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RESUMO

Atualmente a utilizacdo de Oleos essenciais corangal bioldgico vem ganhando espaco,
sendo cada vez mais utilizados nas industrias dméticos, farmacéuticas, alimenticias e
agricolas. Neste estudo objetivou-se extrair ectaiaar quimicamente os 6leos essenciais de
trés espécies de plantaSaturga montana L., Myristica fragrans H. e Cymbopogon
flexuosus, bem como avaliar as atividades antioxidantesgiticia, bactericida e repelente,
efeito inibitério sobre acetilcolinesterase e arat efeito dos 6leos essenciais ha morfologia
de Escherichia coli e Staphylococcus aureus e de fungos do génedspergillus por meio de
Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV). Os Oleessenciais foram extraidos por
hidrodestilacdo, caracterizados e quantificadosngaimente por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG/MS) e Gognadia Gasosa acoplada ao Detector
de lonizacdo de Chamas (CG/FID). O efeito dos &dsssnciais em inibir a enzima AChE foi
avaliado por meio da taxa de formac&o do composim 2&-nitrobenzoato, produzido a partir
da reacdo do Reagente de Ellman com a tiocolinefe{@b repelente foi realizado ao abrigo
da luz, em ambiente com temperatura e umidadeivelabntroladas: um filtro de papel
circular foi cortado ao meio; em uma metade, engquegg DMSO 3% e, em outra, o 0leo
essencial diluido em DMSO 3% em concentra¢gfes dasjaem seguida, seis carrapatos
adultos em jejum da espécihipicephalus sanguineus sensu lato foram adicionados ao
centro da placa e suas posi¢coes foram avaliadas apwo minutos. O potencial
antibacteriano contr&scherichia coli e Staphylococcus aureus foi avaliado por ensaios do
teste de sensibilidade celular e por analises d&¢.MEavaliacdo da atividade antioxidante foi
baseada nos ensaios de estabilizacdo dos radi€d$! Dbranqueamento dcaroteno e
poder redutor. A avaliacdo do efeito inibitério didleos essenciais, a interferéncia dos oleos
no crescimento micelial e na inibicdo da sinteserdesterol foram testadas sobre as espécies
A. flavus (CCDCA 10508) eA. ochraceus (CCDCA 10506). A atividade antiaflatoxigénica
dos oleos essenciais foi avaliada por meio dagadda biossintese de AFB AFB, de A.
flavus em meio de cultura contendo diferentes concentsaciie cada 6leo essencial. A
atividade antiocratoxigénica dos Oleos essenciaisaValiada por meio da inibicdo da
biossintese de OTA pelo funglspergillus ochraceus. Os componentes majoritarios
encontrados no Oleo essencial 8emontana foram borneol,y-terpineol, carvacrol e p-
cimeno, a espécid. fragrans apresentou sabinen@pineno &3-pineno e, na composi¢cao do
Oleo essencial d€. flexuosus, foram encontrados geranial e neral. No efeitbititiio da
aceltilcolinesterase, os 0leos essenciais queeeram maior potencial foraB montana e

M. fragrans, com valores de I§ proximos, 0,024 e 0,028g mL*, respectivamente. As
porcentagens de repeléncia com concentracdes ®grifv maior para o 0leo essencial@le
montana, atingindo 60% de repeléncia na menor concentraP@&ém, no ensaio com
concentracdo constante e tempo variavel, o Oleenesd deS. montana e C. flexuosus
mostraram-se eficazes até 60 minutos depois deagplth. No efeito inibitério e bactericida, o
Oleo essencial d& montana apresentou a mesma concentracdo minima e badtercR5 pL
mL™, sobreE. coli, e frente &S aureus, o 6leo essencial d@. flexuosus foi mais eficaz,
apresentando uma CMI de 6,25 uL Tné uma CMB de 12,5 puL miL As andlises realizadas
no MEV mostraram que os 6leos essenciais causaaans@d membrana e parede celular das
bactérias utilizadas. Nenhum Oleo essencial api@sgpotencial sequestrador de radicais
DPPHe; no entanto, os 6leos 8anontana e M. fragrans apresentaram um baixo potencial no
método do branqueamento @ecaroteno com 1§ de 45,50 pg mt e 177,63 pg mt,
respectivamente. Na reducdo do ferro, o 6leo esdede S. montana apresentou uma
inclinacdo de 2,9 x 1) mostrando um potencial para reduzir fons ferrosehacéo, ao paso
que o0s Oleos essenciais Mle fragrans e C. flexuosus ndo apresentaram tal potencial, pois
apresentaram menores inclinacdes. A atividadeUagfifa dos 0leos essenciais foi observada



para todos os fungos testados. Os Oleos esseaniagstudo apresentaram nas concentracoes
testadas bons resultados, inibindo o crescimentelial, a producdo de ocratoxina A e
aflatoxinas B e B, e a sintese de ergosterol. Foi observada uma &edug crescimento
micelial e no teor de ergosterol; portanto, sugerea acdo dos 6leos essenciais sobre a
membrana plasmatica do fungo.

Palavras-chave: Produtos naturais, enzima, ectsif@saestresse oxidativo e toxinas.



ABSTRACT

Currently, the use of essential oils with biologigaotential is gaining ground, being
increasingly used in the cosmetics, pharmaceutiocald and agricultural industries. This
study aimed to extract and chemically charactetlizeessential oils of three plant species,
Saturgja montana L., Myristica fragrans H. andCymbopogon flexuosus, as well as to evaluate
the antioxidant, fungicidal, bactericidal and régel activities, inhibitory effect on
acetylcholinesterase and to evaluate the effecessfential oils on the morphology of
Escherichia coli and Staphylococcus aureus and fungi of theAspergillus genus by means of
Scanning Electron Microscopy (MEV). The essentitd were extracted by hydrodistillation,
characterized and chemically quantified by Gas @latography coupled to Mass
Spectrometry (CG / MS) and Gas Chromatography esufd the Flame lonization Detector
(CG / FID). The effect of essential oils in inhibg the AChE enzyme was evaluated by the
rate of formation of the compound 5-thio-2-nitrobeate, produced from the reaction of
Ellman's Reagent with thiocoline. The repelleneeffwas carried out protected from light, in
an environment with controlled temperature andtiretahumidity: a circular paper filter was
cut in half; in one half, 3% DMSO was used andamother, the essential oil diluted in 3%
DMSO in varying concentrations; then, six fastirdula ticks of the specieRhipicephalus
sanguineus sensu lato were added to the center of the pratdheeir positions were evaluated
after five minutes. The antibacterial potential iagaEscherichia coli and Saphylococcus
aureus was assessed by tests of the cellular sensittesy and by MEV analyzes. The
evaluation of antioxidant activity was based on DIRPH radical stabilization test§;
carotene bleaching and reducing power. The evaluaif the inhibitory effect of essential
oils, the interference of the oils in the mycetibwth and in the inhibition of the ergosterol
synthesis were tested on the spediefiavus (CCDCA 10508) andh. ochraceus (CCDCA
10506). The antiaflatoxigenic activity of essent@ls was evaluated by inhibiting the
biosynthesis of AFB1 and AFB2 oA. flavus in culture medium containing different
concentrations of each essential oil. The antiesigenic activity of essential oils was
evaluated by inhibiting OTA biosynthesis by the dus Aspergillus ochraceus. The major
components found in the essential oilSoimontana were borneoly-terpineol, carvacrol and
p-cymene, the specidd. fragrans presented sabinene;pinene and3-pinene and, in the
composition of the essential oil &. flexuosus, geranial and neral were found. In the
inhibitory effect of aceltilcholinesterase, the essal oils that showed the greatest potential
were S. montana and M. fragrans, with ICso values close to 0.024 and 0.023 pgmL
respectively. The percentage of repellency withalde concentrations was higher for the
essential oil oS montana, reaching 60% repellency at the lowest concewninatiowever, in
the test with constant concentration and variaibphe, tthe essential oil & montana andC.
flexuosus proved to be effective up to 60 minutes after @pgibn. In the inhibitory and
bactericidal effect, the essential oil®fmontana showed the same minimum and bactericidal
concentration, 6.25 uL mt, on E. coli, and compared t8. aureus, the essential oil of.
flexuosus was more effective, presenting a CMI of 6.25 pLhalnd a CMB of 12.5 pL mit
The analyzes carried out in the MEV showed thatebsential oils caused damage to the
membrane and cell wall of the bacteria used. Nerg&d oil showed a potential scavenger of
DPPHe radicals; however, oils froB montana andM. fragrans showed low potential in the
B-carotene bleaching method with and®f 45.50 pg mL* and 177.63 pg nit, respectively.

In the reduction of iron, the essential oil®fmontana presented an inclination of 2.9 x™,0
showing a potential to reduce iron ions in solutimhereas the essential oils Mf fragrans
and C. flexuosus did not present such potential, as they preseldssl inclinations. The
antifungal activity of essential oils was observedall tested fungi. The essential oils under
study showed good results in the tested concemisgtiinhibiting mycelial growth, the



production of ochratoxin A and aflatoxins B1 and B&d the synthesis of ergosterol. A
reduction in mycelial growth and ergosterol contesats observed; therefore, the action of
essential oils on the fungal plasma membrane igesigd.

Keywords: Natural products, enzyme, ectoparasites, oxidatiess and toxins.



Sumario

PRIMEIRA PARTE ...ttt e e e n e e e e e e 2
1. INTRODUGAO GERAL ...t eeeeteetemme et e sttt enennan e 3
2. REFERENCIAL TEORICO .....cuviiieiteeeeeeecteeemeee ettt ete e veeneennnes 5
2.1  Metabolitos secundarios das Plantas......cu..eeeeeeeiiiiiiiiieeeee e 5
2.2 OlEOS ESSENCIAIS .....cveuveververesessmmmmmmeceteteeteseetetestese et esestessebe s et eaeaaesessetessesessesessenas 6
2.2.1 BIOSSINIESE UE LEIPENOS ...uuuii ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnneeeeeeeennn s 7
2.2.2 Biossintese de fenilpropanoides ...... e iveiiieieeieie i 11
2.3  Propriedades biologicas dos 0le0S €SSENCIAIS........ccccevriiiiviiiiiiiiiiieee e eeeean, 13
2.4 SAUrgaMONTANG L. ..oooeeei ettt ettt s e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeebnanan 15
2.5  MyristicafragranS HOULL. ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiies s s e e e e e e e e e e eeeeeeennnnnnnsd 6.1
2.6 Cymbopogon fIEXUOSUS ........uvurreiiiiiiie e e e e e e e e ettt s s e e e e e e e e e e e eeeeennnnnnnnes 18
2.7 FUNGOS - ettt ettt e et et e e e et e e e e n e e e e r e e e an e ennans 19
2.7.1 Micotoxinas - GENErASPEN QIIUS. ......uuuiiiiei e 20
2.7.2 ASPErQIIUSTIAVUS. ... 24
2.7.3 ASPErgillUSOCNIACEUS........cce e e e e e e e 25
2.8 BACTEIIAS .....eeeeiiiii it e e e 27
2.8.1 ESCREITCNIA COl . .uuuieiiiiiiiiie et e e eeeees 27
2.8.2 StAPNYIOCOCCUS QUIBUS .....evvvvitiiiiaaaeeeeeeeeeeeeeeeeeeettssbensnnssesbsssea s s e e e aeaeaaaeeeeeeesssnnnnns 29
2.9  Atividade antioXidaNnTE ...........cccoiiiiimmmiriiiiee e 30
2.10 Atividade repelente Rhipicephalus sanguineussensu lato .............cccceevvvvvvvnnnnnnnnn. 32
2.11 Inibicdo da enzima acetilCOliNESIErase .....c.........uvvvviiiiiiiiiiiiieeeee e 34
3. REFERENCIAS ..ottt 36
SEGUNDA PARTE - ARTIGOS ...t eee ettt e e e e eee e 50

ARTIGO 1 - AVALIACAO DO POTENCIAL DE INIBICAO DAEN ZIMA
ACETILCOLINESTERASE E DO EFEITO REPELENTE SOBRE Rhipicephalus
sanguineus sensu lato DOS OLEOS ESSENCIAIS DESatureja montana L., Myristica
fragrans H. E Cymbopogon flEXUOSUS........ccooiiiiiiiiiiiiiieeeiiie e 51



1 - INTRODUGAO ..ottt ettt es et e et en s e s s te s te s reenne 53

2 - MATERIAL E METODOS......cocuiuiieieteeeteeesmeeeeeee ettt enen s s s s sananas s s 54
3 - RESULTADOS E DISCUSSAQ ..ot enee e 58
A — CONCLUSAO. .....coiieteeeeeee ettt eeeee ettt ettt eae et te et teeteseeaenn e 65
5 - REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ettt eae et et st eneeae et 66

ARTIGO 2 - EFEITO BACTERICIDA E ANTIOXIDANTE DOS OL EOS
ESSENCIAIS DE Saturegja montana L., Myristica fragrans H. E Cymbopogon flexuosus70

(N [N 270 161071 1R 72
2 - MATERIAL E METODOS ......cooiiieietetetcme e eeses e es e sesssn s seasansesesesens 73
3 - RESULTADOS E DISCUSSAO .....ocoovieeeieeeeeeeeeeeeeeee e en e 77
A - CONCLUSAOD ...ttt ettt et ettt et aeeaene e 86
5 - REFERENCIAS ..ottt ettt ettt eae et et sestene et nnatenna, 87

ARTIGO 3 - EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Saturgja montana L., Myristica
fragrans H. E Cymbopogon flexuosus SOBRE FUNGOS Aspergillus flavus e Aspergillus

ochraceus PRODUTORES DE MICOTOXINAS .........ccooeiveieeeeeeeeseeeeeeseeeeeenenenenen, 91
(N [N 2T0] 5161071 1R 93
2 - MATERIAL E METODOS.......cocuiiiieieieeeeeeeseeeeeie ettt enes s s s s saeanes s s 94
3 - RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....oouiiiieiiee ettt anan s 99

A — CONCLUSAOD. .....coiiiteeeeeeeeee et eeee ettt e et ettt e s eneanesetessete s eaeananes 106

B - REFERENCIAS .. .o ettt e et e e e e e et e e e 108



LISTA DE FIGURAS

PRIMEIRA PARTE

Figura 1 - Rotas da biossintese de metabOlItoONBACIOS.............coovviiiiiiiiiiiiieee e 6
Figura 2 - Biossintese de terpenos — Via Mevalonato..............ccoeevvvviviiiiiiiii e ccceeee e 9
Figura 3 - Biossintese de terpenos — Via DXPS........ooooiiiiiiiiiiiicciieee e e 10
Figura 4 - Biossintese de fenilPropanOitiES. e coeeeeeeeeeeeeeiieeeieiiiiiiin s seeeeenneneeeeeeas 12
Figura 5 - Aspecto geral datureja montana L.............ueeeeiiiiiiiieieeiiieeeeceeeei e 16
Figura 6 - Aspecto geral déyristicafragranSH.............ceeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 17
Figura 7 - Aspecto geral d&/mbopogon flEXUOSUS ...........uuuuuiiiiiiieeeeeeieeeeeeeeeiiiieeeeeeeeeees 18
Figura 8 - Estrutura quimica da OCratOXiNa A e ooceeeeeeeeeeeeire e e e e e e e ea e e e e e 22
Figura 9 - Estrutura quimica da AflatoXing Bl............uuuueiiiiiiiiiiiieeeeeeeeees e 22
Figura 10 - Estrutura quimica da AflatoXina B2...........ccccooeeeeiiiiiiiiieiic e 22
Figura 11 -AASPErgilluS TlaVUS. ......ccooo s 4.2
Figura 12 -ASPergilluS OCNIACEUS. .......uuuriiiei e e e e s s e e e e e e e e e e e e e eeeeeennnnne 26
Figura 13 ESCherichia COli. ......uuuueieeiiiie e 28.
Figura 14 -StaphylOCOCCUS QUIUS. .........uuuueeieiseeeeeeeeeseeeeeeessseesmnnanssssnnnnaaaseeaaaaeaaaeeesesnnnnes 29
ARTIGO 1

Figura 1 - Porcentagens de atividade enzimatica gauoleos essenciais 8gureja montana
L., Myristica fragrans H. e Cymbopogon flEXUOSUS. .........ccoeeiiieeeiiiiiiiiieciiii s 61

Figura 2 - Porcentagens de repeléncia em diferemtesentracdes observadas para os 6leos
essenciais d& montana L., M. fragrans H. eC. flexuosus sobreR. sanguineus sensu lato... 63
Figura 3 - Porcentagens de repeléncia em concéotragnstante observadas para os 6leos
essenciais desaturgia montana L., Myristica fragrans H. e Cymbopogon flexuosus em
diferentes tempos sobRbipicephalus sanguineus sensu lato. ............ccccceeeveieviiiiisccceeen. 64

ARTIGO 2

Figura 1- Cromatogramas da identificagdo e quaatiio dos 6leos essenciais. ................... 78
Figura 2 - Eletromicrografias de varredura d&& aureus e E. coli; A, B, C e D séo
eletromicrografias d& aureus sem tratamento e tratados com 6leos essenci&ststana,

M. fragrans e C. flexuosus, respectivamente; A’, B’, C’ e D’ séo eletromicrafjasde E. Cali

sem tratamento e tratados com 6leos essencidss mentana, M. fragrans e C. flexuosus,

