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Resumo

Os fungos causam diversos prejuizos a inddstria alimenticia, como a deterioracdo de alimentos
e doencas nas lavouras, sendo um problema constante. A utilizagdo excessiva de compostos
quimicos, para o controle desses microrganismos, vem causando graves danos ao meio
ambiente e a satde humana. O uso de métodos controles, de origem natural, no combate a essas
populacdes € uma excelente opcéo de substituicdo de substancias sintéticas toxicas. O pequi
(Caryocar brasiliense), um fruto do Cerrado, tem sido retratado na bibliografia com grande
potencial antifungico e antibacteriano. No presente estudo, avaliou-se in vitro, o efeito do 6leo
essencial extraido da polpa do pequi (Caryocar brasiliense) no controle do crescimento das
especies fungicas Aspergillus carbonarius, Aspergillus niger e Aspergillus ochraceus. O dleo
essencial foi extraido pelo processo de hidrodestilacdo, utilizando aparelho de Clevenger, e sua
atividade antifangica foi avaliada através da determinacdo da Concentracdo Minima Inibitdria
e com a utilizacdo do 6leo essencial no meio de cultura. N&o foram detectadas concentracfes
minimas inibitdrias do 0leo essencial sobre as espécies testadas. Houve inibi¢do do crescimento
micelial das espécies, ao utilizar o 6leo no meio de cultura, na concentragdo de 125 uL mL™,
demonstrando a atividade antifangica do 0leo essencial sobre as cepas estudadas.

Palavras-chave: Fruto. Aspergillus. Contaminacao.
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Abstract

Fungi cause several damages to the food industry, such as food deterioration and diseases in
crops, being a constant problem. The excessive use of chemical compounds to control these
microorganisms has caused serious harm to the environment and human health. The use of
controls of natural origin to combat these populations is an excellent option to replace these
toxic synthetic substances. The pequi (Caryocar brasiliense), a Cerrado fruit, has been
portrayed in the literature with great antifungal and antibacterial potential. In the present study,
the effect of the essential oil extracted from the pulp of pequi (Caryocar brasiliense) in
controlling the growth of the fungal species Aspergillus carbonarius, Aspergillus niger and
Aspergillus ochraceus was evaluated in vitro. The essential oil was extracted by
hydrodistillation, using a Clevenger apparatus, and its antifungal activity was evaluated by
determining the Minimum Inhibitory Concentration and using the essential oil in the culture
medium. Minimum inhibitory concentrations of essential oil were not detected on the tested
species. There was inhibition of the mycelial growth of the species when using the oil in the
culture medium at a concentration of 125 uL mL-1, demonstrating the antifungal activity of the
essential oil on the studied strains.

Keywords: Fruit. Aspergillus. Contamination.

INTRODUCAO

A contaminacdo de alimentos, por bactérias e fungos, causa a perda de toneladas de alimentos
todos os anos. Entre os principais impactos causados pelo crescimento de fungos filamentosos
em produtos alimenticios, esta a descoloracéo, reducao do valor comercial, diminui¢do no poder
germinativo em sementes, perda de matéria seca, odor desagradavel, alteracGes quimicas e
nutricionais (HERMANNS et al., 2006).

Durante a multiplicacdo de fungos, em alimentos e bebidas, variadas espécies sdo capazes de
produzir substancias volateis e metabdlitos secundarios toxicos, conhecidos como micotoxinas.
Os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium sdo considerados os mais importantes dentre
os produtores de micotoxinas (NUNES et al., 2003). Entre as micotoxinas mais conhecidas
estdo a ocratoxina A, os tricotecenos (DON, T-2, DAS), a zearalenona, a fumonisina e as
aflatoxinas.

Atualmente, frente ao aumento de isolados resistentes aos antifingicos sintéticos e a pressdo
dos consumidores pela substituicdo destes por produtos naturais, a busca por novos
antimicrobianos a partir de 6leos essenciais (OE) tem se tornado uma opg¢ao promissora. Varios
estudos tém comprovado o efeito de compostos extraidos de Oleos essenciais de plantas que
atuam como fungicidas naturais, inibindo a atividade fungica.

