura
4.10).

Relativamente ao parametro de crescimento Lag (A) obtido com as varias quantidades do mesmo
oleo, verificou-se também algumas variacdes. Assim, ndo ocorreu uma correlacdo entre o aumento
da quantidade do 6leo e o tempo para crescimento, sendo que a analise estatistica indicou que o
tempo para crescimento com O L foi estatisticamente idéntico ao de 10, 25 e 50 pL, bem como
o tempo para crescimento obtido com 5 e 50 L. Estes resultados sugerem o que ja foi relatado,
ou seja, a necessidade de superiores quantidades do ¢leo, para se visualizarem uma melhor
correlacdo nos resultados (Figura 4.11).

Com o OE de C. naraus, as velocidades de crescimento tenderam a diminuir com o aumento da
quantidade do éleo, dado que ocorreu uma diminuicao nos didmetros flingicos com esse mesmo
aumento. No entanto, segundo os dados estatisticos, a diminuicdo da velocidade de crescimento
com o0 mesmo oleo, foi estatisticamente diferente apenas na concentracdo de 25 e 50 pyL. Na
concentracdo de 0, 5 e 10 uL ocorreram diferencas ao nivel da velocidade de crescimento, que
estatisticamente nao apresentaram significado (Figura 4.10).

Relativamente ao parametro de crescimento Lag (A) obtido com o mesmo OE, verificou-se que um

aumento da quantidade do éleo originou um aumento do tempo de crescimento necessario para
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a velocidade ser constante. A analise estatistica indicou que o tempo de crescimento foi realmente
diferente entre quantidades, a excecao das quantidades de 5 e 10 L, que nao apresentaram
diferencas significativas (Figura 4.11).

No que se refere aos ensaios realizados com o OE de L. officinalis foi possivel verificar que as
velocidades de crescimento apresentaram uma ligeira diminuicdo com o aumento da quantidade
do oleo. A andlise estatistica indicou que as diminuicdes observadas nas velocidades de
crescimento nao foram significativas (Figura 4.10).

Relativamente ao parametro de crescimento Lag (A), verificou-se que ndo ocorreu correlacdo entre
0 aumento da quantidade do OE de L. officinalis e o tempo para o crescimento. Da analise
estatistica foi possivel verificar que embora exista variacdes ao nivel do tempo de crescimento
fungico entre quantidades, as mesmas foram consideradas estatisticamente idénticas (Figura
4.11). Estes resultados sugerem a necessidade de utilizacao de quantidades maiores deste 6leo,
para a visualizacdo de um efeito antifungico.

Com o oleo de M. alternifolia verificou-se uma diminuicao da velocidade de crescimento fungico
com o aumento da quantidade do o¢leo (Figura 4.10). A analise estatistica revelou que as
velocidades de crescimento para cada quantidade testada, foram significativamente diferentes
entre si, a excecado das velocidades obtidas com O e 5 uL (Figura 4.10).

Os tempos para o crescimento atingir uma velocidade constante tenderam a aumentar com o
aumento da quantidade do OE de M. alternifolia (Figura 4.11). Para a quantidade de 50 pL
verificou-se um tempo para o crescimento negativo (Tabela, Anexo), que se deveu ao facto de ter
ocorrido um baixo crescimento fungico com este volume de 6leo. Ao nivel estatistico verificou-se
que os tempos para crescimento obtidos com 0, 5 e 10 L foram iguais (Figura 4.11).

0O mesmo foi observado com o éleo de M. viridiflora, onde um aumento da quantidade do 6leo
levou a uma diminuicdo da velocidade de crescimento fungico. No entanto, as velocidades de
crescimento das culturas que foram sujeitas a 5 e 10 pL do dleo revelaram ser estatisticamente
idénticas, bem como as velocidades obtidas com 10 e 25 L. A velocidade de crescimento obtida
com 50 pL foi significativamente diferente das restantes (Figura 4.10).

Relativamente ao parametro de crescimento Lag (A) obtido com as varias quantidades do mesmo
oleo, verificou-se que ocorreu um ligeiro aumento, apenas estatisticamente diferente com o volume
de 50 pL. O tempo para crescimento obtido com 5 pL mostrou ndo apresentar diferencas

significativas com os tempos para crescimento obtidos com 10 e 25 ulL (Figura 4.11).
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Ja com o OE de P. cablin verificou-se que ocorreu uma diminuicdo da velocidade de crescimento,
comparativamente as culturas que nao foram expostas ao OE (0 uL). No entanto, a partir de 5 L
nao ocorreu alteracoes significativas da velocidade de crescimento. (Figura 4.10). Verificou-se
ainda com 0 mesmo OE, que os tempos para crescimento fungico ndo foram significativamente
diferentes entre as varias quantidades testadas (Figura 4.11).

Estes resultados podem indicar que as quantidades testadas ndo foram suficientes para a
visualizacdo de uma diferenca significativa entre as velocidades de crescimento e os tempos para

0s crescimentos atingirem uma velocidade constante.

4.2.2 Efeito dos 6leos essenciais na producao de AFs por A. parasiticus

De forma a avaliar a capacidade dos OEs inibirem a producao de AFs (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2),
o fungo A. parasiticus foi inoculado juntamente com diferentes quantidades dos OEs (5, 10, 25 e
50 pL), sendo avaliada a producao de AFs, apos 10 dias de crescimento. Os resultados relativos
a producéo de AFs com os varios OEs estdo representados nas tabelas 4.3 a 4.10 (Tabela A2.3,
Anexo 1I).

Para os OEs que mostraram efeito inibitorio na producdo de AFB1 e AFG1, procedeu-se ao calculo
das respetivas inibicdes. Os resultados de inibicdo da producdo das AFB1 e AFG1 estdo

representados na figura 4.12 e 4.13 (Tabela A2.3, Anexo ).