S LT o 1NV Z= 0 =T (S 81
Figura 3 — Comportamento do antioxidante BHT e dless essenciais d& montana, M.
fragrans e C. flexuosus na estabilizacdo de radicais DPPH (A) e no erdaibranqueamento

(oY C o= T o] (=] g Lo I { =) TR PP PPPP 82
Figura 5— Poder redutor, efeito da concentracdo na varidgdabsorbancia no comprimento
(o[0T o F= 4010 I o o A PP 84
ARTIGO 3

Figura 1 - Efeito dos 0Oleos essenciais na inibigdacrescimento micelial das espéckes
FlAVUS € A. OCNIACEUS. ...ttt ettt s e e e e e e e e e e e e e e eeeeeebaeensmnnnnrnnnas 99

Figura 2 - Eletromicrografias de varredura Aleflavus e A. ochraceus;, A, B, C e D séo
eletromicrografias dé. flavus sem tratamento e tratados com 6leos essenci&sn#tana,
M. fragrans e C. flexuosus, respectivamente; A’, B’, C' e D’ séo eletromicrafjas deA.
ochraceus sem tratamento e tratados com Oleos essencidis rdentana, M. fragrans e C.
flEXUOSUS, rESPECHIVAMENTE ....uueeeiiiii e e e e et e s e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaeanes s s 104



LISTA DE TABELAS

ARTIGO 1

Tabela 1 - Teor de umidade e rendimento dos Oleseneiais d&. montana L., M. fragrans

H. @ C. TlEXUOSUS. ....oeeeeeeiiititiie e s e e e e ettt et e ee ettt s s s e e e e e e eeeeeaaeeeeessneenneeenennnnnnns 58
Tabela 2 - Composic¢ao dos 6leos essencia® whentana L., M. fragrans H. eC. flexuosus.
........................................................................................................................................ 59
Tabela 3 - Valores de lgpara a inibicdo de acetilcolinesterase. . U o X |
Tabela 4 - indices de repeléncia em diferentesesturacées dos oleos essenC|a|§de
montana L., M. fragrans H. eC. flexuosus sobreR. sanguineus sensu lato. ................ccceeeeee. 63
Tabela 5 - indices de repeléncia em concentragastaate dos 0leos essenciaisSde

montana L., M. fragrans H. eC. flexuosus em diferentes tempos soliResanguineus sensu

I Lo SRR 64
ARTIGO 2

Tabela 1 — Concentracdo minima inibitéria e miniraetericida dos 6leos essenciais frente a
Escherichia coli € SaphylOCOCCUS QUIUS. ...........uvureeeiiieiseieeeeeeeeeeeeeeeesteeeeeee e e e 79
Tabela 2 - Valores de lgpara o método de sequestro de radicais DPPHnegleamento do
ST or= 1 {01 (=] o o TR PP PP 83
ARTIGO 3

Tabela 1 - Efeito dos 0leos essenciais na prodde&ratoxina A dé. ochraceus. ......... 100

Tabela 2 - Efeito dos 6leos essenciais na sineesegbsterol das espécikdlavus e A.
OCKTAICEUS. ...ttt et e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e eeeetesebbaa s s e e e e e eeeaaaaaaeaaaeaaaaeeeeeesnnnns 102



Quadro 1 Classificagdo das micotoxinas

LISTA DE QUADROS

Quadro 2 Limites de toxinas em produtos de acooto & Resolu¢do-RDC n° 7, de 18 de

fevereiro de 2011

24



PRIMEIRA PARTE



1. INTRODUCAO GERAL

Doencas infecciosasdo causadas por microrganismos patogénicos, Jimgps e
bactérias, apoderando-se de um hospedeiro senstvel) seres humanos e/ou animais,
provocando as infecgbes. O aumento de surtos riomeo&l anos adverte a extensédo do
problema, ou seja, tal fato mostra que as doemgasciosas ndo estdo desaparecendo, pelo
contrario, parecem estar aumentando cada vez Amidoencas infecciosas se desenvolvem
devido a varios fatores, e como resultado da selegdtural, tem-se a resisténcia
antimicrobiana (TORTORA; FUNKE; CASE, 201 &aphylococcus aureus € um patdégeno
que esta presente em células epiteliais nasaierde Bumanos e, assim coiascherichia
coli, este também é inofensivo. No entanto, a utilizagddequada de antibidticos permite a
sobrevivéncia de algumas bactérias que apreserdaisténcia a antibidéticoEmbora o
desenvolvimento e a comercializagdo dos antimiarais sejam elevados, observa-se uma
crescente resisténcia de microrganismos a essatsaias e/ou principio atifd@AYLOR,;
UNAKAL, 2017).

Os carrapatos também se destacam como importaatesnissores de patdogenos de

importancia médica e veterinarkhipicephal us sanguineus sensu lato, o carrapato vermelho-
do-cdo, destaca-se dentre os membros da familididxe por sua extensa distribuigdo
mundial e por transmitir diversos patégenos tardm homem quanto para os canideos
(GUGLIELMONE et al., 2014). Esses parasitos serfixeo hospedeiro e permanecem ali por
varios dias. A acetilcolinesterase (AChE) é umaimazregulatéria responsavel pela
finalizacdo da transmissao dos impulsos nervosesinapses de vertebrados e invertebrados,
por meio da hidrélise do neurotransmissor acetiteo{ACh); essa € uma funcdo chave na
regulacdo da transmissdo dos impulsos nervosos gaa inibicdo geralmente leva
rapidamente & morte do organismo (ALBUQUERQUE gt28106; PATOCKA et al., 2005).
A AChE é alvo de pesticidas organofosforados earadto no controle de pragas. Devido ao
uso indiscriminado de pesticidas, ocorre a selégamuitos parasitos resistentes (LEE et al.,
2015). Diante disso, torna-se necessaria a buscang@eas substancias com potencial
acaricida e inseticida, sendo os inibidores da ACbipostos de grande potencial biocida
em insetos e carrapatos.

As substancias antioxidantes sdo de extrema imme@iapois mesmo em pequenas
concentracdes, conseguem impedir ou retardar aiglatte da oxidacdo daquele produto que

as contém (alimentos, cosméticos, farmacos, &ssas substancias também podem inibir ou
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diminuir os efeitos causados pelos radicais liveesompostos oxidativos presentes em
substratos oxidaveis. Radicais livres sao espétidveis e extremamente reativas; por isso,
a producdo equilibrada de radicais livres € muitgdrtante, pois estdo envolvidos na
producdo de ATP, fagocitose e regulacdo do crestoneelular. Logo, a producéo
desequilibrada de radicais livres no organismo aaano oxidativo em células e tecidos, e
esses prejuizos estdo diretamente ligados a dévpegalogias, incluindo o cancer, doencas
cardiovasculares e doencas neurodegenerativas (NBRA et al., 2010; PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

Saturga montana, Myritica fragrans e Cymbopogon flexuosus sédo plantas
pertencentes as familias, Lamiaceae, Myristicacead?oaceae, respectivamente. Na
composicao dos Oleos essenciais, sdo encontratyendés contituintes, dentre os quais
podem-se citar os terpenos, terpenoides e fendm@pdes (BAKKALI et al., 2008). Os 0Oleos
essenciais, compostos provenientes do metabolisseandario de plantas, apresentam
diversas propriedades ecotoxicoldgicas favoravéi®m de atividades antioxidantes,
antimicrobianas, repelentes e acaricidas, saalimibs de toxinas e da acetilcolinesterase. Sao
compostos por substancias de baixa toxicidade gges humanos e 0 meio ambiente, com
capacidade de degradacdo adicional e o custo gerEnreduzido devido a grande
abundancia (TAK; ISMAN, 2017; JIA et al., 2018). Gigos essenciais sdo definidos como
substancias organicas volateis e lipofilicas, gesate apresentam caracteristicas odoriferas e
podem ser incolores ou ligeiramente amarelados (OEDal., 2016).

Estudos com produtos naturais vém aumentando a@enagis, além de serem menos
agressivos ao meio ambiente, sendo consideradgaeadivas promissoras, uma vez que sao
produtos obtidos de plantas.

Assim, objetivou-se neste estudo extrair e cardeterquimicamente os O6leos
essenciais das trés espécies de plasaspntana L., M. fragrans H. e C. flexuosus, bem
como avaliar as atividades antioxidantes, bacti&jcfungicida, inibicdo de ocratoxina A,
aflatoxina, sintese de ergosterol e repelentetpefebitorio sobre acetilcolinesterase e avaliar
o efeito dos Oleos essenciais na morfologi&sherichia coli e Saphylococcus aureus e de

fungos do génerBspergillus, por meio de Microscopia Eletronica de VarredM&Y/).



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metabdlitos secundarios das plantas

As plantas possuem dois tipos de metabolismo: pieneasecundario. O metabolismo
primério é responsavel pela sintese de macromacgle possuem funcdo estrutural,
plastica e de armazenamento de energia. Exempiossséipidios, carboidratos, proteinas,
acidos nucleicos, celulose, lignina, acucares msw@ubstancias importantes para a realizacao
das funcdes vitais. Por outro lado, o metaboliserugdario ndo tem participacao direta no
metabolismo essencial, mas garante vantagens psshravivéncia de sua espécie em seu
habitat (OOTANI et al., 2013).

Metabolitos secundarios sdo substancias produzdasesposta a diversos fatores
ambientais e sdo exclusivos a uma espécie ou arupo gle espécies com caracteristicas
semelhantes. A sintese de metabdlitos secundariosaéestratégia quimica das plantas, pois
possibilita sua sobrevivéncia como forma de prategfiacao de polinizadores, adaptagcdes ao
estresse ambiental ou mesmo para sua defesa ooctarganismos e insetos, favorecendo
assim seu desenvolvimento (DELORY et al., 2016).

Todo conjunto de transformagcbes das moléculas ma@&An que ocorrem
sucessivamente em cada célula é conhecido comdatietao. Essas transformacdes séo
reacOes catalisadas por enzimas, que ocorrem haasceivas, suprindo o organismo de
energia, renovando suas moléculas e garantindoaacsentinuidade. Essas reacfes sao
direcionadas por enzimas especificas, estabelecemdsim, as rotas metabolicas
(MARZZOCO; TORRES, 2007).

Os metabdlitos secundarios geralmente apresentamtuea complexa, baixo peso
molecular e possuem atividades biolégicas impaegniestando presentes em baixas
concentracbes e grupos especificos de plantas.assago, ja foram considerados como
produtos de excrecéo do vegetal (BERG; LUBERT, 2008

A formacao dos metabdlitos secundarios pode semiéa a partir do metabolismo da
glicose, que origina dois intermediarios principaisacido chiquimico e a acetil-CoA, como

mostrado na Figura 1:



Figura 1 - Rotas da biossintese de metabdlitossécios.
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Fonte: Adaptada de Simdes et al. (2007).

Os compostos originados do &cido chiquimico saonadcidos aromaticos como
fenilalanina e tirosina, que sdo precursores daomaaidos metabolitos secundarios
aromaticos, como taninos hidrolishveis e conderssadoumarinas, alcaloides e
fenilpropanoides. Os derivados do acetil-CoA, adabos alifaticos, terpenoides e acidos
graxos sao originados pela via do ciclo do &cidocoi via mevalonato e condensacdo do
acetil-CoA, respectivamente. Alguns metabdlitos sdgultantes da combinacdo do acido
chiquimico e acetil-CoA, essa que resulta em aninagas, flavonoides e taninos
condensados. Esses compostos apresentam alto comtmrcial, ndo apenas em industria
farmacéutica, mas alimenticia, agronémica e deipwfia. (TAIZ;, ZEIGER, 2013).

2.2 Oleos essenciais
Os Oleos essenciais apresentam uma estrutura quigei@mente complexa, sao

substancias organicas volateis e lipofilicas, gesate apresentam caracteristicas odoriferas e

sao incolores ou ligeiramente amarelados, com éecdQs 6leos essenciais que apresentam



alto teor de azuleno, como o de camomila, mil-feleaarnicdo, pois apresentam coloragao
azulada. Oleos essenciais sdo normalmente encostrasin pequenas quantidades, em
glandulas especificas denominadas tricomas, exilenada volatilidade, instabilidade na

presenca de luz, oxigénio, substancias oxidantedwgoras, em meios com pH extremos, ou
na presenca de tracos de metais que podem catabsgdbes de decomposicdo e

transformacao (SIMOES et al., 2007).

De acordo com a International Organization for 8étadization (ISO), 6leos
essenciais podem ser extraidos a partir de um graddhero de plantas por diferentes
técnicas, como hidrodestilacdo, arraste a vapogudae também pela prensagem do
pericarpo de frutos citricos. Oleos essenciaisssdistancias que podem ser encontradas em
diferentes 6rgdos da planta, como raizes, rizofobmsgs, flores, sementes, dentre outros; séo
encontrados também em diferentes estruturas seagetoomo em canais oleiferos, pelos
glandulares, bolsas lisigenas e células parengemsadiferenciadas (SIMOES et al., 2007).

Os 6leos essenciais podem ser formados por hidrmoetos terpénicos, acidos
organicos, lactonas, cumarinas, compostos com enxfEnois, alcoois, cetonas, aldeidos,
ésteres, oxidos, etc., todos com suas caractaedsticparticularidades. Essa complexidade
pode explicar em partes porque um determinado @bel®@ agir como um antifingico e ao
mesmo tempo atuar como antidepressivo e calmdaéta,de ser empregado em industrias de
cosmetologia e alimenticia (BAKKALI et al., 2008).

A composicédo do 6leo essencial varia consideravegknem funcéo da localizacao
geogréfica e idade da planta, clima, solo, altifitsdzonalidade, periodo (noite ou dia), etc.
Essas varidveis podem influenciar também a coragdrdos seus constituintes, alguns séo
encontrados em maiores proporgdes, sdo 0s comgsn@ajoritarios, e outros em menores,
conhecidos como componentes minoritarios. Apesacaaplexidade na constituicdo dos
Oleos essenciais, eles sado formados por fenilpmges e/ou terpenos, sendo esses ultimos

predominantes na forma de monoterpenos e ses@gntesgDEWICK, 2009).
2.2.1 Biossintese de terpenos

Os terpenos sao classificados de acordo com o ouderunidades isoprénicas.
Moléculas com 10 atomos de carbono apresentam doa&tades isoprénicas e sao

denominadas monoterpenos, com 15 atomos de cadpoasentam trés unidades isoprénicas
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e sao 0s sesquiterpenos e com 20 atomos de caapogsentam 4 unidades isoprénicas e sao
os diterpenos (BAKKALI et al., 2008).

Na constituicdo dos Oleos, também podem ser eraciwdros terpenoides, que sao
terpenos que apresentam em sua estrutura outreergi@npor exemplo, o oxigénio. S&o
conhecidos mais de 36.000 terpenoides diferentegssa diversidade € atribuida a
diferenciadas estruturas e grupos funcionais (LURKED02).

Terpenosséo formados a partir de dois intermediarios bésicolPP (isopentenil
difosfato) e o DMAPP (dimetilalil difosfato) e reggentam uma grande variedade de
substancias presentes em vegetais (SIMOES ebalr) 2

Os terpenos sao biossintetizados por duas rotéimtdss a partir de metabdlitos
primarios. Pela via do mevalonato (no citosol) (BRA 2), trés moléculas de acetil-CoA séo
ligadas por uma série de reacdes, formando o aw@@ldnico, um importante intermediario,
que apoés ser formado, sera pirofosforilado, descddulo e desidratado, produzindo assim o
isopentenil difosfato (IPP), unidade basica pafarmacao dos terpenos, que posteriormente
sofre reagdo de isomeria, interconverte-se em dafladifosfato (DMAPP). A juncéo do IPP
e do seu isbmero DMAPP forma terpenos maiores (teqmenos, sesquiterpenos e
diterpenos) tendo como intermediario o geranilddto (GPP, C10) (DEWICK, 2009).



Figura 2 - Biossintese de terpenos — Via Mevalonato
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O precursor IPP também pode ser formado pela VIR®¥IGURA 3), sintese que
ocorre nos plastidios. Os compostos terpénicos ¢IFPMAPP) sintetizados em ambas as
rotas (melavonato e DXPS) podem ser modificadosvpnoos tipos de reacdes, assim serao
originados diferentes monoterpenos, os quais rept@an 90% da composicdo da grande
maioria dos 0Oleos essenciais (BAKKALI et al., 20DEWICK, 2009).