Oleos e extratos de plantas tém sido amplamente utilizados na fabricagdo de medicamentos,
cosméticos e na culinaria. O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) é uma espécie arbdrea
brasileira, tipica do Cerrado, bioma onde diversas espécies frutiferas destacam-se pela producéo
de frutos de cores e sabores exoéticos, que fornecem compostos bioativos com potencial
antioxidante (ROESLER et al., 2007; SILVA et al., 2008).
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O pequi tem sido relatado, na literatura, como um fruto que possui propriedades antifingicas e
antibacterianas (PIANOVSKI et al., 2008). Sua polpa apresenta elevados teores de lipidios e
fibras alimentares, bem como de compostos fendlicos e de carotendides totais superiores aos
constatados em diversas frutas brasileiras (LIMA et al., 2007; ROSSO; MERCADANTE,
2007).

O 6leo essencial do pequi pode ser um Otimo substituto de aditivos e substancias quimicas
sintéticas utilizadas em alimentos para combater a proliferacdo e o crescimento de fungos. Essa
substituicdo causaria uma grande diminuicdo no uso de agentes quimicos, minimizando
impactos ambientais, como a polui¢do das aguas e do solo, assim como doencgas decorrentes da
ingestdo de alimentos contaminados quimicamente.

Buscando formas alternativas, naturais e sustentdveis de combater microrganismos
contaminantes de alimentos, o presente trabalho busca avaliar o efeito do 6leo essencial da
polpa do pequi no crescimento e desenvolvimento de fungos do género Aspergillus,
especificamente as espécies Aspergillus carbonarius, Aspergillus niger e Aspergillus
ochraceus.

1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 O PEQUIZEIRO

O pequizeiro € uma planta arbdrea, perene, frutifera e oleaginosa, que pertence a familia
Caryocaraceae, da ordem Theales (Rhizobiaceae). Dentre as dezesseis espécies do género
Caryocar, doze sdo encontradas no Brasil (FRANCO et al., 2004), sendo popularmente
denominadas de pequi, piqui, piquié e pequi vinagreiro (CARVALHO, 2009; OLIVEIRA et
al., 2008).

A espécie Caryocar brasiliense Camb. apresenta maior distribuicdo no Cerrado do Planalto
Central (OLIVEIRA et al., 2008) e sua floracdo, em Minas Gerais, ocorre de setembro a
novembro.

De acordo com Carvalho (2009), como consequéncia da destruicdo do Cerrado para o plantio
de soja e formacéo de pastagens, atualmente, a espécie Caryocar brasiliense estad ameacada de
extincdo, principalmente nos estados do Parana e do Mato Grosso.

Essa espécie € de elevada importancia econémica, sendo utilizada de variadas formas,
atendendo aos setores alimenticios, medicinais e a industria cosmética, apresentando alto
consumo nas regides onde é encontrada (EMERENCIANO, 2017).

O 6leo da polpa e da semente do pequi € conhecido por apresentar propriedades que previnem
abortos e que séo afrodisiacas, sendo utilizado na culinaria, empregado na industria cosmética,
na producédo de sabdo, e como produto medicinal, no combate a bronquite, gripes e resfriados
(OLIVEIRA, 2008; CARVALHO, 2009).

1.2 O PEQUI
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O nome popular pequi deriva do tupi, py (pele, casca) + qui (espinho), casca espinhenta,
decorrente dos espinhos do endocarpo lenhoso ou carogco (CARVALHO, 2009).

O fruto da espécie Caryocar brasiliense, segundo Carvalho (2009), é do tipo drupaceo de casca
fina verde acinzentada, grande, com um mesocarpo fibroso e rico em tanino. A polpa apresenta
coloracdo que varia de amarelada a alaranjada, sendo gordurosa e comestivel. O endocarpo é
duro e lenhoso na superficie externa, e, eventualmente, separando-se em mericarpos com uma
semente. O peso do fruto varia de 30g a 400g, e esse contém geralmente de uma a duas
sementes, e, raramente, de trés a quatro. As sementes sdo castanhas, reniformes, com espinhos
medindo cerca de 4 mm de comprimento (ARAUJO, 1995; SILVA; MEDEIROS FILHO,
2006).

O pequi apresenta elevadas taxas de carotenoides totais, entre os principais presentes na polpa
estdo a violaxantina, a luteina e a zeaxantina, além disso fruto exibe teores consideraveis de
compostos fendlicos totais (AZEVEDO-MELEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2004; LIMA,
2007; RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008).