Tabela 4.3: Producéo de AFs por A. parasiticus, sob efeito de 0, 5, 10, 25 e 50 uL do OE de C. zeylanicum.
Os valores seguidos por letras diferentes (a, b, ¢ e d) indicam diferencas significativas, de acordo com os
testes de Duncan’s e Dunnett C (P=0,05)

Volume (uL) | AFB1 (ug mL?) AFB2 (ug mL?)  AFG1 (ug mL?)  AFG2 (ug mL?)
0 10,74+2,70 b 0,07+0,04 2,41+0,43 b 0,02+0,02
5 0,00+0,00 a 0,00+0,00 0,00+0,00 a 0,00+0,00
10 0,00+0,00 a 0,00+0,00 0,00+0,00 a 0,00+0,00
25 0,00+0,00 a 0,00+0,00 0,00+0,00 a 0,00+0,00
50 0,00+0,00 a 0,00+0,00 0,00+0,00 a 0,00+0,00
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Tabela 4.4: Producao de AFs por A. parasiticus, sob efeito de 0, 5, 10, 25 e 50 uL do OE de C. bergamia.
Os valores seguidos por letras diferentes (a, b, ¢ e d) indicam diferencas significativas, de acordo com os
testes de Duncan’s e Dunnett C (P=0,05)

Volume (uL) | AFB1 (ugmL?)  AFB2 (ug mL') AFG1 (pg mL?Y) AFG2 (pg mL?)
0 10,74+2,70 b 0,07+0,04 2,41+0,43 ¢ 0,02+0,02
5 7,60+0,78 b 0,06+0,01 1,80+0,53 b 0,01+0,00
10 2,84+0,56 a 0,00+0,00 1,1940,34 a 0,00+0,00
25 2,77+0,53 a 0,00+0,00 1,24+0,38 a/b 0,00+0,00
50 7,09+0,54 b 0,06+0,01 1,60+0,44 a/b 0,01+0,00

Tabela 4.5: Producédo de AFs por A. parasiticus, sob efeito de 0, 5, 10, 25 e 50 uL do OE de C. sinensis.
Os valores seguidos por letras diferentes (a, b, ¢ e d) indicam diferencas significativas, de acordo com os
testes de Duncan’s e Dunnett C (P=0,05)

Volume (uL) | AFB1 (ugmL?)  AFB2 (ugmL?) AFG1(ug mL?) AFG2 (ug mL?)
0 10,74+2,70 b 0,07+0,04 2,41+0,43 b 0,02+0,02
5 11,48+0,97 b 0,23+0,02 3,96+0,35¢ 0,06+0,01
10 2,75+0,52 a 0,08+0,02 1,38+0,35 a 0,00+0,00
25 4,17+1,02 a 0,05+0,05 2,40+0,73 b 0,00+0,00
50 10,21+0,8 b 0,22+0,04 4,02+0,08 c 0,07+0,01

Tabela 4.6: Producao de AFs por A. parasiticus, sob efeito de 0, 5, 10, 25 e 50 uL do OE de C. nardus. Os
valores seguidos por letras diferentes (a, b, ¢ e d) indicam diferencas significativas, de acordo com os testes
de Duncan’s e Dunnett C (P=0,05)

Volume (uL) | AFB1 (ug mL?) AFB2 (ug mLY)  AFG1 (ug mL?l) AFG2 (ug mL?)
0 10,74+2,70 b 0,08+0,06 2,41+0,43 c 0,02+0,02
5 427+1,78 a 0,04+0,01 1,35+0,32 b 0,00+0,00
10 1,61+1,02 a 0,00+0,00 0,69+0,08 b 0,00+0,00
25 0,06+0,04 a 0,00+0,00 0,02+0,01 a 0,00+0,00
50 0,00+0,00 a 0,00+0,00 0,00+0,00 a 0,00+0,00
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Tabela 4.7: Producao de AFs por A. parasiticus, sob efeito de 0, 5, 10, 25 e 50 yL do OE de L. officinalis.
Os valores seguidos por letras diferentes (a, b, ¢ e d) indicam diferencas significativas, de acordo com os
testes de Duncan’s e Dunnett C (P=0,05)

Volume (uL) | AFB1 (ug mL?) AFB2 (ug mLY)  AFG1 (ug mL?Y)  AFG2 (ug mL?)
0 10,74+2,70 b 0,08+0,06 2,41+0,43 b 0,02+0,02
5 8,97+0,40 b 0,00+0,00 2,06+0,47 a 0,00+0,00
10 3,08+0,97 a 0,00+0,00 0,88+0,71 a 0,00+0,00
25 3,83+0,31 a 0,00+0,00 1,78+0,41 a 0,00+0,00
50 8,26+0,42 b 0,13+0,02 2,25+0,05 a 0,03+0,00

Tabela 4.8: Producéo de AFs por A. parasiticus, sob efeito de 0, 5, 10, 25 e 50 uL do OE de M. alternifolia.
Os valores seguidos por letras diferentes (a, b, ¢ e d) indicam diferencas significativas, de acordo com os
testes de Duncan’s (P=0,05)

Volume (uL) | AFB1 (ug mL?) AFB2 (ug mLY)  AFG1 (ug mL?Y)  AFG2 (ug mL?)
0 10,74+2,70 d 0,07+0,04 2,41+0,43 d 0,02+0,02
5 3,23+0,36 ¢ 0,14+0,00 1,7320,29 ¢ 0,00+0,00
10 2,42+0,35 ¢ 0,09+0,08 0,81+0,53 b 0,00+0,00
25 0,70+0,24 b 0,03+0,00 0,34+0,14 a/b 0,00+0,00
50 0,00+0,00 a 0,00+0,00 0,00+0,00 a 0,00+0,00

