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Resumo:

O fungo Aspergillus parasiticus produz micotoxinas que contaminam
alimentos e racfes, sendo consideradas prejudiciais a saude da populacéo
humana e animal. A principal classe de micotoxinas produzidas pelo A.
parasiticus é das aflatoxinas, responsaveis por efeitos de mutagenicidade,
hepatoxicidade e teratogenicidade. Este trabalho teve por objetivo investigar
a atividade antifungica de 6leos essenciais (OEs) comerciais de Eugenia
caryophyllus (OEC), Cymbopogon martini (OEP), Litsea cubeba (OEL),
Pimpinella anisum (OED) e Cymbopogon nardus (OECN) em A. parasiticus.
Dos OEs avaliados, apenas o 6leo essencial de cravo (OEC) apresentou
Concentracao Inibitério Minima (CIM) inferior a 1000 pg/mL que apresentaria
vantagens na acéo fungicida. O OEC foi caracterizado por cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas, tendo como principal
componente o eugenol (81,98%). A atividade antifungica do 6leo foi
determinada através da CIM e da Concentracdo Fungicida Minima (CFM),
sendo 500 pg/mL para ambas. O OEC reduziu o desenvolvimento micelial
de A. parasiticus em todas as concentragdes, e a inibicdo nos tratamentos
com 500 e 1000 pg/mL foi de 100%, em 250 pg/mL foi de 55%, em 125
png/mL foi de 34% e na concentracdo de 62,5 ug/mL foi de 17,5%. A reducéo
da biomassa pelo OEC foi avaliada pela determinacdo de ergosterol
espectrofotometricamente, onde o controle fungico apresentou 0,002% de
teor de ergosterol, e os tratamentos nas concentragdes de 125 pug/mL e 250
png/mL, respectivamente, 0,0001% e 0,0002% de ergosterol. Os resultados
obtidos demonstraram que o OEC apresentou potencial fungicida em A.
parasiticus.

Introducéo

A contaminacgdo fungica € um fator preocupante para a agricultura e
industria de alimentos, devido a contaminacdo por micotoxinas que
comprometem a seguranca alimentar e, por conseguinte, € um problema de
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Aspergillus sp. sédo as Aflatoxinas, sendo que as trés principais espécies
produtoras sdo A. flavus, A. parasiticus e A. nomius. Dependendo da
duracdo e nivel de exposi¢do, proporciona uma diversidade de efeitos
toxicos, incluindo hepatotoxicidade, mutagenicidade e teratogenicidade.
Atualmente sdo exploradas substancias e compostos capazes de substituir
os fungicidas sintéticos por antifingicos naturais e menos toxicos. Os Oleos
Essenciais (OEs) sao produtos do metabolismo secundario de plantas, que
apresentam papel na protecdo contra microrganismos patdgenos que
ameacam a saude e integridade vegetal (NOGUEIRA et al., 2010).

Assim sendo, o estudo teve como objetivo avaliar a atividade de
diferentes 6leos essenciais comerciais no crescimento e desenvolvimento do
A. parasiticus.

Materiais e métodos

Os Oleos essenciais (OEs) de Eugenia caryophyllus (OEC),
Cymbopogon martini (OEP), Litsea cubeba (OEL), Pimpinella anisum (OED)
e Cymbopogon nardus (OECN) foram adquiridos no comércio local da
cidade de Maring4, Brasil. A. parasiticus foi obtido do banco de isolados do
Laboratorio de Toxicologia/lUEM, sendo cultivado em meio Batata Dextrose
Agar (BDA) por 7 dias/25°C. Apenas o OEC apresentou resultados
promissores para uso como fungicida, portanto sua caracterizagcdo foi
realizada por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM). Os compostos presentes foram identificados analisando
os tempos de retencéo e confirmados através de uma mistura padréo de n-
alcanos (Cg-Cy, Sigma-Aldrich). A Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) foi
realizada seguindo a norma M38-A2 preconizada pelo National Committee
for Clinical Laboratory Standart, e para a confirmacdo foi realizado a
Concentracdo Fungicida Minima (CFM). Para o desenvolvimento micelial o
isolado foi cultivado na auséncia (controle fungico) e presenca (testes) do
OEC no meio de cultura agar YES (Yeast Extract Sucrose). Os meios testes
continham OEC nas concentragfes de 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pg/mL. O
fungo foi inoculado com um plug central, e entéo, as placas foram incubadas
em incubadora BOD por 15 dias a 25°C no escuro. Foi calculada a
porcentagem de inibicdo do crescimento radial utilizando a formula de Tian
et al. (2011). O microcultivo foi realizado de acordo com Canela (2013).
Suspensdes de A. parasiticus foram inoculadas com auxilio de alga em
pequenos blocos de meio BDA, em camara de microcultivo e incubadas a
25°C durante 10 dias. O meio BDA, por sua vez, continha o OEC nas
concentragfes de 250, 500 e 1000 pug/mL. Apos a incubacéo foi realizado a
coloracdo das laminas com lactofenol azul de algod&o e foi examinada no
microscopio optico com camara acoplada. A biomassa fangica foi calculada
pela determinacao de ergosterol no controle e testes pelo método de Tian et
al. (2012). A suspensdo de 1x10° pg/mL conidios de A. parasiticus foi
inoculada em meio YES contendo concentracdes de 125, 250, 500 e 1000
pg/mL de OEC. A porcentagem de ergosterol para avaliar o efeito na
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biomassa pelo OEC foi determinada por espectrofotometria entre 230 e 300
nm (Tian et al., 2012).