De acordo com o estudo de Ribeiro (2011), as caracteristicas quimicas dos frutos, como os
teores de umidade, de proteinas, de lipidios, de fibras, de cinzas e de carboidratos, variam de
acordo com a regido onde se localizam. H& prevaléncia dos acidos graxos monoinsaturados,
especialmente o &cido oleico, nos teores de acidos graxos que compdem a fracdo lipidica da
polpa do fruto, e em relacdo aos poli-insaturados, o acido linoleico é o mais abundante
(ARAUJO et al., 2016; RIBEIRO, 2011).

Essa variabilidade fisica e quimica entre os frutos de acordo com suas regides é recorrente
devido a variacdo de clima, de fertilidade, do pH, dos indices pluviométricos, entre outros
aspectos (RIBEIRO, 2011).

Compostos bioativos exercem funcBes fisioldgicas e metabdlicas no crescimento,
desenvolvimento e na manutengdo do organismo, sendo constituintes nutricionais naturalmente
presentes em baixas quantidades em alimentos de origem vegetal (RIBEIRO, 2011).
Substancias fendlicas estdo comumente envolvidas no combate a radiacdo ultravioleta e
agressao por patdgenos, sendo consideradas poderosos antioxidantes, afinal, interferem na
carcinogénese, protegendo o DNA de danos oxidativos (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009;
RIBEIRO, 2011).

Os 6leos essenciais sdo utilizados desde a Idade Média como fungicidas, bactericidas, virucidas,
antiparasitarios e inseticidas. Atualmente, s&o muito utilizados em inddstrias farmacéuticas,
sanitarias, cosméticas, agricolas e alimenticias (BAKKALI et al., 2008).

O trabalho de Chaves et al. (2018) demonstrou a atividade fungicida, in vitro, do extrato de
Lafoensia pacari (mangaba brava) e do 6leo essencial de Lippia alba (erva cidreira de arbusto)
frente aos microrganismos Fonsecaea pedrosoi, Cladosporium carrionii, Cladophialophora
bantiana.

O extrato de L. pacari foi eficiente na inibicdo do crescimento de todas as espécies testadas. O
Oleo da L. alba somente inibiu o F. pedrosoie e C. carrionii, 0s demais extratos ndo
apresentaram acdo fungicida aos organismos testados. Em comparacdo com a atividade
antifingica do medicamento Itraconazol, o extrato de L. pacari demonstrou uma maior e mais
eficaz ac¢do antifungica (CHAVES et al., 2018).
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Cordeiro et al. (2019) verificaram que o extrato obtido através das folhas de Jatropha
gossypiifolia (pido-roxo) induz um menor crescimento micelial do fungo Bipolaris sp.

Nos estudos de Bonapaz et al. (2019) houve a avalia¢do da atividade antifingica, in vitro, de
oOleos volateis e extratos de Foeniculum vulgare (Funcho), Mentha piperita (Horteld-pimenta)
e Rosmarinus officinalis (Alecrim) frente aos fungos do género Aspergillus e Fusarium.
Fusarium é o mais sensivel aos extratos e o0 Aspergillus aos 6leos, havendo a possibilidade da
utilizacdo do 6leo para o controle do fungo durante o armazenamento do produto e uso do
extrato para o controle desse na lavoura.

Estudos sobre a agdo de 6leos e extratos no controle do desenvolvimento de fitopatogenos, in
vivo, sdo de extrema importancia, pois o controle bioldgico a partir dos 6leos volateis e extratos
€ uma alternativa eficaz, ecoldgica e sustentdvel no combate a organismos patogénicos
(BONAPAZ et al., 2019).

O interesse crescente dos consumidores, em produtos de fontes naturais, tem aumentado a
aplicacdo dos 6leos essenciais (OE) nas industrias de bebidas, alimentos, produtos de higiene
pessoal e cosméticos. Com o intuito de evitar a oxidagdo, deterioracao lipidica e a contaminacéo
bioldgica, os OE sdo utilizados, diminuindo assim, o0 uso de produtos toxicos que trazem
grandes prejuizos ao meio ambiente, a industria e a saude dos consumidores (MIRANDA et al.,
2016).

O uso desses Gleos como agente antimicrobiano natural em produtos alimenticios é uma
alternativa para aumentar a vida de prateleira dos alimentos, assim como sua seguranca
(AQUINO et al., 2010).