Tabela 4.9: Producéo de AFs por A. parasiticus, sob efeito de 0, 5, 10, 25 e 50 uL do OE de M. viridifiora.
Os valores seguidos por letras diferentes (a, b, ¢, d) indicam diferencas significativas, de acordo com os
testes de Duncan’s (P=0,05)

Volume (uL) | AFB1 (ugmL?)  AFB2 (ugmL?) AFG1(ug mL?) AFG2 (ug mL?)
0 10,74+2,70 b 0,07+0,04 2,41+0,43 ¢ 0,02+0,02
5 5,49+3,18 a/b 0,13+0,06 0,38+0,14 b 0,00+0,00
10 3,24+0,35 a 0,15+0,03 0,33+0,17 b/a 0,00+0,00
25 1,64+0,30 a 0,03+0,01 0,06+0,05 a 0,00+0,00
50 1,561+1,77 a 0,02+0,02 0,05+0,07 a 0,00+0,00
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Tabela 4.10: Producéo de AFs por A. parasiticus, sob efeito de 0, 5, 10, 25 e 50 uL do OE de P. cablin. Os
valores seguidos por letras diferentes (a, b, ¢, d) indicam diferencas significativas, de acordo com os testes
de Duncan’s (P=0,05)

Volume (uL) | AFB1 (ugmL?)  AFB2 (ugmL?) AFG1 (ug mL?) AFG2 (ug mL?)
0 10,74+2,70 b 0,07+0,04 2,41+0,43 b 0,02+0,02
5 1,65+0,30 a 0,06+0,01 1,38+0,65 a 0,00+0,00
10 1,93+0,95 a 0,07+0,08 1,13+£0,12 a 0,00+0,00
25 3,22+2,37 a 0,06+0,02 1,14+0,86 a 0,00+0,00
50 4,62+1,18 a 0,07+0,03 1,3+0,38 a 0,02+0,01
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Figura 4.12: Inibicdo da producao de AFB1 por A. parasiticus, por diferentes quantidades dos OEs de

C. nardus, M. viridifiora, M. alternifolia e C. zeylanicum. Os valores seguidos por letras diferentes (a, b, ¢
e d) indicam diferencas significativas, de acordo com os testes de Duncan’s e Dunnett C (P=0,05).

71



EFEITO INIBITORIO DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE O CRESCIMENTO E ACUMULACAO DE AFLATOXINAS POR Aspergillus
Resultados e Discussao-

c

b b b b c d c c
100 = - = T
o/d ) b/fc
c ‘{
80 I
b
60 b
b
40
20
0 a a a a

C. zeylanicum C. nardus M. alternifolia M. viridiflora

Inibigdo AFG1 (%)

Opul m5ul m10uL =25uL m50ul

Figura 4.13: Inibicdo da producdo de AFG1 por A. parasiticus, por diferentes quantidades dos OEs de
C. naraus, M. viridiflora, M. alternifolia e C. zeylanicum. Os valores seguidos por letras diferentes (a, b, ¢
e d) indicam diferencas significativas, de acordo com os testes de Duncan’s e Dunnett C (P=0,05).

Tal como esperado, comprovou-se a producdo das quatro AFs (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2) pelo
fungo A. parasiticus MUM 92.02, assim como se comprovou a maior producdo de AFB1 e AFGI.
A producdo de ambas estas AFs, com as varias quantidades dos 6leos, foi de uma forma geral
inferior a quantidade das AFs produzidas, quando o fungo néo foi inoculado com OEs (O uL). Estes
resultados sugerem que alguns destes dleos exerceram efeito inibitério ao nivel da producao de
AFs, seja por inibicdo da sua sintese, seja por inibicdo do crescimento fungico.

Verificou-se que com os OEs de C. zeylanicum e C. nardus ocorreu uma forte diminuicdo da
producdo das varias AFs com o aumento da quantidade dos 6leos (Tabela 4.3 e 4.6). Foi também
com estes 6leos que se observou as maiores inibicdes de crescimento do fungo, repercutindo-se
assim numa diminuicao da producdo de AFs. Dado o facto de se terem visualizado concentracdes
de AFs muito baixas e bastante proximas, com as varias quantidades destes 6leos, levou a que de
uma forma geral nao ocorressem diferencas significativas entre as varias quantidades estudadas.
Num estudo publicado me 2002, verificou-se que 2 mg L' do OE de C. zeylanicum inibiu por
completo a producao de AFs, apds 2 semanas de crescimento fungico [125]. Também num estudo

efetuado por Gomori et a/. [153] onde se verificou o efeito de varios OEs (5, 20 e 40 mg) na
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producdo de AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 por A. parasiticus, o OE de C. zeylanicum exibiu um efeito
redutor nas quantidades de AFB1 e AFG2.

A inibicao da producao de AFs com o OE de C. zeylanicum podera estar relacionada com o facto
de apresentar na sua constituicdo um grande fracdo do componente eugenol. Esta relatado que
este componente inibe a producao de AFBI, pelo facto de suprimir a expressdo dos genes
envolvidos na producdo da micotoxina [154].

A elevada inibicdo da producao de AFs verificada com o OE de C. nardus também podera estar
relacionada com o facto de ser constituido por compostos que exercem uma acao inibitéria sob o
crescimento fungico, nomeadamente o citronelol e o citronelal, como ja referido. Num estudo
efetuado em 2007, verificou-se que o OE de C. citratus inibiu na totalidade a producéo de AFB1
por A. flavus, com 1 pL de OE por 1 mL de meio de crescimento. Estes resultados sugerem o
potencial dos OEs de Cymbopogon e a necessidade de uma maior exploracdo da sua acédo ao nivel
da producédo de micotoxinas [114].