Figura 3 - Biossintese de terpenos — Via DXPS.
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2.2.2 Biossintese de fenilpropanoides

Os fenilpropanoides sdo compostos menos abunddatgsie os terpenoides. Além
disso, apresentam em sua estrutura um anel beozémc uma cadeia lateral composta por
trés atomos de carbono e com uma dupla ligacamdenp apresentar uma hidroxila na
posicdo para. Fenilpropanoides sdo formados a partir do acidiguémico, que é um
precursor formado pela condensacdo alddlica de doetabdlitos da glicose, o
fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato. A jungd® uma molécula de acido chiquimico e
uma de fosfoenolpiruvato forma o acido corismiesponsavel por originar os aminoacidos
fenilalanina e tirosina. A acédo da enzima feniladaramonialiase (FAL) implica a formagé&o
dos &cidos cinamico p-cumérico. Assim, por meio de reagfes de reduciimlagdo e
ciclizaco desses acidos, diferentes fenilpropasosdio formados (FIGURA 4) (SIMOES et
al., 2007).
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Figura 4 - Biossintese de fenilpropanoides.
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2.3 Propriedades biolégicas dos 6leos essenciais

As plantas séao utilizadas desde a antiguidade fi@saalimentares e medicinais.
Produtoras de metabdlitos secundarios, as plamiasjaioria das vezes, os produzem como
forma de defesa e preservacdo (SIMOES et al., 2@ pleos essenciais, conhecidos como
Oleos volateis, sdo metabolitos secundarios presesrn diferentes estruturas das plantas,
possuem odor caracteristico, apresentam-se na fliquiaa e sdo instaveis em diversas
condi¢des. S&o constituidos, geralmente, por dezdmanoléculas quimicas, que se agrupam
de maneira caracteristica para cada 0leo essesemalp responsaveis por diversas atividades
biologicas, podendo atuar como aleloquimicos, poo#e contra certos patdégenos, como
bactérias, fungos e virus, além de possuirem agiiExidantes (SIMOES et al., 2007).

O potencial biolégico dos 6leos essenciais é remcidb ha décadas e pode ser
derivado do efeito individual dos constituintes omd@rios ou efeito sinérgico dos
componentes (SIMOES et al., 2007).

Os oleos essenciais apresentam diversas ativitalégicas. Segundo Teixeira et al.
(2018) e Rezende et al. (2017a), alguns 6leos @ssersao inibidores de fosfolipase, A
outros apresentam efeito pro-coagulante quandadbauu com plasma humano citratado.
Também apresentam potencial fungicida sol@¥elletotrichum truncatum, Fusarium
graminearum e Drechslera oryzae (SILVA et al., 2015), além de apresentarem acémtdnia
sobreListeria monocytogenes, Salmonella Choleraesuis &scherichia coli (REZENDE et al.,
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2017b). Também proporcionam efeito genotoxico, geassim considerados promissores
para formulagbes farmacéuticas alternativas, deaslmpcoes limitadas de quimioterapia
atualmente disponiveis (SILVA et al., 2017/)06leo essencial deoeniculum vulgare (erva-
doce), por exemplo, também se mostrou eficaz diaetebactérias patogénicas como
Pseudomonas aeruginosa, E. coli e Shigella dysenteriae. O mesmo 6leo também pode ser
considerado um agente anticancerigeno muito potemiga linhagens celulares de cancer de
mama humano (MDA-Mb) e carcinoma epitelioide calitiela) pelo ensaio MTT com 4¢
menor que 1@g/mL em ambos os casos (AKHBARI et al., 2019).

Tais propriedades vém sendo cada vez mais expbrpdis diferentes ramos
industriais, destacando-se as industrias farmaedyti devido as suas propriedades
antissépticas, digestivas, sedativas e analgésichsstrias de cosméticos, atuando como base
para sabonetes, cremes e perfumes (EL ASBAHANL gR@l15) e tém sido considerados
como alternativas promissoras no controle de pragdsolas em geral, além de repelentes no
controle de carrapatos devido a grande variedadspmcies de plantas, baixo custo e grande
abundancia (BENELLI et al., 2016).

Dalziel (1937) e Ajayi et al. (2019) mostraram @de&leos essenciais também podem
estar relacionados com a inibicdo de AChE. Sugepeenalguns 6leos essenciais podem ser
capazes de reduzir o dano oxidativo as célulashorehdo as condi¢des inflamatorias. A
maioria dos inibidores da AChE com potencial s@alaldes (ZANGARA, 2003; HAMANN
et al., 2007); no entanto, metabdlitos secund&®gplantas com diferentes caracteristicas
estruturais, como esterdis, terpenoides, flavosoelecompostos fendlicos, também foram
reconhecidos como inibidores da AChE e consideradogostos promissores (MURRAY et
al., 2013).

O Oleo essencial ddlicium verum Hook. F. (anis estrelado), segundo pesquisas
realizadas por Luis et al. (2019), mostraram aadpde de eliminar radicais livres, inibir a
peroxidacao lipidica e inibir a desnaturacdo ddepma. Tais potenciais estdo associados as
suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatoéria

Segundo dados publicados por Bouyahya et al. (2018k0 essencial deentauruim
erythraea, coletada no noroeste do Marrocos em trés estégiatesenvolvimento (estagio
vegetativo, estagio de florescimento e estagio flobaedo), exibiu forte atividade
antidiabética, inibindo a-amilase eu-glicosidase. Os mesmos autores observaram também

uma forte inibigéo da tirosinase, podendo ser usadw dermatoprotetor.
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2.4 Saturgia montana L.

Saturgla montana esta entre as 200 espécies pertencentes a faanliaceae, que sao
nativas de regibes temperadas quentes, como Oméétiio, Mediterraneo, Europa, Asia
Ocidental e norte da Africa. Plantas pertencentesgénero Satureja sdo utilizadas
tradicionalmente para o tratamento de doencas & somplicagdes, pois muitas dessas
espécies apresentam diferentes potenciais biogmamo antimicrobiano (HALOC et al.,
2016; FALSAFI et al., 2015; LABIOD; AOUADI; BOUHADDUDA, 2015; SADEGHI et
al., 2013;), antioxidante (HASSANEIN; AHL HAH; ABOBMOHSEN, 2014; LOPEZ-
COBO et al., 2015; NAJAFI et al., 2016), efeito rdiico (STANIC; SAMARZIJA, 1993),
efeito cardiovascular (YAZDANPARAST; SHAHRIYARY, etal., 2008), atividade
gastrointestinal (CRUZ et al., 1990; HAJHASHEMI ai., 2000), hepatoprotetora
(AKDOGAN et al.,, 2014; ASSAEI et al.,, 2014), antali (VITURRO et al.,, 2000;
YAMASAKI et al., 1998), antiinflamatéria (ESMAEILEt al., 2015; ZEIDAN-CHULIA et
al., 2015), efeitos tripanocida e antiprotozoa@G&TIN et al., 2010; DUKE; BECKSTORM-
STEMBERG, 2001), anticancerigeno e efeitos citadxi(ELGNDI et al., 2017; GOHARI et
al., 2012; SADEGHI et al., 2013;), atividade anfilvesterasica (AKDOGAN et al., 2014).
Esses potenciais se confirmam devido a seu impert@@sempenho nas industrias
farmacéuticas (JAFARI; GHAVIDEL; ZARSHENAS, 2016EPE; CILKIZ, 2016).

O Oleo essencial de espéciesureja possui variadas propriedades, isso o torna
promissor em diferentes areas, como agentes de sabodustria de processamento de
alimentos e cosméticos (LEREBOUR; LARTAUD; LACTRQI®016, OLIVEIRA et al.,
2011), substitutos de inseticidas, fungicidas, drégitas e nematicidas sintéticos para
protecao de plantas e contra pragas domeésticas NTRAINE et al., 1998; PICARD et al.,
2012; SARKHOSH et al.,, 2018; TOZLU et al., 2011pnservantes naturais, agentes de
conservacdo em industrias de alimentos e cosrsétimgredientes ativos na medicina, dentre
outras (CHORIANOPOULOS et al., 2004).

S montana € comumente conhecida como segurelha de inverncsegurelha
montanhesa (FIGURA 5). Por apresentar aroma foctgacteristico, essa erva aromatica tem
sido constantemente usada na culinaria mediterr&ameao chas, temperos para carnes e

peixes, e em agentes aromatizantes para sopashasa)scarnes enlatadas e molhos, bem
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como erva medicinal tradicional (JAFARI; GHAVIDEZARSHENAS, 2016; OLIVEIRA et
al., 2011; SILVA et al., 2009).

Figura 5 - Aspecto geral @atureja montana L.

Fonte: Do autor, 2019.

A composicdo do oOleo essencial S8emontana pode variar consideravelmente. Para
Silva et al. (2015), timol (32,85%), carvacrol 38%), p-cimeno (12,12%) e linalol (8,99%)
foram os majoritarios encontrados. Sojic et all@0mostraram um resultado diferente, uma
vez que 0s autores ndo encontraram 0S mesmostaone nem quantidades similares,
sendo carvacrol (59,16%), p-cimeno (6,48%) encadtvaapenas 0,8% de timol. Vitanza et
al. (2019) também encontraram carvacrol (43,9%) aconajoritario seguido de p-cimeno
(15,3%) e timol (7,6%). Benelli et al. (2017) entaram 0s mesmos majoritarios carvacrol
(22,4%), p-cimeno (18,9%) e timol (18,8%); no etharas porcentagens ficaram bem
proximas entre eles.

Apesar da variabilidade da composicdo quimica do éksencial d& montana em
funcéo de diversos fatores, como as caracteristicdsentais e genéticas da planta, o 6leo
essencial € geralmente reconhecido pelas suasiqutages antibacterianas, fungicidas,
antivirais e antioxidantes (SKOCIBUSIC; BEZIC, 2004

2.5Myristica fragrans Houtt.

Myristica fragrans Houtt., popularmente conhecida como noz-moscataURA 6),
pertence a familia Myristicaceae. E uma plantaapresenta um alto valor econdémico, sendo
a Indonésia a maior produtora e fornecedora demmstada, responsavel por 80% da
producdo mundial (RODIANAWATI et al., 2015).
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Figura 6 — Aspecto geral déyristica fragrans Houtt.

Fonte: Do autor, 2019.

A noz-moscada € uma planta aromética que apreserdgavariedade de fitoquimicos
ativos, incluindo vitaminas, carotenoides, terpdesj alcaloides, flavonoides, lignanas e
fendlicos, etc (GUPTA et al., 2013). A noz-moscadamplamente utilizada na industria
alimenticia, pois apresenta efeitos antioxidantastimicrobianos, citotéxicos, anti-
inflamatorios e anticancerigenos (JIN et al., 20QPAJIDE et al., 1999; PHUONG THIEN
et al., 2014), antitromboticos e antimicrobiano®ARASIMHAN; DHAKE, 2006). Pillai et
al. (2012) relataram posteriormente as propriedadé@parasitarias e também efeitos da noz-
moscada em larvas deisakis simplex (LOPEZ et al., 2015; OISHI; MORI; NISHIURA,
1974).

De acordo com Nascimento et al. (2005), diversaprggdades farmacologicas, como
anti-inflamatéria, antimicrobiana, antiprotozoama potencial anticancer, podem ser em
funcdo do composto terpen-4-ol presente no 6leene&d deM. fragrans. Gupta et al. (2013)

e posteriormente Soni et al. (2016) encontraramle® essencial dél. fragrans componetes,
COmo a-pineno, B-pineno, a-tujeno, p-cimeno, limonenag;-terpinoleno, linalol,a-terpineol,
eugenol, miristicina, elemicina, sabineno, terpesi-£ y-terpineno (GUPTA et al., 2013;
LIMA et al., 2012; SONI, SHARMA; JASUJA, et al., 26). Essaespécie pode apresentar
um elevado rendimento de Oleo essencial, podendmgacha 13,61% de acordo com
Rodianawati et al. (2015).
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2.6 Cymbopogon flexuosus

O géneroCymbopogon € composto por espécies produtoras de Oleos émisede
grande importancia comercial e na formulacdo deicagtentos alternativos (KIRTIKAR et
al., 1986).Cymbopogon flexuosus € uma planta herbacea pertencente a familia P®macea
conhecida popularmente como capim-indiano ou cdipiéie da india Oriental (FIGURA 7).
E uma espécie nativa da India e seu 6leo esséneaialplamente utilizado em industrias por
apresentar propriedades antimicrobianas (ADUKWL@lgt2016; AZEVEDO et al., 2016;
COSTA et al., 2017; KARADAS et al., 2014), antiliiwie (GUNDEL et al., 2018), acaricida
(AGNOLIN et al., 2014), antiinflamatoria (JIANG at, 2016), antioxidantes (COSTA et al.,
2017; JIANG et al., 2016), inseticidas, larvicidasntitumoral e citotoxica (GAONKAR et
al., 2018; SHARMA et al., 2009). Acredita-se tambgme o 6leo d€. flexuosus auxilie com
disturbios relacionados ao estresse (CHAO et@DQRe alergias (MITOSHI et al., 2014).

Flgura 7— Aspecto geral ma/mbopogon flexuosus.

w, s’ W

Fonte: Do autor, 2019.

O oleo essencial de capim-limag. (flexuosus) tem como principal constituinte o
citral (até 85% do 6leo), formado por dois isdbmeresal e geranial, que conferem o aroma
de liméo e as propriedades medicinais a planta ADESARIKH, 2012).

C. flexuosus e C. citratus séo plantas conhecidas pelo mesmo nome comum (capim

limdo), e apresentam em sua composicdo o majoritinial (GANJEWALA, 2009). Na
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composicado do Oleo essencial @eflexuosus também podem ser encontrados compostos
como geraniol, acetato de geranila e bisabolol, goéadamente conferem o potencial
citotoxico as ceélulas cancerigenas (CAVALIERI et 2004), além do linalol, 1,8-cineol, 4-
nonanona, cariofilenog-muuroleno (GUNDEL et al., 2018). O limoneno e orrzwl
presentes no 0leo essencial@dlexuous se destacam por sua atividade imunoestimuladora,
atividades analgésica e anestésica (TORO-ARREOIaA,2005; GRANGER et al., 2005).

2.7Fungos

O Reino Fungi apresenta um enorme numero de espé€fls fungos séo
microrganismos eucariéticos, multicelulares ou ehilares e flamentosos, que podem causar
alteracbes no sabor, seguranca e qualidade denédispdrazendo riscos a saude humana e
animal devido a producéo de micotoxinas (OLIVEIRAe, 2013).

O aumento de doengas causadas por fungos desgfiafssionais de salde em todo
o mundo,o0s quais geralmente se adaptam a ambardgsodem ser inGspitos para bactérias.
Normalmente crescem em ambientes com pH entre &6, quase todos filamentosos,
resistentes a pressdo osmaotica e, por isso, posTec em concentracdes relativamente altas
de sal ou agucar. Também podem se desenvolvergarefiou substancias com baixo grau
de umidade. Tais caracteristicas permitem que agofu se desenvolvam em lugares
improvaveis, como paredes de banheiro, couro dateape jornais velhos (TORTORA,;
FUNKE; CASE, 2017).

As condi¢Bes mais favoraveis para o desenvolvimergoliferacdo fungica ndo séo
as mais favoraveis para a producdo de micotoxi@asfungos produzem micotoxinas em
circunstancias especificas e é parte da estratégiango para se proteger das agressbes do
meio em situacOes de estresse. Assim, mesmo apasta dos fungos, por serem termo
estaveis, permanecem por longos periodos no stheN®VINSKY, 2013) e sdo carreadas
para outros ingredientes ou componentes derivadqeatessamento industrial (COPETTI,
2009; LEITE, 2010).
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2.7.1 Micotoxinas - GéneroAspergillus

Entre os varios fungos conhecidos capazes de groduzotoxinas, 0 género
Aspergillus pode ser encontrado em todo tipo de ambiente.rfseespécies despergillus
sdo consideradas patogénicas e toxicogénicas,apms de causar doencas em humanos,
animais e vegetais, colonizando-os, também libesabstancias toxicas ao redor da area
colonizada. Esse género se destaca por ser umtanfmprodutor de micotoxinas no reino
Fungi. Essas micotoxinas podem contaminar alimed®sconsumo humano e animal e
podem aparecer no campo antes da colheita, posizolbu durante o processamento e
armazenamento, comprometendo negativamente a agdelido alimento e salde dos
individuos, principalmente imunocomprometidos (ANAIE; LANCAS, 2015; MOAZAM,;
DENNING, 2017).

Micotoxinas s&o sustancias quimicas de baixo pestecwlar produzidas como
metabolitos secundarios por fungos filamentosodepdo ser produzidas em qualquer idade,
mas a maior producao ocorre principalmente quasdoirmyos atingem a maturidade e estao
diretamente relacionadas com produtos alimentiiziotd de origem animal quanto vegetal
(RUYCK et al., 2015; SADHASIVAM et al., 2017). Deatio geral, as micotoxinas sao
formadas por grandes quantidades de precursoresmel@bdlitos primarios como
aminoacidos, piruvato, acetato e outros. E a sodugéo € uma estratégia do fungo para
reduzir a quantidade de precursores que ndo s&ss&®S para 0 seu metabolismo e
também para sua defesa (FOOD INGREDIENTS BRAZIIQD0

Estudos revelam que a contaminacdo por micotoxiaaalimentacdo humana pode
ocorrer de duas maneiras, direta ou indireta. Aasnmacao direta ocorre quando o alimento
que esta infectado por um fungo toxigénico é comdoirpor um individuo, como cereais,
oleaginosas, frutos secos e café. A contaminacdmeta ocorre quando 0s animais se
alimentam com racgdes previamente contaminadas,ndodiberar micotoxinas na carne,
ovos, leite e seus derivados (ROCHA et al., 2014).

A intoxicacdo causada por toxinas produzidas pargds € conhecida como
micotoxicose. Os seus sintomas dependem do tipmidetoxina, da concentracdo e da
duracdo da exposicdo, da idade, salude e sexo ig@dina exposto. As micotoxicoses podem
ser classificadas como agudas ou crbnicas. A mimmmse aguda na maioria das vezes tem

um inicio rapido e uma resposta toxica evidente,passo que a toxicidade cronica €
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caracterizada por exposicao a baixas doses durantengo periodo de tempo, resultando em
canceres e outros efeitos geralmente irreversiRéiy'CK et al., 2015).