A base da composicdo dos OE sdo substancias volateis, geralmente, uma mistura complexa de
terpendides, hidrocarbonetos, alcoois e compostos carbonilicos. Estes sdo produzidos pelo
metabolismo secundério de plantas aromaéticas e por compostos que pertencem as classes
quimicas dos monoterpenos oxigenados, monoterpenos, sesquiterpenos e sesquiterpenos
oxigenados, que em conjunto culminam na fragrancia, nas atividades antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatéria e analgésica dos 6leos (BAKKALI et al., 2008; TRAJANO
etal., 2009; KLEIN; SOUZA, 2012).

O pequi é apontado como um fruto com potencial atividade antifingica (PASSOS et al., 2002),
anti-inflamatéria (DINIZ, 2015), antioxidante (MIRANDA-VILELA, 2009) e cicatrizante
(BATISTA et al., 2010). Roesler et al. (2007) verificaram atividade antioxidante do pequi e,
dentre os compostos bioativos encontrados em sua polpa, foi identificado um importante
antioxidante natural, o flavonoide quercetina.

Os resultados do estudo de Passos et al. (2002) mostraram que o Caryocar brasiliense apresenta
potencial atividade antifingica sobre Cryptococcus neoformans. Todas as partes do fruto
apresentaram esse efeito, sendo que a cera retirada das folhas apresentou maior atividade,
inibindo o crescimento de 91,3% dos isolados do microrganismo.

De acordo Sarto e Zanusso Junior (2014), os 6leos essenciais tém apresentado acao efetiva em
estudos farmacoldgicos e a utilizagdo de um medicamento natural, com baixa toxicidade e
custo, resultaria em menos reacdes adversas ao ser humano e ao meio ambiente.

1.3 FUNGOS FILAMENTOSOS E MICOTOXINAS
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Os fungos estdo presentes em todos os tipos de ambientes. Existem mais de 100.000 espécies
identificadas do reino Fungi, e cerca de 4.000 novas espécies sdo descritas a cada ano (RAVEN,
2001; SANTOS, 2015). Eles séo os principais decompositores da biosfera, a quebra da matéria
orgénica libera dioxido de carbono na atmosfera e devolve para o solo diversas substancias,
como compostos nitrogenados. Estes podem ser reutilizados pelas plantas, e consequentemente,
pelos animais (RAVEN, 2001; MOLINARO et al., 2009; SANTQOS, 2015).

Eles tém grande importancia econémica, sendo utilizados na industria alimenticia para a
producdo de etanol, na fabricacdo, por exemplo, do vinho, na producédo de didxido de carbono
no setor de panificacdo, na producéo da cerveja e de certos queijos. Sao utilizados também na
fabricagdo de produtos domésticos, antibidticos e em laboratorios de pesquisa (RAVEN, 2001;
MOLINARO et al., 2009).

Em diferentes etapas de producdo o alimento pode sofrer contaminagdo microbioldgica,
inclusive fungica, seja pela falta de higiene do local, pelo manuseio, transporte ou
armazenamento indevido, ou por acidente. Esses acontecimentos comprometem a qualidade do
produto e o torna invidvel, além da séria probabilidade de causar sérios problemas de salde ao
consumidor (VECCHIA; CASTILHOS-FORTES, 2007; GONCALEZ et al., 2013; PEREIRA,
2017; SOUZA et al., 2017).

Um alimento pode ser contaminado por fungos devido a varios aspectos, mas se destacam a
atividade de agua, teor de oxigénio, temperatura, tipo de substrato e pressdo osmdtica. A
formagdo de micotoxinas no alimento pode ocorrer antes ou depois da colheita, no
armazenamento ou no empacotamento, e a identificacdo dessas substancias toxicoldgicas e sua
avaliacdo quantitativa demanda a preparacdo de amostras, a utilizacdo de métodos de extracédo
e técnicas de analise quantitativa (PEREIRA, 2017).

Algumas espécies de fungos filamentosos, principalmente dos géneros Aspergillus, Fusarium
e Penicillium séo capazes de produzir micotoxinas. As micotoxinas sdo produtos naturais de
baixo peso molecular, formadas como metabdlitos secundarios de grau de toxicidade variavel
(BENNET KLICH, 2003; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008; VECCHIA; CASTILHOS-
FORTES, 2007; SOUZA et al., 2017).