Também com o OE de M. alternifolia foi possivel verificar o mesmo, ou seja, uma diminuicéo da
producdo de AFs com o aumento da quantidade do 6leo. A andlise estatistica revelou que as AFB1
obtidas com 5 e 10 ulL nao apresentaram diferencas significativas. Com as AFG1 produzidas pelo
mesmo oleo, verificou-se que as obtidas com os volumes mais elevados também nao foram
consideradas significativamente diferentes (Tabela 4.8). Estes resultados sugerem que também
este OE apresenta uma forte capacidade na inibicdo destas micotoxinas, como ja foi verificado
noutros estudos. Em 2012 avaliou-se o efeito do OE de M. alfernifolia na inibicdo da producao de
AFs por A. parasiticus. Foram obtidas inibicdes maximas de cerca de 67.4, 64.9, 72.6 e 63.3 %
das AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2, respetivamente, com 1% v/v do OE [155]. A eficacia de inibicao
de AFs podera ser atribuida ao componente maioritario presente neste OE (terpineno-4-ol), que ¢
retratado como o agente antiflingico mais ativo de entre os restantes componentes [156].

A mesma situacéo foi verificada com o OE de M. viridiflora, pois um aumento da quantidade deste
oleo gerou uma diminuicdo da producdo das AFs, sendo que os valores de AFB1 e AFG1 obtidos
nas quantidades superiores do ¢leo ndo foram significativamente diferentes. A inibicdo da
producdo de AFs com o OE de M. viridiflora podera estar associada aos componentes maioritarios
presentes no 6leo, nomeadamente o 1,8-cineol, dado que num estudo realizado por Shukla et &/,
[151] verificou-se que a producao de AFs foi inibida com 0,918 mg mL* de 1,8-cineol.
Verificou-se com os OEs de C. bergamia, C. sinensis e L. officinalis que um aumento da quantidade

ndo induziu um efeito inibitdrio na producao de AFs. Com estes mesmos oleos foi visivel que com
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um aumento de 10 pL para 50 pL, ocorreu uma producao significativa de AFB1. As AFBI1
produzidas com 50 L foram consideradas idénticas as obtidas com as quantidades mais baixas
do ¢leo, 0 que pode indicar que os mesmos 6leos nao apresentam capacidade de inibicao da
producdo de AFs ou possuem uma maior inibicdo até determinada quantidade, sendo que acima
dessa quantidade o 6leo induza novamente a producédo de AFs e ndo a sua inibicdo (Tabela 4.4,
4.5, 4.7).

Com o OE de P. cablin, verificou-se um baixo potencial na inibicdo da producdo de AFs, pois nao
ocorreu uma variacdo significativa com os varios volumes estudados (Tabela 4.10). Estes
resultados sugerem que as quantidades estudadas poderdo ndo ter sido suficientes para a
visualizacado dessa diminuicdo nas AFs. O OE poderia também nao ter inibido a producédo de AFs
pelo facto de também nao ter exercido alteracdes nos didametros das colonias.

Os resultados encontrados sugerem que de uma forma geral os OEs exerceram efeito inibitorio ao
nivel da producdo de AFs. No entanto, estes resultados ndo permitem clarificar se essa inibicdo
ocorreu devido a uma inibicdo do crescimento flngico ou se ocorreu devido a uma inibicao direta
da sintese das AFs. Na tentativa de elucidar o peso relativo de cada um destes efeitos, foi estudada
a correlacdo existente entre o diametro das coldnias de A. parasiticus e a producéo das AFB1, na

presenca dos varios OEs, nas diversas quantidades estudadas (Figura 4.14) (Tabela A2.4, Anexo

).
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Figura 4.14: Correlacao entre o didametro de crescimento de A. parasiticus e a producao da AFB1, com os
varios OEs estudados.
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Os resultados apresentados na figura 4.14 permitem ter uma breve nocao acerca da causa da
inibicao de AFs, pois parece visivel que com os OEs de C. zeylanicum, C. nardus, M. alternifolia e
M.viridiflora ocorreu uma inibicdo direta na sintese de AFB1, dado que coldnias com didametros
aproximados aos diametros do controlo produziram uma menor quantidade de AFB1. Com os
restantes OEs verificou-se um crescimento fungico e uma producao de AFs idénticos ao verificado
no controlo, o que nao permite clarificar o peso relativo destes dois efeitos flingicos.

Estes resultados carecem de mais repeticdes de forma a garantir com uma maior certeza se a
inibicdo da AFB1 foi devida a inibicdo do crescimento fungico ou se foi devido a uma inibicao direta

na producao de AFs.
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4.3 O ergosterol como medida da biomassa fingica

4.3.1 Correlacao entre o teor de ergosterol e outras variaveis de medicao fiingica

O ergosterol é um constituinte da membrana plasmatica dos fungos. E um esterol caracteristico
dos fungos uma vez que que sé estes organismos o conseguem sintetizar. Dessa forma, o
ergosterol torna-se um bom indicador do crescimento fungico, sendo uma alternativa para a
avaliacao das alteracdes do crescimento fungico.

Neste estudo, avaliou-se o didmetro das coldnias, o peso seco fungico e a concentracdo de
ergosterol, de forma a verificar a ocorréncia de uma correlacado entre as mesmas variaveis de
medicdo do crescimento fungico. Tal correlacado é necessaria, pois nem sempre o desenvolvimento
fungico em géneros alimentares é feito na forma de uma coldnia em crescimento, pelo que a
quantificacdo do fungo por medicdo do didmetro da colénia ndo é viavel. Os resultados obtidos

estdo expostos na figura 4.15 e 4.16 (Tabela A2.5, Anexo II).
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Figura 4.15: Correlacao entre o teor de ergosterol fungico e o quadrado do didametro das colonias fungicas
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Figura 4.16: Correlacao entre o teor de ergosterol fungico e o peso seco das coldnias fungicas.