As toxinas com elevado grau de importancia parasiihs em geral sdo produzidas
por algumas espécies daspergillus, sendo a Ocratoxina A e Aflatoxina Bl e B2
(SADHASIVAM et al., 2017).

O géneroAspergillus é considerado o maior causador de infec¢des famgispesar
do avanc¢o no diagndstico e tratamento da aspeegiémsda € dificil prevenir e tratar doencas
fungicas, sendo a mortalidade ainda elevada, pahoente entre pacientes
imunocomprometidos com infeccdes invasivas (CHOWBNAet al., 2017). Varias espécies
de Aspergillus causam infeccdes severas, coAwpergillus fumigatus (aproximadamente
90%), seguidas pohspergillus flavus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus
terreus e Aspergillus versicolor (PAULUSSEN et al., 2017).

Dados atuais mostram que as infeccoesAgpergillus ndo sdo despreziveis e que a
resisténcia antifUngica € um problema de saludectggce cada vez mais, principalmente
entre pacientes imunocomprometidos. Isso destacaeaessidade de um diagndéstico
confiavel, sensivel e rapido, para conter assinoebimortalidade relacionada a aspergilose
(ZAKARIA et al., 2020).

A Ocratoxina A é um grupo de derivados de isocumaaligada a uma amina que, por
sua vez, esta unida a um grypéenilalanina (Figura 8). E produzida principalnmeiporA.
ochraceus, A. carbonarius, A. alliaceus, A. auricomus e raramente OA. niger. E uma
micotoxina considerada nefrotoxica, hepatotoxieegtbgénica e imunossupressora (WANG
et al., 2015). Essa toxina pode ser encontradaiwmsds alimentos como feijao, trigo, aveia,
cevada, milho, vinho, suco de uva, frutas secgs, sacau, cha, temperos, café torrado
(moido ou grdo) e produtos de origem animal commesa ovos e produtos lacteos
(ANVISA, 2011).
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Figura 8- Estrutura quimica da Ocratoxina A.

A aflatoxina é considerada uma toxina de grandeaattp no que diz respeito
principalmente a produtos agricolas, uma vez guecendicdes favoraveis de umidade do
produto, umidade relativa do ar e temperatura amwie podem se desenvolver
incontrolavelmente. Essa toxina € produzida predogente por fungos do género
Aspergillus, especificamentA. flavus e A. parasiticus.

Vérias aflatoxinas podem ser encontradas, e asipais sdo Bl (Figura 9) e B2
(Figura 10) que apresentam fluorescéncia azultaole G1 e G2, que apresentam
fluorescéncia azul-esverdeada, quando analisadasa@natografia de camada delgada a luz
ultravioleta a 365 nm (IAMANAKA, OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010).

Figura 9 - Estrutura quimica da Aflatoxina B1.
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As aflatoxinas podem ser encontradas em diferealesentos, como milho,
amendoim, nozes, avelda, améndoa, pimentas, nozaghmsgengibre, figos, racdo animal,
algodao, leite em po, queijos, etc. (ANVISA, 2011).

Assim como a ocratoxina A, as aflatoxinas sdo #siccarcinogénicas e
imunossupressoras, podendo induzir infecgcbes ensoags contaminadas. Individuos
apresentando hepatite B (VHB) sdo mais sensiveis, guando expostos as aflatoxinas
aumentam o risco de cancer no figado, uma vez digado é seu alvo principal. As doencas
causadas pela exposicéo as aflatoxinas sdo chanbaddstoxicoses, e podem ser divididas
em aguda e cronica. A aguda resulta em morte érécarem cancer, supressao imunologica
e outras condi¢cBes patolégicas mais lentas. Destraflatoxinas existentes, a B1 € a mais
toxica, pois pode causar efeitos diversos e, emnalgasos, podem ser letais para seres
humanos e outros vertebrados (FOOD INGREDIENTS BRAZ09).

No ano de 1965, a Agéncia Internacional para Psagem Cancer (International
Agency for Research on Céancer — IARC) foi fundadamapconduzir e coordenar a
investigacdo sobre as causas do cancer. Assimgriimio um programa que analisa a
evidéncia de cancer a partir de diversos agenteldgios, quimicos e fisicos. Nesse
contexto, algumas micotoxinas foram divididas empgs de acordo com o0 processo de

carcinogénese gerado (QUADRO 1).

Quadro 1 - Classificagdo das micotoxinas

Classificacao Micotoxinas
Carcinégenos do grupo 1 Aflatoxinas Cancerigena pdromem
. Fumonisina Possivelmente carcinogénico
Carcinégenos do grupo 2B .
Ocratoxina A para o homem
Tricoteceno N&o classificavel quanto a sua
Carcindgenos do grupo 3 | Zearalenona carcinogecidade em seres
Patulina humanos

Fonte: IARC, 1993.

Sendo assim, varios paises estabeleceram limitesmos de ocratoxina A e
aflatoxina para diversos produtos. De acordo cdresolucdo-RDC n° 7, de 18 de fevereiro
de 2011, os dados podem ser observados no quaro.ab



fevereiro de 2011.
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Quadro 2 - Limites de toxinas em produtos de acedin a Resolu¢cdo-RDC n° 7, de 18 de

Limites Maximos Tolerados
(Lg/KQ)
Alimentos Ocratoxina A Aflatoxina
Cereais, produtos de cereais e cevada
10 5
malteada
Feijao 10 5
Cafeé torrado (moido ou gréo) e café 10 i
soltvel
Vinho e suco de uva 2 -
Produtos de cacau e chocolate 5 5
Frutas secas 10 10
Queijo - 2,5
Pimentas, gengibre, noz-moscada
) 30 20
(especiarias em geral)
Amendoim - 20
Milho - 20
Nozes, avela e améndoa - 10

Fonte: Anvisa, 2011.

2.7.2 Aspergillusflavus (Aflatoxina)

Aspergillus flavus € uma espécie pertencente a secdo Flavi, e seavidgmento
varia entre 7 a 42 °C, sendo sua temperatura Otmacrescimento de 25 °C. Esse
microrganismo pode ser facilmente encontrado emoy@limentos, como nozes, amendoim,
temperos, sementes oleaginosas, milho, sementaka@io, cereais e, as vezes, em frutas

secas (MOTTA et al., 2015). O aspecto gerahdéavus pode ser visto na Figura 11.

Figura 11 -Aspergillusflavus.

Fonte: Do autor, 2019.
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A espéciéA. flavus é considerada a mais importante produtora de aitets, B1 e B2.
Das 18 diferentes moléculas do grupo das aflatsxima aflatoxina B1 € a substancia
carcinogénica mais conhecida e também uma dasisadaslas dos alimentos contaminados
(ZERINGUE; BHATNAGAR; CLEVELAND, 1993). LinhagensedA. flavus, importantes
produtoras de aflatoxinas, causam micotoxicosesarimais e aflatoxicose em humanos
(MURRAY et al., 2006).

A aflatoxicose aguda se inicia ap0s 6 horas dastAgeda micotoxina, apresentando
severa depressao, presenca de sangue nas fereserenusculares, hipertermia e causando
a morte. Entretanto, a aflatoxicose cronica deshiaa alteracdes patologicas mais
prolongadas, como cancer e imunossupressao. Mgires, a aflatoxicose se manifesta como
hepatite, pois o principal érgao afetado pela afiata B1 é o figado (MURRAY et al., 2006).
As aflatoxinas também atacam o DNA e o RNA, ligasdoao DNA principalmente no
nitrogénio 7 da guanina, dificultando assim a saascricdo e diminuindo a sintese de RNA
(LOPES et al., 2005).

A Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancezr(lational Agency for Research
on Cancer — IARC) classifica as aflatoxinas cominagenos do grupo 1 — Confirmado
Carcinégeno Humano (IARC, 1993).

2.7.3 Aspergillus ochraceus (Ocratoxina)

Aspergillus ochraceus € uma espécie que pertence a Secdo Circumdagngodser
encontrada em diversos alimentos, como arroz, ,trayeeia, vinho, cereais e café. A
temperatura 6tima para o desenvolvimento da espéoehraceus varia entre 24-31 °C, mas
pode se desenvolver a partir de temperaturas raaiad) entre 8 °C e 37 °C. A producao de
toxina ocorre entre 12 °C e 37 °C, sendo a tempexditima de 25 °C e o pH 6timo de
producdo entre 5 e 6 (HASHIMOTO et al., 2012). BEsserorganismo é um dos maiores
desafios na agricultura, pois € um expressivo povdde ocratoxina A (FIGURA 12)
(BATISTA et al.,, 2009), sendo uma das principaipéeges consideradas ocratoxigénica

dentro da secao.
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Figura 12 -Aspergillus ochraceus.

Fonte: Do autor, 2019.

A ocratoxina se liga a proteinas plasmaticas, fd@enom que a micotoxina
permaneca no sangue, tornando-se toxica ao organisssa acdo tOxica acontece sobre o
sistema renal. A nefrotoxicidade altera o tamanb® mhs, a osmolaridade e o volume da
urina, e desencadeia o desenvolvimento de aden@masnores renais (NOGUEIRA,
OLIVEIRA, 2006).

A Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancezr(lational Agency for Research
on Cancer — IARC) classifica a ocratoxina A comecicedgenos do grupo 2B — Suspeito
Carcindgeno Humano (IARC, 1993).

Estudos revelam a presenca Aleochraceus em pacientes imunocomprometidos e
asmaticos, nem sempre como agente infeccioso (NEGRI., 2014). Pesquisas realizadas
com 133 pacientes brasileiros com suspeita de @iks®, provenientes de espécies de
Aspergillus, mostraram que apenas 1 paciente apresentouaof@ogA. ochraceus (NEGRI
et al., 2014). Posteriormente, Carpagnano et @ll4P demonstraram coloniza¢cdo c@dm
ochraceus em 3 de 43 pacientes com cancer de pulméo porteagesy empregando a
escovacao bronquica. No entanto, o fungo nao foor@mado em nenhum dos pacientes do
grupo controle, sugerindo entdo uma infec¢cao atd@comprovada. Esse microrganismo foi
relatado como o possivel patbgeno em um caso dergidsge broncopulmonar alérgica
(ABPA) relatada por Novey e Wells (1978).

Os antifungicos sintéticos foram criados para temlianinuir os danos que o0s
microrganismos causam tanto na qualidade do alomentanto na saude humana. Porém,
tornou-se um inimigo para as industrias em germala wez que estudos revelam que esses

produtos podem selecionar alguns microrganismossteeses, além de causar alguns
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problemas a saude humana, se utilizados de maneinraeta e/ou em concentragdes elevadas
(DJENANE et al., 2012).

2.8 Bactérias

As bactérias sdo microrganismos patogénicos podesidbenéficas ou causadoras de
vérias @encas infecciosas. O nimero de pessoas infectamasntou significativamte nos
altimos anos; tal fato adverte a extensdo do pnohld?ara o tratamento de infeccdes
bacterianas, os antibidticos sdo essenciais; anteto uso intenso e inadequado desses
farmacos tem favorecido a criacdo de bactériastezges ao medicamento. Assim, as
bactérias sensiveis sdo eliminadas; porém as laactésistentes tém a capacidade de
proliferar tornando-se uma crise mundidl et al., 2018).

Uma das causas da proliferacdo de bactérias magisté o uso de antibidticos na
producdo de alimentos para animais. Pesquisasudetlal. (2018) relatam que tal fato foi
relacionado ao surgimento de patégenos oportunigibmizadores, com&. aureus. No
passado, os patégenBSsaureus e E. coli tornaram-se modelos de como o0 uso de antibioticos
na producdo de alimentos pode sustentar o surgimeéet novas cepas de patdégenos

oportunistas colonizadores que podem se espalh@opaeres humanos.

2.8.1 Escherichiacoli

E. coli pertence a familia Enterobacteriaceae, sendoidaftomo bastonetes retos
Gram-negativos (FIGURA 13), anaerdbios facultatiaagalase-positivos, oxidade-negativos
e se locomovem por um flagelo peritriquib. coli faz parte de um importante grupo
conhecido como bactérias entéricas. Bactérias quentem a esse grupo habitam o trato
intestinal de seres humanos e outros animais, ¥er@b um dos habitantes mais comum do
trato intestinal de seres humanos. A maioria daghas entéricas sdo fermentadoras ativas
de glicose e outros carboidratos. A temperaturaapara seu crescimento varia entre 35 - 40
°C, mas podem desenvolver em uma temperatura mighnya- 8 °C e uma maxima de 44 -
46 °C (BATISTA, 2014).
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Figura 13 -Escherichia coli.

Fonte: Do autor, 2018.

E. coli naturalmente faz parte da flora normal do intestibmano e de outros animais
(GOMES et al., 2016). Em geral,E&a coli € uma bactéria considerada inofensiva ao ser
humano; entretanto, algumas linhagens podem sartqgratogénicas e infectar a area
intestinal causando doencas graves, como gastriteniefeccdes urinarias, podendo afetar a
corrente sanguinea e o sistema nervoso central EDNE'S et al.,, 2012; CROXEN;
FINLAY, 2010).

Atualmente os principais tipos d&. coli patogénica s&oEscherichia coli
enteropatogénica (EPECKEscherichia coli enteroagregativa (EAEC)Escherichia coli
enteroinvasiva (EIEC) eEscherichia coli enterohemorragica (EHEC). Seus principais
sintomas sao caracterizados por nauseas, vomitosid, célicas abdominais e febre. Esses
sintomas podem durar de 6 horas a 9 dias, comdmede incubacdo que varia de 8 a 72
horas (GOMEZ-ALDAPA et al., 2016).

A E. coli € uma bactéria patogénica oportunista e tem causdtides de infeccdes
em todo o mundo, 1,7 bilhdo de casos por ano (YASW@l., 2017). A EPEC é considerada
um dos agentes causadores predominantes da diaurea@na (GAYTAN et al., 2016). Causa
diarreia prolongada moderada a grave, acompanhadtelie leve e, as vezes, vomito
(KOTLOFF et al., 2013). Atualmente, a EPEC causardia grave na populacdo em paises
em desenvolvimento (HU; TORRES, 2015), como Br&3lile, Peru e México (LIU et al.,
2018; OCHOA et al., 2008).

Esse patdgeno extracelular é transmitido de hospegara hospedeiro via fecal-oral
(BALIERE et al., 2015), por meio da ingestdo demalitos e agua contaminados e de
superficies contaminadas (YEN et al., 2016).

A EPEC foi detectada em ostras e mexilhdes na \tmheze berbigdo na Franca
(BALIERE et al., 2015; VILLALOBOS; ELQUEZABAL, 2000
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2.8.2 Staphylococcus aureus

Os Saphylococcus apresentam-se na forma de cocos Gram e catalagiegmscom
aproximadamente 0,5 a 1,5 um de diametro, imoves, esporulados e geralmente nao
encapsulados. Esse microrganismo pode apresergan-deversas formas, como isolados, aos
pares, em cadeias curtas, ou agrupados irregulggni®em aspecto semelhante a um cacho
de uvas), devido a sua divisdo celular (FIGURA (BILVA et al., 2017a; CASSETTARI;
STRABELLI; MEDEIROS, 2005)

O génerdXaphylococcus faz parte da microbiota de varios sitios anatomieamanos.

S aureus pertencente a familia Micrococcaceae, crescentaoticdes aerdbias facultativos,
e em meios comuns sob condi¢cfes de pressao osrelgieala e baixa umidade, empH =7 e
a temperatura otima de 37 °C, podendo se desemvalvdém em uma temperatura minima
de 7 °C e uma maxima de 45 °C. A toxina produziolagsse microrganismo denomina-se
enterotoxina e a temperatura 6tima para producdoxitea varia de 40-45 °C, mas podem ser
produzidas em uma escala de 10-48 °C (SILVA etéll,7a). Isso explica porque crescem e
sobrevivem em determinados locais e alimentos, cemosecrecfes nasais € na pele,
presunto e outros tipos de carnes ou até mesmdiraentos com baixa umidade, pois nessas
condi¢des outros microrganismos sao inibiddSRTORA; FUNKE; CASE, 2017

Figura 14 -Staphylococcus aureus.

Fonte: Do autor, 2018.

S aureus é a espécie de maior interesse médico, pois eéhatigria relacionada a
diversas infeccdes em seres humanos (CASSETTARRABELLI; MEDEIROS, 2005;
KONEMAN et al., 2001). Essa espécie é capaz detiesi dessecacdo e ao frio, podendo

permanecer viavel por longos periodos em particlgapoeira. Esse microorganismo pode
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ser encontrado no ambiente humano, sendo o homemriseipal reservatério, em fossas
nasais, garganta, intestinos e pele, sendo asasarigitio mais colonizado (CARVALHO et
al., 2005; CAVALCANTI et al., 2005).

Devido a resisténcia a antibioticos e a capacidiadse desenvolverem rapidamente, o
S aureus se torna individualmente perigoso em areas hoapés| pois sdo produtores da
toxina responséavel pela sindrome do choque séptina, infec¢cdo grave caracterizada por
hipertermia, vomito, podendo causar a morte. Agxinh¢gdes humanas podem ser causadas
pela ingestdo de enterotoxinas. Sua ingestdo ctarga infeccdes simples (espinhas,
furdnculos, etc) como infecgbes graves (pneumamedpcardite, sinusite, artrite e infeccdes
no trato urinario) (SILVA et al., 2017a).