Diferentes tipos de micotoxinas podem ser produzidas por uma mesma espécie de fungo, assim
como diferentes espécies de fungos podem produzir o mesmo tipo de micotoxina. As
ocratoxinas sdo contaminantes de cereais, uvas, gréos de café, vinhos, cervejas, e podem causar
diversos danos & salde humana como mutagdes genéticas, alergias e cancer (PEREIRA,;
SANTOS, 2011; RODRIGUEZ-AMAYA, 2002; BENNET; KLICH, 2003; VECCHIA;
CASTILHOS-FORTES, 2007; GARCIA et al., 2011; SOUZA et al., 2017).

As micotoxinas tém amplos efeitos bioldgicos e a sua toxicidade pode variar em fungéo das
caracteristicas quimicas estruturais. Os efeitos dessas substancias no consumidor dependem de
fatores como a idade, o peso, a quantidade ingerida e a via de exposi¢cdo (SERRA, 2005;
PEREIRA, 2017).

Nos altimos anos, houve uma intensa investigacdo de técnicas para detectar e prevenir a
ocorréncia de micotoxinas em alimentos. E extremamente necessario um controle rigido da
qualidade da producéo para que os riscos de contaminacédo estejam ausentes (PEREIRA, 2017;
SOUZA et al., 2017).
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De acordo a classificagdo taxonémica o género Aspergillus pertence ao reino Fungi, filo
Ascomycota, classe Eurotiomycetes, ordem Eurotiales e familia Richocomaceae, (SPECIES
FUNGORUM, 2014).

Esse género é constituido por fungos anamorfos, saprobios, xerofilicos, de dispersdo mundial,
estando entre os de maior incidéncia no mundo. Eles apresentam elevada capacidade de
crescimento em ampla faixa de temperatura (BENNET; KLICH, 2003). Sdo fungos capazes de
colonizar diversos nimeros de substratos, tendo gréos e cereais como os principais (PITT;
HOCKING, 2009).

O Aspergillus carbonarius é um fungo comum na deterioracdo de alimentos e na
biodeterioracdo de diversos materiais, sendo um importante produtor de ocratoxina A
(SAMSON et al., 2001; RODRIGUES, 2019). E a espécie de maior relevancia na producio
ocratoxina A (OTA), seguido por isolados de Aspergillus niger (FERRARA et al., 2016).

De acordo a classificacdo taxondmica a espécie A. niger pertence ao subgénero Circumdati,
secdo Nigri (SPECIES FUNGORUM, 2014), sendo capaz de se propagar de maneira eficaz em
variados ambientes, sendo um dos fungos mais comuns do género (MEIJER et al., 2011). Ele é
um fungo contaminante de alimentos, provoca infec¢des em colheitas (LEEUWEN et al., 2013;
AFONSO, 2015) e € a segunda espécie de maior relevancia na producdo de ocratoxina A
(FERRARA et al., 2016).

Aspergillus ochraceus é um fungo filamentoso que pertence a secdo Circumdati, com
crescimento em temperaturas moderadas, sendo sua temperatura Otima entre 25 a 30°C
(ARACRI, 2019). A. ochraceus é considerado como outro potencial produtor de ocratoxina A
(OTA) (PALACIOS-CABRERA et al., 2005).

2 METODOLOGIA

Para o presente estudo, foram utilizadas 120 amostras de pequi (Caryocar brasiliense),
coletadas em uma feira local do municipio de Taiobeiras, no estado de Minas Gerais, Brasil. O
local de coleta foi escolhido devido a alta disponibilidade e menor preco do fruto. A pesquisa
foi realizada no Laboratério de Microbiologia do Instituto Federal do Norte de Minas Gerais
(IFNMG) Campus Salinas.

Os frutos foram higienizados e apos, houve a raspagem das polpas com o auxilio de facas
previamente desinfestadas com alcool 70%. Até o momento da extracdo do dleo, as polpas
foram mantidas em congelamento. A extracdo do 6leo essencial ocorreu atraves do método de
hidrodestilagdo com aparelho de Clevenger. Os materiais vegetais foram colocados em baldo
de fundo redondo com 2,5 litros de agua e submetidos a ebuli¢do por cerca de duas horas para
a obtencdo do 6leo essencial.

Ao final de cada processo, o 6leo foi retirado com o auxilio de uma pipeta de Pasteur,
acondicionado em frasco de vidro @mbar e armazenado sob refrigeracdo até o0 momento das
analises.