Segundo a figura 4.15, é possivel verificar que ocorreu uma boa correlacao entre o teor de
ergosterol e 0 quadrado do didmetro das colonias fungicas com Rz de cerca de 0,99. Assim, um
aumento do didametro das coldnias levou a um aumento do teor de ergosterol na membrana
fungica, dado que o fungo se encontrava em crescimento.

Ja na figura 4.16 é possivel verificar que ocorreu pouca correlacao entre o teor de ergosterol e 0
peso seco fungico. Esta baixa correlacdo pode estar relacionada a alguns erros de cariz
experimental. O facto de a determinacao do peso seco passar por um procedimento experimental
bastante mais complexo do que a medicdo do diametro fungico, podera levar a introducao de erros
experimentais.

Estes resultados relativos ao ergosterol e peso seco flingico ndo vao de encontro ao verificado num
estudo realizado por Abu-Taleb ef a/ [155]. Os autores verificaram que o teor de ergosterol
apresentou uma relacdo linear com o peso seco fungico, com coeficiente de correlacdo de cerca
de 0,99.

Apesar do correlacionamento com 0 peso seco nhao ter sido bom, devido as razoes ja apresentadas,
a analise do teor de ergosterol parece ser um teste Util para a medicao do crescimento fungico,

dado que se correlaciona muito bem com as medicdes de diametro das colonias.
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4.3.2 Teor de ergosterol em graos de milho

O milho é extremamente suscetivel a deterioracao por fungos. O nivel de contaminacdo € um
aspeto importante a ser considerado quando se avalia a qualidade do milho para consumo humano
e animal. Como o crescimento fungico em alguns cereais pode ndo ser visivel a olho nu ou
detetavel com alguns métodos, a quantificacdo do ergosterol ¢ uma alternativa para estimar o
crescimento dos fungos.

Assim, neste trabalho experimental procedeu-se a uma avaliacdo da contaminacao fungica de
graos de milho pela analise do teor de ergosterol. Dessa forma, avaliou-se o teor de ergosterol de
graos de milho previamente tratados com radiacdées UV e sem qualquer tratamento, apdés 6 e 8

dias de incubacao. Os resultados do teor de ergosterol obtido estdo expostos na tabela 4.11.

Tabela 4.11: Teor de ergosterol de amostras de milho tratadas com radiacao UV e sem qualquer tratamento

Sem tratamento UV Com tratamento UV
6 dias de incubacao 3,72 mg mL! 1,28 mg mL*
8 dias de incubacao 6,18 mg mL* 1,73 mg mL*
Controlo 2,91 mg mLt

Segundo a tabela 4.11 é possivel verificar que o tratamento dos graos de milho com radiacdo UV
levou a diminuicdo da contaminacdo fungica ja presente nos mesmos graos, dado que o milho
rececionado que foi logo submetido a avaliacdo (controlo) apresentou maior quantidade de
ergosterol que o milho que foi sujeito a tratamento com UV.

Também ¢é possivel verificar segundo a mesma tabela, que nos varios dias avaliados, o milho que
nao foi submetido a qualquer tratamento apresentou maior teor de ergosterol, o que podera indicar
uma maior contaminacao fungica, do que o milho que néo foi submetido a tratamento. Isto podera
ser devido ao facto de que com o tratamento por UV o milho sofreu um processo de
desinfecao/esterilizacdo antes de ser incubado, sendo os resultados de ergosterol visualizados
correspondentes ao crescimento fungico visivel apos a incubacao. O milho que nao foi tratado
apresentou um maior teor de ergosterol, pois apresentava maior contaminacao fungica antes de
ser incubado.

Verifica-se ainda que um aumento dos dias de incubacao levou a uma aumento do teor de
ergosterol fungico, quer para o milho que foi submetido a tratamento, quer para o milho que nao

foi submetido a qualquer tratamento.
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Para além de uma superior concentracdo de ergosterol verificada no milho que néo foi submetido
a tratamento por UV, visualizou-se também a presenca de contaminacao visivel e a presenca de

insetos nas placas (Figura 4.17).

a) b)

Figura 4.17: Contaminacao visivel no milho nao submetido a tratamento UV: a) proliferacéo fungica e b)
presenca de insetos.

Segundo os resultados obtidos, é possivel verificar que a quantificacdo do teor de ergosterol pode
ser utilizada como um bom indicador da contaminacao fungica em sementes e gréos, tal como
indicam varios autores. Moraes et al. [122] verificaram também que a quantificacao do teor de
ergosterol de 40 amostras de milho mostrou-se bastante eficaz na avaliacdo do grau de
contaminacao fungica dos graos, com obtencdo de uma média de ergosterol de cerca de 5,5
mg kg

Estes resultados preliminares demostram o potencial do doseamento de ergosterol como medida
da quantificacao da contaminacao fungica no milho. Esta metodologia poderia assim ser empregue

para a avaliacao do efeito de OEs no crescimento fungico verificado no milho.
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Com este trabalho experimental pretendia-se avaliar o efeito de varios OEs no crescimento e na
producado de AFs por A. parasiticus. Apds analisados e discutidos os resultados obtidos, verifica-se
que o trabalho desenvolvido foi de encontro ao que era proposto inicialmente.