Agentes quimicos séo utilizados para controlar es@mento de microrganismos.
Todavia, poucos agentes quimicos reduzem as p@aslagicrobianas em niveis seguros ou
removem as formas vegetativas de patdogenos emfisigger Ha varios anos, os 0leos
essenciais, metabdlitos secundarios de plantasgéhado maior destaque por serem um
produto natural, apresentando grande aceita¢cas pefsumidores, elevado potencial de uso
multifuncional e causando menores riscos em comparaaos aditivos sintéticos
(ANDRADE et al., 2012; MIRANDA et al., 2014).

2.9 Atividade antioxidante

A procura por produtos naturais com potenciaisdgiicbs vem aumentando cada vez
mais, pois substancias naturais como Oleo essedeigllantas podem ser utilizadas nos
alimentos, a fim de conferir sabor, aroma e praojades antioxidantes, antimicrobianas e
nutricionais, além de causar menos impacto ao amalmente.

Quimicamente as substancias antioxidantes compdefornaulacdo de diversos
produtos como alimentos, cosméticos, farmacos Estgas substancias, mesmo em pequenas
concentracdes, conseguem impedir ou retardar aigabte da oxidacdo daquele produto que
a contém. Esse processo pode ser realizado pordeeion ou mais mecanismos, e essas
substancias também podem inibir ou diminuir ostefecausados pelos radicais livres e
compostos oxidativos presentes em substratos GEIEREREIRA; CARDOSO, 2012).

Os radicais livres e outros oxidantes sdo os geamdsponsaveis pelas doencas

autoimunes, doencas infecciosas e/ou inflamatédasncas degenerativas (como cancer,
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doencas cardiovasculares, declinio do sistema ireutisfuncdes cerebrais), além de ser o
principal causador do envelhecimento. Os antioxeamloqueiam o efeito causado pelos
radicais livres, uma vez que sdo formados durasteeacoes metabodlicas ou por fatores
exdgenos ao organismo. A geracao de radicais l&sregmalmente equilibrada pela acéo dos
antioxidantes enddgenos e exogenos (SHAHIDI; HO720

As substancias antioxidantes podem ser enddégenaxdgenas e podem ser
enzimaticas e ndao enzimaticas. O mecanismo enddgemecomo exemplos as superdxidos
dismutases, catalase, glutationa peroxidase etiglaredutase. Esses controlam niveis de
peroxido de hidrogénio; portanto, colaboram padan@nuicdo dos niveis de radicais livres.
Além dessas enzimas, o mecanismo endégeno é campestubstancias ndo enzimaticas,
como a-tocoferol (vitamina E),p-caroteno, &cido ascérbico (vitamina C). Os congsost
fendlicos e demais metabdlitos secundarios vegetd&n de zinco, cobre, selénio e
magnésio, sado de extrema importancia, pois fazeme pda estrutura das enzimas
responsaveis pelo controle das espécies reativisHBI; HO, 2007).

Os antioxidantes sintéticos, como os compostoditasobutil-hidroxi-anisol (BHA),
2,6-di-tert-butil-4-hidroxitolueno (BHT), tert-bidihidroquinona (TBHQ) e galato de propila
(PG) também séao muito utilizados, no entanto, estaolxicologicos tém demonstrado efeito
carcinogénico dos antioxidantes sintéticos em éxyeitos com animais (ANDRADE et al.,
2011).

Essas substancias sintéticas, mesmo causando gnapaeto, vém sendo utilizadas
cada vez mais, pois sdo uma das poucas alterndis@mniveis para industrias de alimentos,
uma vez que sdo utilizadas no intuito de prevenoxidacdo de alimentos e combater a
formacg&o de radicais livres. As alteragfes noseatos também podem estar relacionadas
com a rancidez oxidativa, que é responsavel prahtipnte por alteracdes indesejaveis de
cor, sabor, aroma e consisténcia do alimento. Nesse, resultam da peroxidacao lipidica,
gue é um processo em que os radicais livres owiespddo radicalares atacam os lipidios, 0s
6leos ou os acidos graxos poliinsaturados presemtesubstratos, gerando novos tipos de
radicais como produto da degradacdo desses corspasterferindo nas caracteristicas
organolépticas dos alimentos, causando a perdauwwator nutricional e comercial (AYALA
et al., 2014).

Radicais livres sdo espécies instaveis e extrenmameativas; no entanto, a produgéo

equilibrada de radicais livres € muito importames estdo envolvidos na producédo de ATP,
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fagocitose e regulagdo do crescimento celular. Lagproducéo desequilibrada de radicais
livres no organismo causa dano oxidativo em célaldscidos, resultando na peroxidagéo
lipidica das membranas, nas modificacbes das pestedano a base do DNA e lesédo de
reperfusdo. A producdo excessiva de radicais likeslenominada estresse oxidativo
(ABRAHAO et al., 2010; OLSZEWER, 2008; PEREIRA; CBRSO, 2012).

2.10 Atividade repelente -Rhipicephalus sanguineus sensu lato

Acarinos pertencem a uma subclasse de artropodedadse dos Aracnideos que
inclui espécies como aranhas, acaros, carrapattve, @utros. Os carrapatos sao hematédfagos
e fazem parte de trés importantes familias; Argasidxodidae e Nuttalliellidae. Os
carrapatos pertencentes a familia Ixodidae; tam&@omconhecidos como carrapatos duros,
uma vez que apresentam um escudo na parte dorsmudecorpos. No caso dos machos,
cobre totalmente o dorso, e das fémea, cobre pamm#e. Os carrapatos Ixodideos
apresentam pecas bucais relativamente curtas esaoracdo de grandes quantidades de
cemento responsaveis pela fixacdo em seu hospe@eoprocesso de alimentacdo € mais
extenso, e por isso, conseguem ingerir grandedidadas de sangue (SONENSHINE; ROE,
2014).

Carrapatos ixodideos pertencem ao grupo mais ianertde vetores de patdgenos
dentro do filo Arthropoda (MARCONDES, 2009). O ddle vida desses carrapatos pode ser
dividido em trés estagios (larva, ninfa e adultt®jps com um unico instar. Os ixodideos séo
responsaveis por manter e transmitir muitos patsgjeimcluindo bactérias, protozoarios e
virus. Esses patdgenos sao de grande impacto eanéea e saude publica, pois afetam
animais domésticos e humanos (DANTAS-TORRES; CHOMELRANTO, 2012).

O géneroRnipicephalus é facilmente encontrado, pois é amplamente digttdoem
todo o continente e possui dois representantesattaimincidéncia no BrasiRhipicephalus
sanguineus e Rhipicephalus microplus (ANDREOTTI et al., 2014).

O carrapato da espéci®. sanguineus, popularmente conhecido como carrapato-
vermelho-do-cdo, é um parasita de caes que padsitaa outros hospedeiros em condi¢des
especiais, incluindo seres human®kipicephalus sanguineus € vetor de muitos agentes
infecciosos, por exemploRickettsia rickettsii, agente causador da Febre Maculosa das

Montanhas Rochosas. Também é transmiss®&iakettsia conorii, agente causador da Febre



33

Maculosa do Mediterraneo na Europa (DANTAS-TORREBTRANTO, 2015). No BrasiR.
sanguineus € considerado vetor da bactéReckettsia rickettsii, agente causador da Febre
Maculosa Brasileira (SILVA et al., 2017b).

Devido a grande preocupacdo com certas doencasademuspor parasitasik.
sanguineus € um dos carrapatos mais estudados. Varios estédossido realizados pelo
mundo, pois o conhecimento biolégico e ecoldgicesdecarrapato € essencial para uma
melhor compreensdo da ecoepidemiologia das dodraasmitidas por esses vetores. Do
ponto de vista etolégicoR. sanguineus € endofilico, monotropico e precisa de trés
hospedeiros, um para cada estagio da vida. Apesserdaltamente endofilicR, sanguineus
também é capaz de sobreviver em ambientes extgroaoexemplo, paredes de calcéario. Essa
espécie, apesar de monotropica, pode se alimemtantcos hospedeiros que ndo pertencem a
sua "cadeia tréfica natural”. Isso demosntrafusanguineus € um carrapato que pode adotar
diferentes estratégias de sobrevivéncia, conformecassidade. E mais, essa espécie aumenta
sua preferéncia por humanos e coelhos com a eledacemperatura (PAROLA et al., 2008;
SOCOLOVSCHI; RAOULT; PAROLA, et al., 2009). De adorcom Dantas-Torres (2010),
se ocorrer um aumento de dois a trés graus Ceglsiwecados pelo aguecimento global, essa
estratégia de adaptacdo a elevadas temperaturasspodator determinante para o aumento
de casos de parasitoses transmitidas por esspa@arehumanos.

Uma fémea d&. sanguineus é capaz de fazer a postura de até quatro mil ovas,a
quantidade de ovos depende do peso da fémea engm tde postura. E o periodo de
oviposicdo pode durar varias semanas (KOCH, 198@2).condi¢cdes controladas, as larvas
podem eclodir em até 32 dias apdés a postura e edalimentar por quatro dias
transformando-se em ninfas. Desse modo, a ninédirsenta de quatro a sete dias, passando
assim para a fase adulta em aproximadamente 33\#ase estagio, a fémea se alimenta por
cerca de nove dias e, entdo, inicia-se 0 periodeoyiposicdo, que varia de trés dias a
algumas semanas. No entanto, na falta de um hospeui fase adulta, os carrapatos podem
permanecer em jejum por periodos longos, aproximadte 12 meses quando conservados
em temperaturas de 20 °C (DANTAS-TORRES et al.020ROUGHTON; LEVIN, 2007).
Nesse sentido, fica evidente a necessidade deossapiofundados, com o intuito de validar
métodos eficientes para o controle de carrapalc¥/£Set al., 2017b).

Esse controle pode ser alcancado com vacinas ieidaarsintéticos ou naturais (6leos
e extratos vegetais) entre outros (CONTRERAS et2€l17; MILLER et al., 2011; TAK;
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ISMAN, 2017). Os acaricidas sintéticos sdo os maditizados; entretanto, seu uso
indiscriminado pode causar efeitos nocivos em agimglantas e humanos, e também
contaminar o solo e a agua (TSABOULA et al., 200%.06leos essenciais provenientes de
fontes naturais sdo uma alternativa promissorasontrale deR. sanguineus devido a grande
variedade de espécies de plantas existentes, umgue sdo de baixo custo e de ampla
diversidade (BENELLI et al., 2016).

2.11 Inibicdo da enzima acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima neuroes$éencial em sinapses
colinérgicas e jungcbes neuromusculares nos vedebra invertebrados. Sua principal funcéo
€ a hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (AChcorrendo aasim a regulacdo da
neurotransmissdo (MUTERO; FOURNIER, 1992). A AChE a#vo de pesticidas
organofosforados e carbamato no controle de prdgesido ao uso indiscriminado de
pesticidas, tem ocorrido a selecdo de muitos pgaseesistentes (LEE et al., 2015). Diante
disso, torna-se necessaria a busca por novas salst&om potencial acaricida e inseticida,
sendo os inibidores da AChE compostos de granamial biocida em insetos e carrapatos.

Em razao de residuos de acaricidas, resisténciedecamentos, poluicdo ambiental e
outros efeitos negativos a segurancga publica iddszpelo uso excessivo de alguns agentes,
0 uso de acaricidas comerciais tem sido dificultd@G®ULD, 2010). Assim, torna-se
significativo o desenvolvimento de acaricidas al¢ivos e ecologicamente corretos a partir
de produtos naturais (SUN et al., 2017), e muigsntes acaricidas baseados em plantas
foram desenvolvidos e usados para tratar e conghaoliferacdo de acaros (QIN; ZHANG,
2013; ROSADO-AGUILAR et al., 2017).

Produtos vegetais, como 6leos essenciais e ses$itaones majoritarios, tém sido
amplamente estudados quanto as propriedades deleatd pragas, incluindo efeitos téxicos
(DON-PEDRO, 1996) e repelentes (PASCUAL-VILLALOBOSBALLESTA-ACOSTA,
2003), ovicidas e outras propriedades (ALVAREZ-CESTANOS et al., 2001). Oleos
essenciais com atividade acaricida e inseticidanatpor diferentes mecanismos de acéo,
sendo a inibicdo da enzima AChE um importante desses compostos, pois sua inibicdo
ocasiona o acumulo de acetilcolina e, consequemiterne morte do parasito (RIBEIRO et al.,
2012).



35

Muitos metabdlitos secundarios das plantas, commasterpenoides, tém atividade
inseticida contra pragas de produtos armazenadei @t al., 2003; REGNAULT-ROGER;
HAMRAOUI, 1995). Os monoterpendides foram os prioeiinibidores naturais a serem
considerados inibidores da AChE.

Benabdallah et al. (2018) e Houghton et al. (2@fervaram que o 6leo essencial
extraido de espécies tentha € um importante inibidor da acetilcolinesterasgesindo que
tal propriedade pode ocorrer devido aos monotegpenadgenados, como mentofurano,
rotundifolona, mentol e pulegona, que foram os qgis componentes encontrados nos
Oleos essenciais ddentha. Ja Sousa Barros et al. (2015) néo registrararhumea atividade
inibitoria para mentol e pulegona, quando avaliacandleos essenciais Mentha de origem
brasileira. Oztiurrk (2012) e Picollo et al. (2008yarem outros terpenos, comineno, 1,8-
cineol, canfora e linalol, também com efeito indyida AChE.

Aazza et al. (2011) relatam o efeito inibidor dah&Cdos 6leos essenciais quando
ricos em monoterpenos, podendo atuar como inibsdoognpetitivos ou ndo competitivos

devido a sua hidrofobicidade e capacidade de mitetam o local hidrofobico desta enzima.
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RESUMO

Atualmente a utilizacdo de Oleos essenciais corang@l bioldgico vem ganhando espaco,
sendo utilizados cada vez mais por diversos segmaendustriais. Na intencdo de encontrar
novos Oleos essenciais com diferentes potencia&ibos, objetivou-se neste trabalho extrair
e caracterizar 0os Oleos essenciais Surgja montana L., Myristica fragrans H. e
Cymbopogon flexuosus, avaliar o potencial inibitério sobre a enzimatéoainesterase e
efeito repelente sobre carrapat®spicephalus sanguineus sensu lato. Os 6leos essenciais
foram extraidos por hidrodestilacdo, caracterizadogjuantificados quimicamente por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria desad (CG/MS) e Cromatografia
Gasosa acoplada ao Detector de lonizagdo de CHA@®#BID). O efeito dos 6leos essenciais
em inibir a enzima AChE foi avaliado observand@axatde formacdo do composto 5-tio-2-
nitrobenzoato, composto produzido a partir da eagd@n o Reagente de Ellman (5,5-
ditiobis-2-nitrobenzoico ou sua forma ionizada) cantiocolina. O efeito repelente foi
avaliado por ensaios de preferéncia empregandaagipatos adultos em jejum da espécie
Rhipicephalus sanguineus s.l. (trés machos e trés fémeas). Os componengggritarios
encontrados nos Oleos essenciais foram borpéselpineol, carvacrol e p-cimen&atureja
montana L.); sabineno,a-pineno ep-pineno (Myristica fragrans H.); e geranial e neral
(Cymbopogon flexuosus). O maior potencial de inibicdo da acetilcolinesser foi observado
nos 6leos desaturga montana L. e Myristica fragrans H., apresentando valores desdC
préximos, respectivamente 0,024 e 0,023 pg'mD indice de repeléncia foi maior para o
Oleo essencial d&atureja montana L., atingindo 60% de repeléncia na menor conceéatra
testada. No ensaio com concentragdo constante gotel® secagem variavel, os Oleos
essenciais d&aturgia montana L. e Cymbopogon flexuosus mostraram-se eficazes até 60
minutos apds a aplicacdo. Os 6leos essenciais fpramissores tanto na inibicdo da enzima
AchE como repelentes de carrapatos da esp@#tpmcephal us sanguineus s.l., sendo o 6leo
de Saturgja montana L. o mais eficaz entre os 6leos essenciais awaiagodendo ser
indicado, mediante a mais estudos Como um repeniteigsor.

Palavras-chave:produtos naturais, enzima, potencial biol6gictogarasitos.
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1 - INTRODUGAO

Doencas infecciosas podem ser transmitidas poamaios, que Sao ectoparasitos que
se alimentam de sangue em pelo menos um estagwdadaNAVA et al.,, 2010). Esses
ectoparasitos sao divididos em trés grandes fanikadidae, Argasidae e Nuttalliellidae. A
familia dos carrapatos ixodideos se destaca comportantes transmissores de patégenos de
importancia meédica e veterinaria, devido aos s@istds alimentares, pois os individuos se
fixam no hospedeiro e permanecem ali por varios,diavorecendo a transmissdo de
patdogenos (SONENSHINE; ROE, et al., 20I®)ipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.), o
carrapato vermelho-do-cao se destaca dentre os moemé familia Ixodidae por sua extensa
distribuicdo mundial e sua capacidade de transuhitgrsos patdogenos, conBabesia spp.,
Erlichia canis, Hepatozoon canis e Leishmania infantum para seus hospedeiros principais, 0s
canideos (DANTAS-TORRES, 2008; DANTAS-TORRES; OTRKN 2014;
GUGLIELMONE et al., 2014), podendo ser considerado vetor importante da bactéria
Rickettsia rickettsii para humanos no Brasil (SERRA-FREIRE; SENA; BOR011).