Para avaliacdo do efeito antifingico foram utilizadas trés espécies de fungos filamentosos
produtores de ocratoxina A do género Aspergillus, sendo eles o A. carbonarius, A. niger e A.
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ochraceus, obtidos da Colec¢éo de Cultura de Microrganismos do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

As cepas foram vertidas em placas de Petri contendo Agar Extract Malt (MEA), por meio da
técnica de espalhamento em superficie, e permaneceram incubadas a temperatura ambiente,
entre 25-30 °C, durante sete dias.

O meio de cultura utilizado, o Agar Extract Malt (MEA), fornece o carbono, a proteina e o
nitrogénio necessarios para o crescimento do organismo, sendo o Agar um agente solidificante.
O pH é&cido do Agar Malte permite 6timo crescimento de bolores e leveduras e restringe o
crescimento bacteriano (NEOGEN, 2011).

A andlise do efeito inibitorio do dleo essencial sobre os fungos filamentosos foi realizada
utilizando o teste de difusdo em disco, aceito pelo Food and Drug Administration (FDA) e
estabelecido pelo National Committe for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Foi
utilizado um in6culo na concentracio de 10° esporos mL™, com contagem em Camara de
Newbauer.

O in6culo foi transferido para a placa contendo meio de Agar Extract Malt (MEA), pela técnica
de espalhamento em superficie. Discos de papel-filtro estéreis de 5 mm de didametro embebidos
com 10 pL dos 6leos diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) nas concentragdes de 500; 250;
125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,90 uL mL* foram colocados sobre o meio de cultura, como
sugerido por Andrade et al. (2015).

Como controle relativo, utilizou-se disco de papel-filtro de 5 mm de diametro embebido com
10 uL de DMSO e como padrio de comparacao, foi utilizado o fungicida sintético Manzate 800
(10pL mL1). As placas foram incubadas em BOD, a 25 °C, por um periodo de 72 horas. Apos
isso, realizou-se medic¢des diametralmente opostas dos halos de inibicdo formados.

A partir dos diametros obtidos, avaliou-se o perfil de susceptibilidade dos fungos filamentosos
nas diferentes concentracdes do 6leo essencial. O teste foi realizado em triplicata. Foi definida
como a concentracdo inibitéria minima (CMI) a menor concentracdo de 6leo essencial em que
ocorreu a presenca do halo de inibicéo.

O crescimento micelial dos fungos foi avaliado de acordo com Singh et al. (2008) com algumas
modificagbes. Utilizou-se um in6culo na concentragdo de 108 esporos mL™, apds contagem em
camara de Newbauer, de cada espécie testada, as quais foram a A. carbonarius, A. niger e A.
ochraceus.

O plaqueamento foi realizado inoculando-se 10 pL da suspensdo de esporos no centro de uma
placa contendo 20 mL de meio Agar Extract Malt (MEA) acrescido do dleo essencial diluido
em DMSO, para obter as concentracdes utilizadas. As concentracdes do 0leo essencial testadas
foram 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 € 3,90 uL mL™,

Como padrdo de comparagao, 10 uL da suspensdo de esporos foram adicionados a placa
contendo apenas o0 meio. Todas as placas foram incubadas na BOD a 25 °C, no escuro por 10
dias, sendo realizadas as medicGes nos dois lados do diametro do crescimento micelial no
ultimo dia de incubagé&o.

3 RESULTADOS
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O despolpamento das 120 unidades de pequi resultou em 1,525 kg de polpa. Esse montante foi
dividido em trés partes sendo, respectivamente, duas partes com 510 g e uma com 485 g. Os
resultados da extracdo do Oleo essencial da polpa de Caryocar brasiliense, em aparelho de
Clevenger, estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Quantificacdo do 6leo essencial extraido da polpa de Caryocar brasiliense

Quantidade (g) Rendimento (mL)
510 7,5
510 9
485 6,5

Fonte: Autoria propria, 2020.

Os resultados obtidos na determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) do o6leo
essencial, extraido da polpa do pequi para as espécies do género Aspergillus, estdo descritos na
Tabela 2 e o controle relativo na Tabela 3.

Tabela 2- Concentragdo Minima Inibitoria do 6leo essencial de Caryocar brasiliense para as espécies
Aspergillus carbonarius, Aspergillus niger e Aspergillus ochraceus

Espécies Concentragdes (10 uL mL™)
500 250 125 625 3125 15,62 7,81 3,90
Didmetros dos halos de inibi¢do (cm)

A. carbonarius NI NI NI NI NI NI NI NI
A. niger NI NI NI NI NI NI NI NI
A. ochraceus NI NI NI NI NI NI NI NI

Fonte: Autoria propria, 2020. Obs.: NI- ndo ocorreu inibicéo.