Relativamente a avaliacao da proliferacao fungica, nem todos os OEs produziram o efeito inibitorio
desejado. Apenas os OEs de C. zeylanicum, C. nardus, M. alternifolia e M. viridiflora inibiram o
crescimento fungico de A. parasiticus, em condicbes /n vifro. Essa inibicdo tendeu a aumentar
com o aumento do volume, atingindo 95, 94, 80 e 91% de inibicdo com a quantidade superior
testada (50 pL) dos mesmos oleos, respetivamente. Os OEs de C. bergamia, C. sinensis,
L. officinalise P. cablin ndo exibiram efeitos no crescimento fungico, nas quantidades estudadas,
sendo que as coldnias que cresceram em contacto com estes 6leos mostraram ser semelhantes
as coldnias que cresceram sem a presenca de OEs.

A modelacao do crescimento fungico permitiu comprovar o efeito dos OEs sobre a velocidade de
crescimento e sobre o tempo para crescimento do fungo.

Relativamente a inibicdo da producédo das varias AFs estudadas, verificou-se que ocorreu de uma
forma geral uma diminuicdo da sua producdo com a aplicacdo dos OEs, comparativamente com
as AFs produzidas quando o fungo nao foi sujeito a qualquer OE. No entanto, essa inibicao foi
mais visivel com os OEs de C. zeylanicum, C. nardus, M. alternifolia e M. viridiflora. Além disso, a
inibicao visualizada tendeu a aumentar com o aumento da quantidade dos mesmos oleos,
verificando-se até que as quantidades mais elevadas permitiram uma inibicdo completa da
producédo de AFs. Os OEs de C. bergamia, C. sinensis, L. officinalis e P. cablin nao inibiram a
producao de AFs, nas condicdes testadas. Este trabalho permitiu ainda ter uma breve nocéo acerca
da possivel causa da inibicdo de AFs. Tudo indica que esta inibicdo ocorreu devido a uma inibicao
direta da sintese de AFs e nao apenas devido ao facto de ter ocorrido uma inibicao do crescimento
fungico com alguns dos OEs. No entanto, serdo necessarias mais repeticdes para avaliar com uma
maior certeza o peso relativo de cada um destes efeitos.

Através da analise quimica dos OEs foi possivel verificar que os componentes linalol e limoneno
foram encontrados na maioria dos 6leos, a excecdo do OE de P. cablin. Estes componentes
poderao ter sido os responsaveis pela inibicdo fungica e pela inibicdo da producao de AFs
visualizada, dado que séo relatados em varios estudos como componentes com uma forte acao
antifungica. Foram também identificados outros componentes inibidores nos OEs que se
destacaram, nomeadamente o eugenol, o geraniol, o citronelal, o citronelol, o terpineno-4-ol, o

p- cimeno e o 1,8-cineol. Estes componentes em associacdo com o limoneno e/ou o linalol,
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poderdo ter desenvolvido uma acdo sinérgica, que proporcionou 0 maior efeito antifungico
visualizado nos OEs de C. zeylanicum, C. bergamia, C. sinensise C. nardus.

Este trabalho elucidou ainda que o método de quantificacdo de ergosterol podera ser uma boa
alternativa para a medida da biomassa fungica, dado que a correlacdo entre a producéo de
ergosterol e o diametro fungico foi alta (r=0,99), indicando uma boa equivaléncia entre as técnicas.
Ainda assim, este método permitiu tracar o perfil de contaminacao fungica de amostras de milho
com e sem tratamento UV ao longo de varios dias de incubacao, representando uma possibilidade
para a avaliacdo do grau de contaminacao fungica do milho.

Os resultados demostram a elevada potencialidade dos OEs como inibidores do crescimento e da
producdo de toxinas fungicas, sendo essencial aprofundar esta tematica em trabalhos futuros.
Uma das investigacdes que poderiam ser realizadas futuramente era a avaliacdo do efeito isolado
dos componentes presentes nos OEs sobre o crescimento fungico e a producao de AFs, pois neste
trabalho nao ficou claro se os resultados de inibicdo do crescimento e da producao de AFs obtidos
se deveram apenas a um dos componentes dos OEs, ou se deveram a combinacao de varios
componentes, através de um efeito sinérgico. Seria interessante investigar também a existéncia
de compostos que podem exercer efeitos indutores em determinados volumes, principalmente nos
OEs que nao inibiram o crescimento e a producéo de AFs, nas condicdes testadas. Caso isso se
verifique, seria necessario estudar as condicdes para que os componentes inibidores prevalecam
sobre os componentes indutores. Outra das possiveis investigacdes futuras seria estudar o efeito
destes OEs noutros potenciais fungos toxigénicos, de forma a verificar se o comportamento
inibitorio se manteria.

Os resultados preliminares obtidos com a avaliacdo do ergosterol permitiram verificar o potencial
desta técnica como medida da proliferacéo fungica. Dessa forma, seria interessante em trabalhos
futuros aprofundar a investigacdo neste campo, nomeadamente na quantificacdo do ergosterol
para a avaliacdo de uma possivel inibicdo do crescimento fungico em milho e noutras matrizes
alimentares, com a aplicacao de OEs.