R. sanguineus s.I. € um parasito facilmente adaptado a altas tempasa@) de acordo
com Dantas-torres (2010), um aumento de 2 a 3 °de mer fator determinante para o
aumento de casos de parasitoses transmitidas g@pagasito aos seres humanos. Nava et al.
(2015) e Hekimoglu et al. (2016) consideram a érista de duas linhagens Resanguineus
s.l., uma de regides tropicais da América do SAlfreca; outra de regifes temperadas da
Ameérica do Sul e Europa Ocidental.

Os 6leos essenciais, compostos provenientes ddatistao secundario de plantas,
apresentam diversas propriedades ecotoxicoléginasdveis. Dentre essas, podem-se citar a
relativa baixa toxicidade para seres humanos eio ambiente, a capacidade de degradacao
adicional. (TAK; JOVEL; ISMAN, 2017; JIA et al., 28). Diante disso, 0s compostos
extraidos de plantas se destacam como substamorassporas para o controle da infestacédo
por carrapatos, sobretudo devido a sua capacidgudtente (BENELLI et al., 2016). Essas
substancias atuam impedindo que os parasitos alcane infestem o0s hospedeiros
(McMAHON; KROBER; GUERIN, 2003).

Saturgia montana L., Myristica fragrans H. e Cymbopogon flexuosus séo plantas
pertencentes a diferentes familias, sendo Lamiacddgristicaceae e Poaceae,
respectivamente. Na composicao dos 0leos essersé@aiencontrados diferentes contituintes,

dentre os quais podem-se citar os terpenos, teige=ne fenilpropanoides (LUCKER, 2002;
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SIMOES et al., 2007; BAKKALI et al., 2008 0s metabdlitos secundarios tém funcbes
ecoldgicas especificas tanto atrativas quanto eafed para insetos e outros aninfaibHO et
al., 2017; DELORY et al., 2016).

Oleos essenciais com atividade acaricida e indat@iuam por diferentes mecanismos
de acao, sendo a inibicdo da enzima acetilcolireste(AChE) um importante alvo desses
compostos, pois sua inibicdo ocasiona o acumukcdglcolina e consequentemente a morte
do parasito (RIBEIRO et al., 2012). A AChE é umaiera neuronal essencial em sinapses
colinérgicas e juncdes neuromusculares nos vedebm invertebrados. Sua principal funcao
€ a hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (AChesultando em regulacdo da
neurotransmissdo (MUTERO; FOURNIER, 1992). A AChE afvo de pesticidas
organofosforados e carbamato no controle de prdgesido ao uso indiscriminado de
pesticidas, ocorre a selecdo de muitos parasitistertes (LEE et al., 2015). Diante disso,
torna-se necessaria a busca por novas substanomlpatencial acaricida e inseticida, sendo
os inibidores da AChE compostos de grande potehitiaida em insetos e carrapatos.

Dessa forma, objetivou-se neste estudo extrairr&cteizar os 6leos essenciais de
Saturgja montana L. (segurelha),Myristica fragrans H. (noz-moscada) &ymbopogon
flexuosus (capim-indiano), bem como avaliar o potencial itdilo sobre a enzima
acetilcolinesterase e a atividade repelente deéfmss essenciais sobre carrapais

sanguineus s.l. em jejum.

2 - MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O material vegetal foi adquirido no més de julha@2@&8, sendo as folhas 8aturgja
montana L. obtidas no Mercado Municipal de Belo Horizont®1G/Brasi; as sementes de
Myristica fragrans H. no comércio de Lavras — MG/Brasil; e as folHasscas de
Cymbopogon flexuosus coletadas no Horto de Plantas Medicinais da Usidade Federal de
Lavras (UFLA), situada na cidade de Lavras — MGéibra
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Carrapatos

Foram utilizados carrapatos adultos em jejum daa@siRhipicephalus sanguineus
sensu lato (s. l.), da linhagem tropical, provet@ende colénia mantida em criacao
experimental em coelhos brancos da raca Nova Zelamdb Laboratério de Doencas
Parasitarias do Departamento de Medicina Veteanda UFLA. Os coelhos nunca tiveram
contato prévio com substancias acaricidas ou mfmsde O projeto foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UEPfotocolo 043/185 de 24/05/2018).

Extracdo dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais foram extraidos por hidrode&tl, utilizando um aparelho de
Clevenger modificado adaptado a um baldo de fuadondo com capacidade de 6 litros, por
2 h. O hidrolato obtido foi centrifugado em centgié de cruzeta horizontal (Fanem Baby |
Modelo 206 BL), a 965.36 g por quinze minutos. O 6leo essencial de cada aléoit
coletado com o auxilio de uma pipeta de Pasteumdicionado em frasco de vidro e

armazenado ao abrigo de luz e calor. (ANVISA, 2010)

Determinacdo da umidade das plantas e rendimento daleos essenciais

O teor de umidade dos 0leos essenciais foi realizadforme metodologia descrita
por Pimentel et al. (2006), empregando o aparethBehn Stark. Foram adicionados 5 g do
material vegetal fresco a 80 mL de ciclohexano enbaldo de fundo redondo, de 250 mL. A
mistura permaneceu em aquecimento por 2 horas,isdépomedido o volume de agua
presente no material vegetal. O rendimento dasgdes dos 6leos essenciais foi determinado
em porcentagem peso/peso (% p/p) em base livrendade (BLU).

Andlise qualitativa e quantitativa dos 0leos esseiais

Os componentes quimicos foram identificados pometografia gasosa acoplada a
espectrémetro de massas (CG-EM), utilizando-se paretho Shimadzu, modelo QP 5050A,
condicdes: coluna capilar de silica fundida (30 825 mm) com fase ligada DB5 (5% fenil,

95% dimetilpolisiloxano) (0,2m de espessura de filme); o gas de arraste utilifaido
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hélio, com fluxo de saida 1,0 mL rifino volume da amostra injetada foi de Q11 diluida
em hexano; a taxa de particao foi de 1:20 e pressawluna de 71,0 kPa; a temperatura do
forno foi programada para 60 °C, 1 min, aumentatdd®46 °C (3° C mif), depois a 10 °C
até atingir 300 °C, por 7 min; A temperatura detof e detector foram de 220 °C e 240 °C,
respectivamente. As condi¢cdes do espectrometro alsan foram: detector de varredura
1.000; intervalo de varredura de 0,50 fragmentibagmentos detectados na faixa de 45 a 500
Da. Para fins de comparacdo dos indices de retatggi@onstituintes, foram empregados
dados da literatura (ADAMS, 2017). O indice de meé® foi calculado utilizando-se a
equacéao de Van den Dool e Kratz (1963) em relagionaasérie homologa de n-alcanosgnC
nC.g). Também foram utilizadas duas bibliotecas NIST&0MIST21, para comparagdo dos
espectros.

As andlises quantitativas foram realizadas por atografia gasosa utilizando um
detector de ionizacdo de chamas (FID), Shimadzu T&-As condi¢des de analise foram as
mesmas utilizadas para CG-MS e a quantificacdada constituinte foi obtida por meio da

normalizagéo de areas (%).
Inibicdo da enzima acetilcolinesterase

A andlise visou ao monitoramento da taxa de formag¢é composto 5-tio-2-
nitrobenzoato (adaptado de Ellman et al., 19619e Esmposto é produzido a partir da reacéo
do Reagente de Ellman (acido 5,5-ditiobis-2-nitrafméco ou sua forma ionizada) com a
tiocolina. A tiocolina é catalisada pela enzima A&CIK0,04 U mL tipo VI-S) de
Electrophorus electricus. E a formacdo do composto cromoéforo 5-tio-2-nignmnato €
indicada pela mudanca na coloracdo da solucacapaaeelo.

A principio, em um tubo de ensaio, foram adiciorsa@®70 pL de tampé&o Tris-HCI
(pH 8,0) e 254 pL da solucdo de AChE e essa misturiacubada a 37 °C por 5 minutos.
Decorrido esse tempo, 25 pL do 6leo essencial &redies concentracdes (100; 50,0; 10,0;
5,00; 1,00; 0,50; 0,25 pg rif); 100 pL da solucdo de reagente de Ellman e 86g.¢olucéo
de substrato foram adicionados ao tubo de ensamisfira foi novamente incubada a 37 °C
por 15 minutos. Apds incubacgdo, a absorbancia fedida em espectrofotdmetro no

comprimento de 412 nm.
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indice de repeléncia

O procedimento foi realizado de acordo com a médtgik proposta por Bissinger et
al. (2009) em ambiente climatizado, ao abrigo da d@m temperatura de 27 °C e umidade
relativa de 70%. Para o teste, um filtro de papellar foi colocado em uma placa de Petri
de &area 63,6 ¢ Para o grupo controle, em uma metade do filtrb,&3cnf), foram
adicionados 200 pL de agua destilada em dez pentadistantes; na outra metade, 0 mesmo
procedimento foi realizado com 200 pL de uma saugé DMSO a 3%. Os filtros foram
secos em capela de exaustdo por 30 minutos, amente ao teste. Em seguida, seis
carrapatos adultos em jejum da espétisanguineus s.l. (trés machos e trés fémeas) foram
adicionados ao centro da placa e suas posi¢cdes favaliadas apds cinco minutos. Dez
replicatas foram realizadas para o grupo controfgam cada tratamento, totalizando 60
individuos por grupo. O procedimento foi repetidogos tratamentos empregando-se 200
pL dos oleos essenciais diluidos em DMSO a 3% e@sirstes concentracgdes: 7,0; 14,0; 28,0
e 56,0 uL m['. Para a maior concentracdo (56,0 uL¥hdos 6leos essenciais, também
foram avaliados diferentes tempos de secagem, moafsegue: 60, 120 e 180 minutos apods a
aplicacao do produto.

O indice de Repeléncia (IR) dos oleos essencidigados foi calculado de acordo
com a equacdo 1 (GIRAO FILHO et al. 2014; XAVIERagt 2015). Os valores do indice
variam de 0 a 2, sendo IR < 1,0 (tratamento repalelR > 1,0 (tratamento atraente) e IR =
1,0 (tratamento neutro). O intervalo de seguratifiaado para considerar se 0 0leo essencial

€ ou ndo repelente foi obtido a partir da médialRas do respectivo erro padrao (EP).

IR=2G/(G+P) Equacéo 1

em gque G = % de acaros atraidos no tratamento % Ble-acaros atraidos na testemunha.

Anélise estatistica

Para a comparacdo multipla dos indices de repeléhus 6leos essenciais &

montana L., M. fragrans H. e C. flexuosus sobre R. sanguineus s.l., os dados foram
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submetidos a andlise de variancia com aplicacdBaiderroni a 5 % de probabilidade no
programa estatistico SISVAR (FERREIRA; 2011).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacgdo da umidade das plantas e do rendimentips 6leos essenciais

Os resultados obtidos para o teor de umidade adimento das extracdes dos 6leos

essenciais d& montana L., M. fragrans H. eC. flexuosus estéo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Teor de umidade e rendimento dos Olesmneiais d& montana L., M. fragrans
H. eC. flexuosus.

Plantas Massa (g) Umidade (%) Rendimento (%)
Saturegja montana L. 300 9,27 0,47
Myristica fragrans H. 143 3,55 5,14
Cymbopogon flexuosus 200 54,40 1,39

O ¢6leo essencial d& montana apresentou uma baixa umidade (9,27%) e um baixo
rendimento (0,47%). Millezi et al. (2014), Elgndiat. (2017) e Sojic et al. (2019) relataram
em suas pesquisas rendimento da extracdo do @enoés obtido das folhas @& montana,
variando de 1,15-1,48; enquanto Silva et al. (2@bs)oboram com o presente trabalho com
um rendimento de 0,59%, valor bem proximo do olas#vno trabalho em questdo. As
variacbes no rendimento e na composi¢cdo quimicadlims essenciais se devem a varios
fatores, como variacdo sazonal, geografica e dlimadstagio generativo, qualidade do solo e
condi¢cdes de secagem, as quais o material vegatalegposto (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

O 6leo essencial del. fragrans, por sua vez, apresentou um elevado rendimento,
5,14%. Matulyte et al. (2019) encontraram um vaobximo, 5,25%. Porém, os autores
sugeriram que o uso de 2% de aluminometasilicatnaignésio pode aumentar o rendimento
do oleo essencial quase duas vezes (10,43%), javaloees elevados de rendimento
dificilmente sdo encontrados. Em comparacao aamemdo do 6leo essencial &emontana,

o rendimento do Oleo essencial@elexuosus também foi significativo, sendo de 1,39%.
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Caracterizacao quimica dos 6leos essenciais

A composicao quimica dos Oleos essenciaiS. aentana, M. fragrans e C. flexuosus
esta apresentada na Tabela 2, com destaque pacamp®snentes majoritarios presentes em

cada 6leo essencial.

Tabela 2 - Composi¢ao dos 6leos essencia® whentana L., M. fragrans H. e C. flexuosus.

% dos constituintes

IR Constituintes S montanal. M.fragransH. C. flexuosus

1522 d-cadineno 0,3489 - -

1008 d -careno - 0,6270 -

1283 Acetato de isobornil 1,7906 - -

1439 Aromadendreno 0,2160 - -

1165 Borneol 36,1825 - -

946 Canfeno 5,3505 0,1666 -

1141 Céanfora 1,2358 - -

1298 Carvacrol 11,0739 - -

1577 Espatulenol 0,4706 - -

1026 Eucaliptol 0,8958 - -

1270 Geranial - - 59,6629

1484 Germacreno D 0,1540 - -

1065 Hidrato de cis-sabineno 0.1901 0,6210 -

1098 Hidrato de trans- - 0,5338 -
sabineno

1024 Limoneno 0,5580 10.1507 -

1095 Linalol 1,5852 - 1,3601

988 Mirceno - 1,5554

1240 Neral - - 38,9770

- NI 2,0416 - -

1582 Oxido de cariofileno 1,3486 - -

969 Sabineno 49,2273 -

1174 Terpinen-4-ol 2,0146 4,9989 -

1086 Terpinoleno - 0,7898 -

1417 Transp-cariofileno 2,4136 -

921 Tricicleno 0,2129 - -

1374 a-copaeno 0,1515 - -

1002 a-felandreno - 0,5842 -

932 a-pineno 3,1160 13,8070 -

1014 a-terpineno 0,2915 1,3777 -

924 a-tujeno 0,1065 1,8675 -

1387 B-bourboneno 0,0922 - -

974 B-pineno 0,3428 10,7519 -

1513 y-cadineno 0,3093 - -

1054 y-terpineno 0,6151 2,2219 -

1199 y-terpineol 12,6643 - -

1020 p-cimeno 9,5736 0,7194 -
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Vitanza et al. (2019) caracterizaram carvacrol 993, p-cimeno (15,3%) e timol
(7,6%) como compostos majoritarios no 6leo esskdei® montana. Silva et al. (2015) e
Millezi et al. (2014) também identificaram os mesneomponentes majoritarios; poréem, em
concentracdes diferentes. Os valores encontradoSip@ et al. (2015) foram 32,85% de
timol, 14,35% de carvacrol, 12,12% de p-cimeno9®®, de linalol. No entanto, Millezi et al.
(2014) observaram 15,47% de timol, 11,5% de p-comen9,81% de carvacrol como
majoritarios do 6leo essencial & montana. Os compostos majoritarios encontrados por
esses autores nao corroboram com os majoritaramgados no presente trabalho.

Matulyte et al. (2019), analisando a composica®dldo essencial de sementeshie
fragrans por GC-EM. encontrarar-pineno (26,61%)q-pineno (8,27%), 4-careno (7,77%),
hidrato de cis-sabineno (7,76%) e sabineno (6,53%i et al. (2016jambém observaram a
presenca d@-pineno (20,69%)g-pineno (15,16 %), além detujeno (12,73%) e p-ment-1-
en-4-ol (11,03%). Entretanto, Lopez et al. (20H@ntificaram como majoritarios miristicina
(64,5%), &cido miristico (18,7%), terpinen-4-ol8@) e metoxieugenol (8,1%), constituintes
bem diferentes dos observados por Matulyte et2@l19) e Soni, Sharma; Jasuja (2016), e
também daqueles encontrados no presente trabadhi@otha Voris et al. (2018), por sua vez,
relataram a presenca de sabineno (52,144)ineno (12,8%), terpinen-4-ol (10,7%) e
limoneno (6,2%), sendo a maioria dos constituisgaselhantes aos valores encontrados no
presente trabalho.

Gundel et al. (2018) e Rossi et al. (2017), vaifaio a composi¢cdo do 6leo essencial
deC. flexuosus, encontraram os mesmos resultados do presentioegeranial (46%) e neral
(34%). Todavia, Azevedo et al. (2016) encontrarasnnm@smos constituintes; porém, em
guantidades diferentes: geranial (43,62%) e ne33|80%). De acordo com o0s valores
encontrados pelos autores citados acima, eles @entemm em quantidade inferior aos

encontrados no presente trabalho.

Inibicdo da acetilcolinesterase

Os oleos essenciais revelaram um pequeno potenitidbrio sobre a acdo da AChE.

Os valores de I§ podem ser observados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Valores de lgpara a inibicdo de acetilcolinesterase.