Tabela 3- Concentragdo Minima Inibitdria do controle relativo sobre as espécies Aspergillus
carbonarius, Aspergillus niger e Aspergillus ochraceus

Espécies Concentragdes (10 uL mL™)
DMSO Manzate
Diametros dos halos de inibigcdo (cm)
A. carbonarius NI 0,5
A. niger NI 1,8
A. ochraceus NI 1,2

Fonte: Autoria propria, 2020. Obs.: NI- ndo ocorreu inibi¢do; DMSO- dimetilsulfoxido.

Neste estudo ndo foram detectadas concentragdes minimas inibitdrias do 0leo essencial de pequi
frente as cepas testadas. Somente o antifungico Manzate 800, utilizado para controle positivo,
apresentou halos de inibicdo para o crescimento das especies A. carbonarius, A. niger, A.
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ochraceus, na concentragéo de 10 uL mL™*. O DMSO utilizado para controle negativo também
ndo apresentou atividade de inibicéo.

Na concentracdo de 125 uL mL™ obteve-se total inibicdo do desenvolvimento das espécies A.
carbonarius, A. niger e A. ochraceus. Houve crescimento micelial das espécies nas demais
concentracdes do 6leo, sendo que na concentragdo 62,5 pL mL™ foram observados efeitos
inibitdrios parciais para todas as espécies testadas, conforme mostra a Tabela 4.

Tabela 4- Medida do crescimento micelial das espécies Aspergillus carbonarius, Aspergillus niger e
Aspergillus ochraceus em meio de cultura Agar Extract Malt (MEA), acrescido de diferentes
concentragdes do 6leo essencial, no 10° dia do experimento

Espécies Concentracdes (UL mL™?)
125 62,5 31,25 15,62 7,81 3,90 0

Diametros miceliais (cm)
A. carbonarius 0 15 3,5 4,5 4,5 4,5 4,5
A. niger 0 3,1 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5
A. ochraceus 0 1,5 2,8 3 3,2 45 45

Fonte: Autoria propria, 2020.

4 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

No total, foram obtidos 23 mL de 6leo essencial da polpa de C. brasiliense. A quantidade de
6leo extraido de cada amostra tem relacéo direta com o cultivo e manejo do fruto, onde diversos
fatores do local de origem, como disponibilidade de 4gua, oxigénio, luz, pH e clima, interferem
diretamente na constituicdo quimica e fisica do fruto (OLIVEIRA et al., 2010; CORDEIRO et
al., 2013).

O antifungico Manzate apresenta atividade antifingica comprovada, assim como a DMSO, que
€ um composto que ndo possui atividade de inibicao e tem eficacia no controle negativo. Assim,
os efeitos de inibicdo e ndo inibi¢do dessas substancias ja eram esperados.

Passos et al. (2002) ao avaliarem a CMI concluiu que 6leos fixos da semente e da améndoa, de
C. brasiliense, eram eficazes como fungicidas, havendo a formagéo de halos de inibicdo frente
a Cryptococcus neoformans. A acdo antifingica foi relacionada ao acetato de etila presente nos
oleos essenciais dos frutos de C. brasiliense.

A acdo do acetato de etila esta relacionada & sua composi¢do quimica, composta de taninos
condensados (monomeros, dimeros e trimeros), flavonoides glicosilados e taninos hidrolisaveis
(GUIMARAES et al., 2001).

Segundo Batista (2010), os taninos que estdo presentes no 0leo de pequi possuem a capacidade
de precipitar proteinas e de sequestrar ions metéalicos, principalmente o ferro, essencial ao
desenvolvimento de microrganismos, propiciando o efeito antimicrobiano.

As diferencgas de resultados na determinacgdo do CMI entre este estudo e o de Passos et al. (2002)
sdo devido o oleo essencial utilizado e as espécies fungicas testadas em cada experimento.
Enquanto esta pesquisa utiliza 6leo essencial, volatil, da polpa do pequi sobre cepas flngicas
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do género Aspergillus, a pesquisa de Passos et al. (2002) envolve o teste do 6leo fixo, ndo
volatil, da semente e da améndoa do pequi sobre o crescimento micelial de Cryptococcus
neoformans, havendo poucas similaridades entre os 6leos e as espécies fingicas testadas.