Assim, a investigacao nos efeitos antimicrobianos dos OEs é de extrema importancia, pois pode
vir a contribuir para o desenvolvimento de métodos de conservacdo alimentar ambientalmente

sustentaveis e economicos.
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Anexo | - Curvas de Calibracao

1. Curva de calibracéo e limites de detecao e quantificacao das AFs
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Figura Al.1: Curva de calibracdo da AFB1 a ganho 10.
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Figura A1.2: Curva de calibracdo da AFB2 a ganho 10.
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Figura A1.3: Curva de calibracdo da AFG1 a ganho 10.
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Figura Al.4: Curva de calibracdo da AFG2 a ganho 10.
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Figura A1.5: Curva de calibracdo da AFB1 a ganho 100.
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Figura A1.6: Curva de calibracdo da AFB2 a ganho 100.
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Figura A1.7: Curva de calibracdo da AFG1 a ganho 100.
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Figura A1.8: Curva de calibracdo da AFG2 a ganho 100.
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Figura A1.9: Curva de calibracdo da AFB1 a ganho 1000.
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Figura A1.10: Curva de calibracao da AFB2 a ganho 1000.
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Figura A1.11: Curva de calibracdo da AFG1 a ganho 1000.
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Tabela Al.1: Limites de quantificacao das AFs
Limites de quantificacao das AFs (ug mL")
AFB1 AFB2 AFG1 AFG2
Ganho 10 0,16 0,08 0,05 0,06
Ganho 100 0,17 0,16 0,16 0,17
Ganho 1000 0,06 0,02 0,02 0,01
Tabela A1.2: Limites de detecdo das AFs
Limites de detecao das AFs (ug mL+)
AFB1 AFB2 AFG1 AFG2
Ganho 10 0,05 0,02 0,02 0,02
Ganho 100 0,05 0,05 0,05 0,05
Ganho 1000 0,01 0,00 0,01 0,00
2. Curva de calibracao do ergosterol
180
y=4,1471x-0,679
160 R?=0,9998 .+~
140 '.
120
o 100
] -
< o s
60
40 t
20 .
0 ° )
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentragdo (mg mL1)

Figura A1.13: Curva de calibracao do ergosterol.
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Anexo Il — Dados experimentais
1. Crescimento flngico
Tabela A2.1: Inibicdo do crescimento de A. parasiticus, por diferentes quantidades dos OEs estudados. Os

valores seguidos por letras diferentes (a, b, c, e d) indicam diferencas significativas, de acordo com os
testes de Duncan’s e Dunnett C (P=0,05)

Oleos essenciais Volume (pL) Inibicdo Fungica (%)+ DP
0,00+2,59 a
5 84,34 +8,40 b
C. zeylanicum 10 82,19 £18,09b
25 94,59+ 1,32 b
50 95,09 + 0,00 b
0,00+2,59 a
5 4,79 +1,23b
C. bergamia 10 590+ 0,60hb
25 8,27 +3,07b
50 14,86 + 3,09 ¢
0,00+£2,59 a
5 7,66 0,94 c
C. sinensis 10 430+1,13b
25 6,63+ 1,55b/c
50 11,34+ 2,32 d
0,00+2,59 a
5 22,39 +7,13a/b
C. nardus 10 40,66 +4,49 b
25 88,567 2,65 ¢
50 94,47 + 0,55 d
0,00+2,59 a
5 295+ 1,07a
L. officinalis 10 7,00+ 3,37 b
25 233+1,35a
50 1,72+ 1,06 a
0,00+2,59 a
5 1240+ 1,87 b
M. alternifolia 10 16,5+ 06,65 a/b/c
25 49,14 +9,32 ¢
50 91,06 +0,31 d
0,00+2,59 a
5 15,23 +9,17 a/b/c
M. viridifiora 10 10,93+1,82hb
25 28,44 + 4,09 c

50 80,34 + 8,44 d
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Tabela A2.2: Inibicdo do crescimento de A. parasiticus, por diferentes quantidades dos OEs estudados. Os
valores seguidos por letras diferentes (a, b, ¢, e d) indicam diferencas significativas, de acordo com os
testes de Duncan’s e Dunnett C (P=0,05)- continuacao

0,00+£2,59 a
5 6,02 + 3,25a/b

P. cablin 10 8,34 +3,32h
25 1496 + 7,16 ¢

50 7,66 +0,71b

Tabela A2.2: Valores médios da fase lag e da taxa de crescimento de A. parasiticus, sob efeito de diferentes
quantidades dos OEs estudados. Os valores seguidos por letras diferentes (a, b, ¢ e d) indicam diferencas
significativas, de acordo com os testes de Duncan’s e Dunnett C (P=0,05)

Valores médios + DP

Oleos essenciais Volume (pL)
Lag (dia) Vel (cm dia )
0,30+0,18 a 1,09+0,09 c
5 6,11 £1,33b 0,61+0,17 b
C. zeylanicum 10 5,66+4,96 a/b 0,32+0,34 b/a
25 81,08+96,58 a/b 0,05+0,10 a
50 -425,26+676,36 a/b 0,03+0,11 a
0,30+0,18 a 1,09+0,09 a
5 0,55+0,57 a/b 1,07+0,03 a/b
C. bergamia 10 0,48+0,13 a 1,03+0,03 a/b
25 0,89+0,06 b 1,04+0,02 a/b
50 1,41+0,13 b 1,00+0,02 b
0 0,30+0,18 a 1,09+0,09 b
5 1,03+0,01 b 1,03+£0,01 a
C. sinensis 10 0,46+0,08 a 1,06+0,02 a/b
25 0,42+0,18 a 1,02+0,04 a
50 0,73+£0,26 a/b 0,98+0,02 a
0 0,30+0,18 a 1,09+0,09 c
5 2,63+0,90 b 1,17+0,11 c
C nardus 10 3,18+0,64 b 1,07+0,14 ¢
25 3,19 +0,68 ¢ 0,43+ 0,30 b
50 9,46+2,20 d 0,12+ 0,08 a
0 0,30+0,18 a 1,09+0,09 a
5 0,18+0,01 a 1,03+£0,01 a
L. officinalis 10 0,15+0,41 a 1,00+0,10 a
25 0,27+0,31 a 1,07+0,04 a
50 0,33+0,09 a 1,00+0,02 a
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Tabela A2.2: Valores médios da fase lag e da taxa de crescimento de A. parasiticus, sob efeito de diferentes
quantidades dos OEs estudados. Os valores seguidos por letras diferentes (a, b, ¢ e d) indicam diferencas
significativas, de acordo com os testes de Duncan'’s e Dunnett C (P=0,05)- continuacéo