Resultados e Discussao

A CIM dos OEs de Cymbopogon martini (OEP), Litsea cubeba (OEL),
Pimpinella anisum (OED) e Cymbopogon nardus (OECN) foram acima de
1000 pg/mL, apenas o de Eugenia caryophyllus (OEC) apresentou o valor da
CIM e da CFM do OEC de 500 pg/mL.

A atividade antifingica do OEC em A. parasiticus apresentou um
efeito dose dependente. O OEC reduziu o desenvolvimento micelial de A.
parasiticus em todas as concentragbes avaliadas. A inibicdo do
desenvolvimento micelial foi de 17,5% em 62,5 pg/mL de OEC, em 125
pg/mL foi de 34% e de 55% em 250 pg/mL. Houve inibicdo total do A.
parasiticus nas concentracdes de 500 e 1000 pug/mL do OEC.

A caracterizagdo quimica dos componentes do OEC esta
demonstrada na Tabela 1, o eugenol foi o composto majoritario (81,98%). O
eugenol apresenta propriedades antimicrobiana e antifungica (PINTO et al.,
2019). Além disso, o cariofileno e o 6xido de cariofileno exibem atividade
antimicrobiana (ALVES et al., 2018).

Tabela 1. Composi¢cédo quimica do 6leo essencial de cravo (Eugenia caryophyllus)
determinado por CG/MS.

COMPOSTO TR (min.) (%)
Oxido de cariofileno 31,54 1,28
a-humolene 26,42 2,95
Cariofileno 25,05 11,73
Eugenol 22,68 81,98
TOTAL (%) 91,22

*TR: Tempo de retencéo

Na microscopia, o controle fungico (figura 1A) apresentou formagao
de conidioforos completos, com hifas de superficie lisa e septadas. Na figura
1C e 1D, as hifas estavam enrugadas e murchas devido a acdo nas
concentracdes de 500 e 250 pg/mL. O tratamento na concentracado de 1000
ng/mL apresentou hifas envergadas, com rugas na superficie celular,
esvaziamento do conteudo citoplasmatico e poucos septos, quando
comparada ao controle fungico.

Observamos que no conteudo da membrana plasmatica do fungo, o
controle fungico apresentou 0,002% de ergosterol. J& nos tratamentos com
OEC, nas concentracdes de 500 e 1000 pg/mL ndo houve producao de
ergosterol, ou seja, o0 OEC inibiu completamente a formac&o da biomassa
fungica. Ja na concentracdo de 125 e 250 pug/mL de OEC apresentaram
respectivamente, 0,0002% e 0,0001% de ergosterol, ocorrendo uma grande
reducdo no desenvolvimento da biomassa do A. parasiticus, indicando agao
dos componentes do OEC na biossintese do ergosterol.
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Figura 1. Microscopia 6ptica através de um\sistema de capturz; de imagens dos micélios de
A. parasiticus.(A) controle fungico, (B) tratamento com 250 pg/mL de OEC, (C) tratamento
com 500 pg/mL de OEC e (D) tratamento com 1000 pug/mL de OEC no aumento de 40x.

Conclusdes

Nossos resultados evidenciaram que o OEC apresenta propriedades
antifingicas para o controle do A. parasiticus, uma espécie contaminante de
alimentos, principalmente do amendoim e da castanha do Para. Além disso,
A. parasiticus sdo produtores de aflatoxinas, causando problemas de Saude
Publica na populacao brasileira.
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