Amostras ICsc (ug mL™
Carvacrol 0,012b
Saturgja montana L. 0,024a
Myristica fragrans H. 0,023a
Cymbopogon flexuosus >0,1*

As médias seguidas pelas mesmas letras minis@sgdshas ndo diferem entre
si pelo Teste Scott-Knott ao nivel de 5% de prdickle.
*Valor elevado, nao foi possivel calcular.

A concentracao inibitéria média @€ corresponde a quantidade de 6leo essencial
suficiente para reduzir a atividade enzimatica €@%.5Quanto menor for o valor desiC
melhor é o potencial de inibicdo da AChE pelo O6lessencial avaliado (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET; 1995). Os 6leos essegisideS. montana e M. fragrans
apresentaram pequeno potencial inibitorio, comy I@e 0,024 e 0,023pg mL?),
respectivamente, valores estatisticamente difesetidecomposto carvacrol, utilizado como
controle. Na Figura 1, as porcentagens de atividadematica podem ser observadas e
correlacionadas com os valores despJCna qual é possivel verificar um decréscimo
exponencial da atividade enzimatica com o aumessacdncentracoes.

Nos Oleos essenciais estudados, apenas o Ol8ondmtana apresentou o carvacrol
em sua composicao. Na figura abaixo, pode ser wid@rque a diminuicdo da atividade

enzimatica € similar a curva padréo (carvacrol).

Figura 1 - Porcentagens de atividade enzimatica @aidleos essenciais 8gureja montana
L., Myristica fragrans H. e Cymbopogon flexuosus.

Carvacnol

Saturesg montana L.
Myrstea fragransH_
Cymbopogon flexvosus

Atividade enzimatica (%)

0.00 ' 0.05 ' 0.10
Concentragio (mg mL)
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Benabdallah et al. (2018) observaram que o Oleenegd deMentha arvensis, que
continha 59,05% de monoterpenos oxigenados, foais eficiente dentre os 6leos testados
contra a AChE (I§ = 27,5ug mL?Y). Anteriomente, Miyazawa et al. (1998), ao avaliar
Oleos essenciais de espécies do géMamtha do Japdo, observaram que 0s monoterpenos
oxigenados sdo importantes inibidores da AChE. ®Rzt2012) que trabalhou com outras
espécies de plantasSsfurgja thymbra e Salvia lavandulaefolia), também observou
propriedades anticolinesterasicas de monoterpermerados (1,8-cineol e canfora). Os
Oleos essenciais estudados neste trabalho com n@otencial para inibicdo da
acetilcolinesterase foram aqueles obtidosSdenontana e M. fragrans, que apresentaram
monoterpenos oxigenados (borneatterpineol) e monoterpenos hidrocarbonados (sabinen
e o-pineno) e monoterpenos aromaticos (p-cimeno evaeral) em sua composi¢ao,

respectivamente.
indice de repeléncia

Os indices de repeléncia para diferentes concéasage para uma mesma
concentracdo com diferentes tempos de secagem ds&mitos nas Tabelas 3 e 4,
respectivamente. As porcentagens de repelénciarpseeobservadas nas Figuras 2 e 3.

O Oleo essencial d8 montana mostrou melhores resultados em relacdo aos demais
6leos essenciais, sendo que, na concentracdo qe L™ (T2), o 6éleo apresentou IR
significativamente menor (Tabela 1) que os demaismesma concentracdo. Também foi
observado que n&o houve diferenca significativéRhpara as concentragcdes 14, 28 e 56 pL
mL™ do 6leo essencial d&@ montana. Desse modo, ao se utilizar apenas 14 pl*mh
produto, foi possivel observar elevada repelér@@sgadados séo corroborados pelo percentual
de repeléncia, conforme observado na Figura 2.af® & concentracdo de 14 pL thto

Oleo foi suficiente para causar uma repelénciarsupe 80%.
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Tabela 4 - Indices de repeléncia em diferentes amiracées dos 6leos essenciaisSde

montana L., M. fragrans H. eC. flexuosus sobreR. sanguineus sensu lato.

S. montana L. M. fragrans H. C. flexuosus
Tratamentos IR + EP* Classif.** IR + EP* Classif.** IR + EP* Classif.**
Controle 0.90 £ 0.14 Aa Neutro 0.90 £ 0.14 Aa Neutr 0.90+0.14 Aa Neutro
T1(7) 0.40+£0.10Bb Repelente 0.87 £ 0.08 Aa,b peRente 0.67 £ 0.21 ABa Repelente
T2 (14) 0.17 £ 0.09 Bb Repelente 0.70 £ 0.18 Aa,b epétente 0.63+£0.09 Aa,b Repelente
T3 (28) 0.13+£0.05 Ab Repelente 0.43 £ 0.07 Ab,c ep8lente 0.20 £ 0.07 Ab,c Repelente
T4 (56) 0.13+0.05 Ab Repelente 0.23 + 0.09 Acb pétente 0.10 + 0.05 Ac Repelente

*IR + EP indice de repeléncia mais ou menos eroyjia

**Classificagédo

Médias seguidas pela mesma letra minascula nasaok mesma letra mailscula nas linhas néo
diferem significativamente pelo Teste de BonferigaD,05).

Figura 2 - Porcentagens de repeléncia em diferemesentracdes observadas para os Oleos
essenciais d& montana L., M. fragrans H. e C. flexuosus sobreR. sanguineus

sensu lato.
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Foi observado que quanto maior o tempo de secagsrardostras dd. fragrans e C.
flexuosus, maior o IR, ou seja, menor sua acao repelentglosque o Oleo d€. flexuosus
apresentou efeito neutro apds 3 horas de aplicagdportante destacar que, embora
classificados como repelentes segundo metodolagiopta por Girdo-Filho et al. (2014) e
Xavier et al. (2015), os grupos T2, T3 e T4 naesgntam IR estatisticamente diferente do
controle paraMl. fragrans, ao passo que T3 também ndo demonstrou diferestgdistéica no
IR em relacdo ao controle pataflexuosus (Tabela 5).

O 6leo deS montana apresentou indices de repeléncia estatisticamigotas,
independentemente do tempo avaliado (Tabela 5er8tgg o potencial do 6leo essencial de
S montana em ser empregado com o objetivo de obter um efeftelente em longo prazo
quando se emprega a concentracdo de 56 pit mL

A diferenca no porcentual de repeléncia (Figuran8¥tra o potencial de volatilidade

de cada oleo essencial. Uma baixa volatilidadeofiservada para o 6leo essencialSle
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montana, pois, em 180 minutos, ainda mostrava uma porgentade repeléncia acima de

60%.

Tabela 5- indices de repeléncia em concentracastaie dos 6leos essenciaisSdeontana

L., M. fragrans H. eC. flexuosus em diferentes tempos soliResanguineus

sensu lato.

S. montana L. M. fragrans H. C. flexuosus
Tratamentos IR + EP* Classif.** IR + EP* Classif.** IR + EP* Classif.**
Controle 0.90 + 0.14 Aa Neutro 0.90 + 0.14 Aa Neutr 0.90 +0.14 Aa,b Neutro
T1 (30) 0.13+0.05 Ab Repelente 0.23+0.09 Ab Rampe 0.10 £ 0.05 Ac Repelente
T2 (60) 0.10 £ 0.07 Ab Repelente 0.43 £ 0.07 Aa,b epétente 0.07 £0.04 Ac Repelente
T3 (120) 0.23+£0.10 Ab Repelente 0.50 £ 0.10 Aa,b Repelente 0.47 £0.16 Ab,c Repelente
T4 (180) 0.40 £ 0.15Bb Repelente 0.80+0.13 Aa  pdRmte 1.03 +0.22 Aa Neutro

*IR + EP Indice de repeléncia mais ou menos erdrjma

**Classificacdo

Médias seguidas pela mesma letra minuscula nasa®kl mesma letra mailscula nas linhas ndo
diferem significativamente pelo Teste de Bonfer(paD,05).

Figura 3 - Porcentagens de repeléncia em concéotragnstante observadas para os 6leos
essenciais deSaturgga montana L., Myristica fragrans H. e Cymbopogon
flexuosus em diferentes tempos soliRkipicephal us sanguineus sensu lato.
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Os Oleos essenciais sao misturas que podem amesdeitos toxicos e repelentes

contra vetores e pragas de artropodes (PAVELA g2@16).
De acordo com a literatura, alguns constituintesagos de Oleo essencial podem

apresentar efeito repelente para determinadasiespi#e acaros; por exemplo, o limoneno,
carvona (LIMA et al., 2016) e eugenol (TABARI et,&017; ZERINGOTA et al., 2013)

repelemRhipicephalus microplus. Segundo Politi et al. (2012), o limoneno tambgmesenta

efeito repelente sobfe sanguineus s.I. No presente estudo, esse constituinte fadrenado

no Oleo essencial dd. fragans, e foi observado um potencial repelente significahas duas
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maiores concentracdes, infere-se, portant, queaatigade de limoneno no 6leo essencial

pode ter influenciado na atividade.

4 — CONCLUSAO

Os componentes majoritarios encontrados nos Olessneiais foram borneol;-
terpineol, carvacrol e p-cimendsturga montana L.); sabineno,a-pineno e B-pineno
(Myristica fragrans H.); e geranial e neraCymbopogon flexuosus).

Os Oleos essenciais foram promissores na inibiggendima AchE e como repelentes
de carrapatos da espéétbipicephalus sanguineus s.l., sendo o 6leo d&aturega montana L.

com maior atividade repelente.
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ARTIGO 2 - EFEITO BACTERICIDA E ANTIOXIDANTE DOS OL EOS
ESSENCIAIS DE Saturgia montana L., Myristica fragrans H. E Cymbopogon flexuosus
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RESUMO

A selecdo de espécies bacterianas patogénicagendsss aos antiboticos e o0 estresse
oxidativo desencadeado no organismo durante prosegs¥ecciosos sdo fatores de
preocupacao na atualidade. Nesse sentido, o peesabalho teve como objetivos extrair e
caracterizar 0leos essenciais $#ureja montana L., Myristica fragrans H. e Cymbopogon
flexuosus, bem como avaliar suas atividades antioxidantgtibacteriana. Os 6leos essenciais
foram identificados por GC/MS e quantificados pormalizacdo de area por GC/FID. O
potencial antibacteriano contischerichia coli e Staphylococcus aureus foi avaliado por
ensaios de susceptibilidade celular e por anatieeMicroscopia Eletronica de Varredura
(MEV). A avaliagdo da atividade antioxidante foisbada nos ensaios de estabilizacdo dos
radicais DPPH, branqueamento [gBlearoteno e poder redutor. O 6leo essencidbatiareja
montana L. apresentou como constituintes majoritarios bolkneterpineol e carvacrol, ao
PSSO que na espeédigyristica fragrans H., foram encontrados os constituingadineno e-
pineno como majoritarios. Os isémeros geranialralr(eitral) foram os Unicos majoritarios
do oleo essencial déymbopogon flexuosus. O Oleo essencial d€aturgja montana L. foi
eficaz sobree. coli, com concentragdo minima inibitéria e bactericidM(@ CMB) de 6,25

uL mL?, enquantcCymbopogon flexuosus apresentou potencial bactericida sobre ambos os
microrganismos CMI = 6,25 pL miparaS aureus e CMB = 12,5 puL mt paraE. coli.
Todos os Oleos essenciais avaliadados causarans @gantembrana e parede celular dos
microrganismos. Os Oleos essenciais Surgja montana L. e Myristica fragrans H.
exibiram um significativo efeito protetor de subsis lipidicos pelo ensaio de branqueamento
de 3-caroteno. Em geral, os 6leos essenciais investigpddem ser promissores no combate
a bactérias patogénicas e na protecdo de biomagallrante o estresse oxidativo em
quadros de toxinfeccgao.

Palavras-chave:produtos naturais, estresse oxidatieainfeccao, antibiéticos naturais
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1 - INTRODUCAO

Microrganismos comdescherichia coli e Saphylococcus aureus sao naturalmente
parte da microbiota do intestino e de células kpitenasais. Entretanto, tornam-se um
problema quando colonizadas em diferentes orgdesendadeando infeccbes e surtos
toxinfeccbes A contaminacdo por esses microrganismos ocomeipalmente pela ingestédo
de alimentos contaminados por falta de boas pgatitea manipulacdo (ANVISA, 2010).
Algumas linhagens dE. coli podem causar gastroenterite e afetar o tratonoif@AYTAN
et al., 2016; KOTLOFF et al., 2013). J4 a contag@oaporS. aureus acarreta infec¢des de
pulmonares, gastroenterite, meningite, sindromecldoque toxico e infeccbes do trato
urinario (TAYLOR; UNAKAL, 2017). Uma das respostasunes naturais do individuo
infectado € a producdo de espécies reativas deérogig(EROs) para degradar os
microrganismos, levando-os a lise celular (ZHAO;LDRA, 2014; THARMALINGAM et
al., 2017). No entanto, a formacao de radicaise$ielo hospedeiro leva a um quadro de
estresse oxidativo, que se ndo controlado, comtpéra o desenvolvimento de uma série de
patologias (AMORATI; FOTI; VALGIMIGLI, 2013; OLSZOW et al, 2019;
THARMALINGAM et al., 2017). Assim, no controle eatamento de doencas infecciosas, €
desejavel que se utilizem farmacos que possant migiiminar a proliferacdo desenfreada de
microrganismos e controlar o quadro de estressRb%o.

A administracdo de antibiéticos é o principal tne¢ato indicado em casos de
infeccbes causadas por microrganismos patogéni€ogretanto, 0 uso intenso e
indiscriminado desses farmacos tem favorecido eerdedvimento de cepas bacterianas
resistentes (CANICA et al., 2019). O mecanismo jpeial cepas resistentes sdo selecionadas
ainda é tema de muitos estudos (MANDAL et al., 28R JIT; PETERSON, 2018; SINGH
et al., 2019). Entretanto, teorias associam o gsma habilidades adaptativas das colbnias
bacterianas, em modificar seu genoma por mutagianarporar genes provenientes de
outros microrganismos por diferentes sistemas atesteréncia genética, o que leva a uma
resposta rapida as mudancas ambientais (SANDOVALFVE) ALDANA, 2016). Existem,
também, debates em relacdo ao efeito do estregdatioa na selecdo de cepas bacterianas
resistentes (ZHAO; DRLICA, 2014; THARMALINGAM et al 2017; MARTELLI,
GIACOMINI, 2018). Essa problemética tem impulsionapesquisa no sentido de encontrar

melhores estratégias no tratamento de doencasiogas causadas por bactérias patogénicas;
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seja pela utilizacdo dos antibiéticos conhecidoadeinistrados consecutivamente, pelo
descobrimento e isolamento de antibacterianosta garculturas de microrganismos ou pelo
desenvolvimento de novos farmacos de origem natoral complexa e variavel constituicao
quimica (SIDDIQUE; PARVEEN; MAZHAR, 2017; MARTELLIGIACOMINI, 2018).

Nesse cenario, os 6leos essenciais vém ganhadgoegma serem metabdlitos
secundarios produzidos pelas plantas como res@mdptativa ao meio em que estédo
inseridas. Sao misturas complexas de terpenoslprmanoides com diferentes propriedades
bioldgicas, o que dificulta o processo de selegdoapas bacterianas resistentes (BAKKALI
et al., 2008). Além disso, por serem ricos em castgmfendlicos, os 0leos essenciais podem
atuar no organismo infectado, neutralizando ascespécativas de oxigénio e demais radicais
livres, revertendo o quadro de estresse oxidatamesado durante processos infecciosos
(BAKKALI et al.,, 2008; THARMALINGAM et al., 2017).Diversos trabalhos tém sido
desenvolvidos avaliando o efeito conjunto, antidaho e antioxidante, dos 6leos essenciais
e existem relatos de efeitos bacteriostaticos tebeiclas e em relacéo a integridade estrutural
de membranas celulares contra 0os patdgenos trashesntor alimentos, além de promissora
atividade antioxidante (SIDDIQUE et al., 2017; Cétl al., 2019; BORAH et al., 2019).
Assim, objetivou-se neste trabalho avaliar o pagrantioxidante e antibacteriano dos 6leos
essenciais extraidos dsaturgja montana L. (segurelha),Myristica fragrans H. (noz-

moscada) €ymbopogon flexuosus (capim indiano).

2 - MATERIAL E METODOS

Obtenc&o do Material Vegetal e Extracdo dos OleossEenciais

As folhas deSaturgja montana L. foram obtidas no Mercado Municipal de Belo
Horizonte - MG/Brasil. As sementes #&yristica fragrans H., no comércio de Lavras —
MG/Brasil, e oCymbopogon flexuosus foi coletado no Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), situada made de Lavras — MG/Brasil. O
material vegetal (250 g) foi colocado em um bal&duhdo redondo com 2500 mL de agua
destilada e submetido a hidrodestilacdo por 2 hemasm aparelho de Clevenger modificado,
seguindo metodologia descrita pela ANVISA, 2010.
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Identificacdo e Quantificacdo dos Oleos Essenciais

Os compostos foram identificados por cromatografa fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas, CG/MS, (Shimadzu, QP5088#ndo uma coluna capilar de
silica fundida com fase ligada DB-5 (30 m; 0,25 nn25 mm) e hélio como gas de arraste a
um fluxo de 1,18 mL mih. Foram injetados il de 6leos essenciais, diluidos em hexano
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) a uma taxa darticdo de 1:100; a proporcéo de
divisdo do volume injetado foi de 1:20 e a press#@a@oluna de 71,0 kPa. A programacéao de
temperatura no forno variou de 60 °C a 240 °C a taxa de 3 °Cmir, aumentando de 10
°C min® até atingir 300 °C, sendo mantido constante porir¥. A temperatura do injetor,
interface GC/MS e da fonte de ions foram de 220240, °C, e 200 °C, respectivamente. Os
espectros de massas foram obtidos por impactoetters (70 eV), no modscan (45 a 350
Da), a uma velocidade de varredura de 1000 unigadetervalo de varredura de 0,50
fragmentos, com um corte de solvente em 3 min.