Na determinacdo do Efeito Antifangico sobre o crescimento micelial, ao contrario do observado
no teste de CMI, o oleo essencial da polpa do Caryocar brasiliense apresentou acéo
antifangicas frente as cepas utilizadas. Provavelmente, a ndo deteccdo de CMI esta relacionada
a metodologia, pois o 6leo é adicionado a discos de papel filtro e ndo diretamente no meio de
cultura, o que pode ter dificultado o contato dos fungos com os componentes antifingicos do
6leo.

A espécie mais resistente ao 6leo essencial foi A. niger, apresentando os maiores diametros de
crescimentos nas concentragdes 62,5 e 31,25 uL. mL™. Nas demais concentragdes testadas, A.
niger se equiparou em crescimento com A. carbonarius ocupando toda circunferéncia da placa.
O A. ochraceus foi 0 mais suscetivel a inibicdo do dleo, tendo os menores desenvolvimentos
miceliais entre as concentragdes 62,5 e 7,81 uL mL™.

O fato de, somente na concentragio 125 pL mL™ ndo haver crescimento flingico, indica que a
inibicdo total do desenvolvimento micelial esta relacionada com a concentracdo de Gleo
utilizada.

Tanto o 6leo fixo da semente do pequi quanto o da améndoa possuem propriedades antiftingicas
relacionadas a presenca de &cidos graxos de natureza saturada e insaturada (ARAUJO, 1995).

Lima et al. (2007) observaram que o0s &cidos graxos presentes na polpa do pequi eram,
predominantemente, &cidos graxos insaturados (61,35%), dos quais 55,87% correspondem ao
acido oleico. O acido oleico, nos experimentos de Silva (2015), mostrou atividade antifingica
frente a isolados clinicos de Candida albicans e Candida tropicalis (ATCC 750), sendo
eficiente no tratamento da candidiase vaginal. Provavelmente, a propriedade antifingica do
6leo essencial da polpa do pequi esta diretamente relacionada a presenca de acidos graxos
insaturados, como o &cido oleico.

Oliveira et al. (2006) e Lima et al. (2007) indicaram que a polpa do C. brasiliense apresenta 3
% de proteinas, 11,45% de carboidratos, 33,40% de lipidios e 10,02% de fibras. As
propriedades antimicrobianas dos Oleos essenciais devem-se a sua caracteristica lipofilica
(BAKKALLI et al., 2008). A hidrofobicidade do 6leo essencial permite a interagéo entre o 6leo
e os lipideos da membrana celular, interferindo na sua permeabilidade e causando alteracdes
em sua estrutura (COSTA et al., 2011).

Lima et al. (2007) afirma que em relagdo aos fendlicos totais, a polpa do pequi possui 209 mg
100 g-1. Segundo Gilles et al. (2010), a maioria dos 6leos essenciais possuem algum grau de
atividade antimicrobiana devido a acdo de compostos fenolicos, monoterpenos e terpenoides
presentes em sua COMpOsiG&o.

A diferenca na atividade antiflingica entre 6leos essenciais, de uma mesma espécie de planta,
pode ser explicada pela variacdo no quimiotipo, devido as diferencas geogréaficas, de idade, pelo
método de extragdo do 0Oleo, ou por diferengas entre subespécies (MAKSIMOVIC et al. 2008).

CONCLUSAO
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Os resultados obtidos neste estudo indicam que dleo essencial da polpa do pequi possui
atividade antifungica, apresentando eficacia na inibi¢do do crescimento micelial das espécies
A. carbonarius, A. niger e A. ochraceus. N&o foram obtidas Concentra¢es Minimas Inibitorias
(CMI) do d6leo essencial de pequi para as espécies de fungos testadas.

Trabalhos avaliando o efeito antiflngico do 6leo essencial da polpa de pequi sobre fungos do
género Aspergillus ndo foram encontrados, sendo este um estudo pioneiro.

Anélises cromatograficas do 6leo essencial, assim como outros testes, sdo necessarios para a
atribuicdo definitiva da propriedade antifingica do pequi e qual constituinte Ihe confere tal
efeito.

Estudos nessa area sdo de extrema necessidade para obtencdo de compostos naturais
antimicrobianos capazes de substituir substancias quimicas sintéticas, altamente toxicas,
prejudiciais ao meio ambiente e a salde humana.
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