0,30£0,18 a 1,09£0,09 e
5 0,78 +0,23 a 0,99+0,021 d
M. alternifolia 10 0,66+0,38 a 0,87+0,05 ¢
25 2,34 +0,83 b 0,68+0,13 b
50 -854,11+658,09a/b 0,04+0,07 a
0,30£0,18 a 1,09+0,09 d
5 1,48+0,61 b/c 1,05+0,00 c/d
M. viridifiora 10 0,92+0,62 b 0,97+0,88 b/c
25 2,15£0,78 ¢ 0,92+0,05 b
50 5,10+1,39 d 0,71+0,20 a
0 0,30£0,18 a 1,09+£0,09 a
5 0,25+0,08 a 0,97+0,02 a
P. cablin 10 0,29+0,17 a 0,96x0,05 a
25 0,46+0,35 a 0,96x0,07 a

50 0,26+0,05 a 0,95+0,00 a
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2. Producao de AFs

Tabela A2.3: Inibicdo da producao de AFs por A. parasiticus por diferentes quantidades dos OEs estudados.
Os valores seguidos por letras diferentes (a, b, ¢ e d) indicam diferencas significativas, de acordo com os

testes de Duncan’s e Dunnett C (P=0,05)

Inibicao de AFs (%) + DP

Oleos essenciais Volume (pL)
AFB1 AFG1
0 0,00+25,18 a 0,00+17,82 a
5 99,97+0,05 b 99,79+0,23 b
C. zeylanicum 10 99,98+0,05 b 100+0,00 b
25 100+0,00 b 100+0,00 b
50 100+0,00 b 100+0,00 b
0 0,00+£25,18 a 0,00+17,82 a
5 60,29+16,59 b 43,98+13,18 b
C. nardus 10 85,03+9,53 b 71,47+3,34 b
25 98,04+4,50 b 99,74+ 0,58 ¢
50 100 + 0,00 b 100+ 0,00 c
0 0,00+25,18 a 0,00+17,82 a
5 69,89 £ 3,22 b 28,01+11,87 b
M. alternifolia 10 77,50+3,23 b 66,25+22,05 ¢
25 93,561+2,22 ¢ 85,89+5,96 c/d
50 100+0,00 d 100+0,00 d
0 0,00+£25,18 a 0,00+17,82 a
5 48,87+29,64 a/b 84,23+5,60 b
M. viridiflora 10 69,80+3,22 b 86,17+7,07 b/c
25 84,73+2,82 b 97,51+1,95¢
50 85,96+16,45 ¢ 97,80+£3,11 ¢

Tabela A2.4: Valores médios do diametro de crescimento e da producéo de AFs por A. parasiticus sob efeito
de diferentes quantidades dos varios OEs

Oleos essenciais Volume (pL) Diametro (cm) + DP AFB1 + DP
5 2,57+0,69 0,00+0,00
) 10 2,13+2,28 0,00+0,00

C. zeylanicum
25 0,35+0,29 0,00+0,00
50 0,20+0,28 0,00+0,00
5 8,22+0,03 7,60+0,78
] 10 8,25+0,00 2,84+0,56

C. bergamia
25 8,23+0,06 2,77+0,53
50 8,15+0,09 7,09+0,54
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Tabela A2.4: Valores médios do diametro de crescimento e da producéo de AFs por A. parasiticus sob
efeito de diferentes quantidades dos varios OEs- continuacéo

5 7,98+0,03 11,48+0,97
] ] 10 8,27+0,12 2,75+0,52

C. sinensis
25 8,19+0,01 4,17+1,02
50 8,05+0,09 10,21+0,8
5 7,89+0,24 427+1,78
C. nardus 10 6,68+0,09 1,61+1,02
’ 25 2,31+1,42 0,06+0,05
50 0,55+0,04 0,00+0,00
5 8,25+0,05 8,97+0,40
o 10 8,09+0,19 3,08+0,97

L. officinialis
25 8,27+0,06 3,83+0,31
50 8,08+0,06 8,26+0,42
5 7,63+0,18 3,23+0,36
o 10 7,59+0,21 2,42+0,35

M.alterifolia
25 5,50+1,22 0,70+0,24
50 0,87+0,06 0,00+0,00
5 8,28+0,11 5,49+3,18
o 10 8,09+0,11 3,24+0,35

M. viridifiora
25 7,08+0,83 1,64+0,30
50 2,05+0,26 1,51+1,77
5 8,25+0,05 1,65+0,30
] 10 8,21+0,08 1,93+0,95

P. cablin
25 7,93+0,34 3,22+2,37
50 8,17+0,03 4,62+1,18
1,81+£0,21 0,34+0,14
4,00+0,05 4,96+1,25
Controlo

7,23+0,16 8,65+1,23
8,40+0,08 10,73+2,70
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3. Relacao Ergosterol/ Diametro/ Peso Seco
Tabela A2.5: Dados experimentais do teor de ergosterol, diametro e peso seco flingico.
Ergosterol (mg mL") Quadrado do diametro (cm?) Peso seco fiingico (g)
0,00 0,00 0,00
4,02 5,52 0,28
3,91 5,29 0,28
4,13 5,29 0,40
15,73 16,81 0,25
18,12 16,40 0,24
19,04 16,40 0,24
42,41 37,21 0,17
42,57 36,60 0,20
32,59 37,82 0,14