Os compostos foram identificados por comparacaoedpectros de massas obtidos
com espectros de massas fornecidos pelo bancadds dasoftware (Wiley 8 e FFNSC 1.2)

e quantificados por normalizacdo de area (%) pematografia em fase gasosa acoplada a
detector de ionizagdo de chama, CG/FID, (Shimad@u-Q7A) nas mesmas condi¢cdes
utilizadas em CG/MS. Para o calculo do indice dengdo, foi utilizada a equacédo de Van
den Dool e Kratz (1963) em relacéo a série homattega-alcanos (NC8-nC18) e comparado

com indices de retengdo da literatura, segundo Adqaei7).

Atividade Antibacteriana - Cultivo e manutencao dosnoculos

A atividade antibacteriana foi realizada sobre sedpacterianas dEscherichia coli
ATCC 11229 eSaphylococcus aureus ATCC 13565. As culturas foram ativadas em caldo
(BHI) com incubacgéo a 37 °C por 24 horas. Em segudaiam transferidas para um tubo com
10 mL de caldo de soja triptica (TSB) e incubad®7&@C até alcancar a turbidez de uma
solucéo padrdo McFarland de 0,08 — 0,1, resultand@ema concentracdo de®10FC mL™.

As leituras de turbidez foram realizadas utilizams$pectrofotdmetro (Shimadzu UV-160 1
PC) em 625 nm. A solucéo de in6culo obtida antevétte foi diluida em TSB até 10FC

mL™.
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Concentracdo minima inibitoria (CMI) e concentracadominima bactericida (CMB)

A concentracdo minima inibitéria (CMI) foi avaliageor microdiluicio em TSB
enriquecido com 0,5% de Tween 80, segundo a NC20S83) nas concentra¢gdes de 100; 50;
25; 12.5; 6.25; 3.12; 1.56; 0.78; 0.39; 0.19; 0;08B49 pL mL* para os 6leos essenciais de
S montana e C. flexuosus e 400; 200; 100; 50; 25; 12.5; 6.25; 3.12 pLhpara o éleo
essencial deM. fragrans. O meio de cultivo foi utilizado como controle a#igo e
cloranfenicol como controle positivo. Os tratamenforam inoculados com 1QL da
suspensdo bacteriana na concentracédo d&JEG mL* e incubados em BOD por 24 h a 37
°C. A CMI foi determinada como a menor concentragdoque ndo se observou mudanca
visual de turbidez em relacdo ao controle negativo.

A avaliacdo da concentracdo minima bactericida (EfdBrealizada segundo NCCLS
(2003). Duas concentracdes acima e uma abaixo meeetwacdo minima inibitéria foram
utilizadas para determinacdo da CMB. O plaqueaméoitorealizado pelo método de
microgota em Agar Muller-Hinton, as placas foramidldas em quatro quadrantes nos quais
foram adicionados 1QlL das suspencdes contendo as concentracdes eno,estgaido de
incubagdo por 24 horas em BOD a 37 °C. Apos essedoe os quadrantes foram avaliados e
a menor concentracdo que apresentou auséncialéotaéscimento microbiano na superficie

do meio de cultivo foi definida como CMB. Todosarsaios foram realizados em triplicata.

Microscopia Eletrénica de Varredura — MEV

A influéncia dos oleos essenciais 8e montana, M. fragrans e C. flexuosus na
morfologia das bactérias foi avaliada por meio derddcopia Eletrbnica de Varredura
(MEV) em um microscopio eletrénico de varreduraglEEVO 040). Trinta microlitros da
CMI de cada 0leo essencial foram trasferidos pacaotabos de centrifuga, tipo eppendorfs,
contendo 3QiL de solucéao fixadora Karnovsky modificado (Glutdeddo 2,5%, formaldeido
2%, tampao cacodilato 0,05 M, pH 7.2 e GA001 M) e incubados por um periodo minimo
de 24 horas. Posteriormente, o contetudo dos epgeridolavado com tampao cacodilato pH
7,2, por 2 vezes de 10 minutos, desidratadas pg@lasgdo sequencial a 25, 50, 75, 90 e
100% de acetona, secas em aparelho de ponto dBddec CPD 030) e pulverizadas com
ouro (DE OLIVEIRA et al., 2017).
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Atividade antioxidante dos 6leos essenciais
Estabilizacéo de radicais DPPH

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo ensaoDiPPH foi realizada seguindo
metodologia descrita por Teixeira et al. (2012). tmos de ensaio, foram incubados 2700
uL de solucéo etandlica de DPPH (40 mb) k 300uL de 6leos essenciais diluidos em etanol
nas concentracdes de 25 a $@0mL?, por 60 minutos ao abrigo de luz. Apds esse period
foram realizadas leituras em espectrofotometro U§/{Shimadzu UV-160 1 PC) em 515
nm. O ensaio foi realizado em triplicata e o antlarte BHT utilizado como controle
positivo. A porcentagem de atividade antioxidafteAA) foi mensurada pela Equacdo 1. E o

ICsodeterminado pela equacéo da curva de concentvacas % AA.
%AA = 1 - [(Aamostra{ Acontro|g X 100] Equa(;é.o 1

Em que: Amostra © @ absorbancia da solucdo contendo todos osnteage Aontrole € @

absorbancia do controle.
Brangqueamento de-caroteno

O ensaio de branqueamentofdearoteno foi realizado segundo metodologia descrit
por Kulisic et al. (2004), com modificacbes. Umauwséo foi preparada em um baldo de
fundo redondo pela adicdo de 0,2 g de acido linoJel,0 g de Tween 20; 0,003 g fle
caroteno e 15 mL de cloroférmio, seguido de 1 higraota-evaporacéo a 50 °C para retirada
do solvente. Em tubos de ensaio foram adiciona809 gL de emulsdo e 100QL de oleo
essencial diluidos em etanol, nas concentracdeg5da 500pug mL*'. As medidas de
absorbancia em UV/Vis foram obtidas a 470 nm ngoterzero e, apos 60 minutos, a 50 °C,
protegido da luz. O antioxidante BHT foi utilizadomo controle positivo e todas as analises
foram realizadas em triplicata. A porcentagem dadaide antioxidante (% AA) foi obtida

pela equacao 2. E o g determinado pela equacéo da curva de concentvacas % AA.

% AA =100 {1- [(Ao - A / (Aoo - Ao} Equacao 2
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Em que, A e Ay representam as absorvancias do controle e anmusteampo zero, enquanto
A e Ay correspondem a absorbancia do controle e amgxisaG® minutos de incubacéo.

Reducao do ferro (poder redutor)

O ensaio para avaliacdo do poder redutor dos @sesnciais foi realizado segundo
Kanatt et al. (2007), com modifica¢cdes. Foram adiados a tubos de ensaioB0dos 6leos
essenciais nas concentracdes de 25 a§@0L ", 500uL do tampéo fosfato 200 mM, (pH 6),
e 500uL de hexacianoferrato Il de potassio 1%. Em sesyuadmistura foi agitada e incubada
a 50 °C por 20 minutos. Apos esse procediment@nfoadicionados 150QL de agua
destilada, 50QuL de &cido tricloroacético 10% (TCA) e 3@Q de cloreto férrico (FeG)
0,1%, seguida de leituras de absorbancia em esfmoémetro (Shimadzu UV-1601PC) a
700 nm. Para a determinacdo da atividade antiotedaioi construida uma curva da
absorbanciaersus concentracdo. O padrao sintético utilizado para fie comparacao foi o
acido ascorbico.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
Composigao dos 6leos essenciais

Os cromatogramas estéo representados na FiguendsAconstituintes majoritarios de
cada Oleo essencial na Figura 1B. O Oleo essem®alS. montana L. apresentou
principalmente borneol (36,18%j-terpineol (12,66%), carvacrol (11,07%) pecimeno
(9,57%), ao passo que 0s majoritarios no Oleo esdede M. fragrans foram sabineno
(49,23%), a-pineno (13,81%) eB-pineno (10,75%). O composto citral, formado pelos
isbmeros geranial (59,66%) e neral (38,98%), fantdicado no O6leo essencial de&
flexuosus.
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Figura 4- Cromatogramas da identificacdo e quaatifio dos Oleos essenciais.

A S. montana M. fragrans | C flexuosus
> z z
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(A): S Montana: 1- tricyclene, 2¢-thujene, 3-a-pinene, 4- camphene, B-pinene, 6-u-terpinene, 7-
p-cymene, 8- limonene, 9- eucalyptol, oterpinene, 11- cis sabinene hydrate, 12- linald8k
camphor, 14- borneol, 15- terpinen-4-ol, }&erpineol, 17- NI, 18- isobornyl acetate, 19- ecamnol,

20- a-copaene, 218-bourbonene, 22- trarscaryophyllene, 23- aromadendrene, 24- germacrene D
25-y-cadinene, 26-cadinene, 27- spathulenol, 28- caryophyllene gxiidragrans. 1- a-thujene, 2-
a-pinene, 3- camphene, 4- sabinenefpinene, 6- myrcene, #-phellandrene, 8-carene, 9-u-
terpinene, 10- p-cymene, 11- limonene, {-2erpinene, 13- cis sabinene hydrate, 14- terpimeglé5-
trans sabinene hydrate, 16- terpinen-4@fflexuosus. 1- linalool, 2- neral, 3- geranigB): Principais
constituintes encontrados nos 6leos essencigdsrdentana, M. fragrans e C. flexuosus.

A caracterizagdo dos 0leos essenciais de cadaiessté de acordo com os relatos
encontrados na literatura (ADUKWU; ALLEN; PHILLIPS012; SONI; SHARMA;
JASUJA, 2016; SILVA et al., 2015; SUKCHAROEN; SIRORE; THANABORIPAT, 2019;
VITANZA et al., 2019). A diferenca nas composi¢céesporcentagens dos compostos
presentes nos 6leos essenciais deve-se a fat@fesladaticos, local e horéario de coleta, tipo
de solo, nutrientes, época e regido de coletae entiros, que podem causar interferéncia na
producdo de metabdlitos secundarios, que sao taspadaptativas das plantas ao ambiente
no qual estado inseridas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Atividade Antibacteriana — CMI e CMB

A atividade antimicrobiana dos 0leos essenciaigsimdo sobre bactérias patogénicas
E. coli e S aureus esta apresentada em relacdo aos valores de CMIB2ra Tabela 1. Os
resultados mostram que o Oleo essenciaBdmontana apresentou concentragdo minima
inibitéria e bactericida iguais para ambas as bastévaliadas, ao passo que os valores de

CMI e CMB diferiram em relacéo aos Oleos essendald. fragrans e C. flexuosus frente a
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cepas dé&. aureus. O Oleo essencial d& montana foi mais eficaz em inibir o crescimento de
cepas dée. coli. J4 o Oleo essencial @& flexuous foi mais efetivo contra cepas bacterianas
de S aureus. O 6leo essencial dd. fragrans apresentou baixa atividade sobre as bactérias
avaliadas, apresentando os maiores valores de CBME. Os resultados encontrados estéo
de acordo com aqueles relatados na literatura,algomas divergéncias que sao na maioria
das vezes devido a variabilidade na composicaoigaidos 6leos essenciais (AZEVEDO et
al., 2016; LIMA et al.,, 2012; SANTOS et al.,, 2019). fato de os Oleos essenciais
apresentarem diferentes compostos atuando conssoetite como antimicrobiano dificulta
o crescimento bacteriano e o desenvolvimento dascegsistentes, provavelmente, pelo efeito
de sensibilidade colateral, em que a adaptacaoictonganismo a uma droga, o torna mais
sensivel a outra (YEN; PAPIN, 2017). Esse provaeels € o efeito que determinou a acao
dos dleos avaliados, uma vez que possuem diferpritespios ativos que atuam com certo

grau de toxicidade em microrganismos.

Tabela 1 — Concentracdo minima inibitéria e minipa&tericida dos Oleos
essenciais frenteEscherichia coli e Saphylococcus aureus.

CMI (pL mL ™ CMB (uL mL ™)
Plantas E.coi Saureus E.coli S aureus
Satureja montana L. 6,25 50 6,25 50
Myristica fragrans H. 200 200 200 400
Cymbopogon flexuosus 12,5 6,25 12,5 12,5

Um dos componentes majoritarios do 6leo essen@ab dnontana € o terpeno
aromatico, carvacrol. De acordo com Saad et all3R0 carvacrol promove trocas idnicas
por meio de membranas bioldgicas, o que resultairandesequilibrio de ions'Hevando a
morte celular. A presenca desse constituinte expianaior habilidade do 6leo essencial
dessa espécie frente a cepas bacterianas Eomali, que apesar de ser Gram-negativa, e
apresentar uma membrana adicional de fosfolipididipopolisacarideos, foi susceptivel a
acdo do 6leo essencial rico em carvacrol, em beaixeentracdo. O 0Oleo essencial e
flexuosus, por sua vez, apresenta o terpeno citral comorit&@jo. Esse componente quimico
€ relatado por Desai e Parikh (2012) como um peténibidor do crescimento de
microorganismos patogénicos em plantas, animaisnehos. Esses dados corroboram com
0os resultados obtidos neste trabalho, no qual fsiervado que o Oleo essencial @e
flexuosus apresentou um potencial promissor para eliminagato deE. coli como deS
aureus, obtendo uma CMB de 128 mL™ para ambas. Patterson e colaboradores (2017),
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avaliando a eficiéncia de vérios Oleos essenciargra cepas Gram-positivas e Gram-
negativas, também verificaram que o Oleo essengdl. flexuosus apresentou potencial
contra ambas as cepas, com uma maior eficiéncteacorganismos Gram-positivos.

Apesar de ter apresentado CMI e CMB mais elevanloko essencial dd. fragrans
também demostrou potencial como antimicrobiano. t€&penos presentes nesse 0leo

essencial ja foram relatados como téxicos a céhdaterianas (CAMARGO et al., 2019).

Efeitos provocados pelos 6leos essenciais nas baaseE scherichia coli e Staphylococcus
aureus

As eletromicrografias do grupo controle para amémdactérias sdo mostradas na
Figura 2, na qual se observa uma estrutura tipgdaadilos e cocos paE coli e S aureus,
respectivamente. Os efeitos deletérios dos Olessnemis na morfologia de ambas as
espécies puderam ser observados em todos os trdtesmembora ndo haja evidencias de

ruptura na membrana celular, apenas de reducamanho e formato dos bacilos e cocos.
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Figura 2 - Eletromicrografias de varreduraSlaureus e E. coli; A, B, C e D sao
eletromicrografias d& aureus sem tratamento e tratados com 6leos essenci&iau®tana,
M. fragrans e C. flexuosus, respectivamente; A’, B’, C’ e D’ séo eletromicrafjasde E. Coli

sem tratamento e tratados com 6leos essenci&@samtana, M. fragrans e C. flexuosus,

respectivamente.
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A partir dos dados de microscopia eletronica deedarra, verifica-se que os 6leos
essenciais d& montana, M. fragrans e C. flexuosus interferiram significativamente no
crescimento deS. aureus e E. Coli. Os constituintes quimicos encontrados nos o0leos
essenciais podem ter causado danos a parede askrs microrganismos (CAMARGO et
al., 2019).

De acordo com Nazarro et al. (2013), a exposicabadéérias ao carvacrol presente
no Oleo essencial d& montana L. produz modificacdes morfolégicas, como alteescda
estrutura da superficie celular, liberacao de litispacarideos, além de alterar o transporte de
ions através da membrana citoplasmatica. Assim.e pocbrrer uma perturbacdo na
integridade da membrana, aumentando a permeal@lie@ausando um vazamento de ions e
a morte celular. Além disso, Garcia-Salinas e{24118) sugeriram que a presenca do grupo
hidroxila altera e compromete o metabolismo enagéjue influencia a expressao génica.
Os grupos de hidroxilas alcodlicas também estaseptes na composicdo dos oOleos
essenciais d&l. fragrans H. e C. flexuosus, podendo ter contribuido para que os resultados

morfologicos obtidos para os trés 6leos essensgf@sn semelhantes.
Potencial antioxidante dos 6leos essenciais

Os resultados das atividades antioxidantes (Fi@yranostraram a atividade dose

dependente e 0 comportamento exponencial.

Figura 3 - Comportamento do antioxidante BHT e die®s essenciais d&@ montana, M.
fragrans e C. flexuosus na estabilizacdo de radicais DPPH (A) e no endaio

branqueamento d&caroteno (B).
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A partir das equacdes obtidas das curvas de pagmmt de atividade antioxidante
(%AA) versus concentracdo, foi possivel determinar @oJ@€omo a concentragdo capaz de
estabilizar e proteger 50% dos radicais livres lessatos lipidicos nos ensaios de DPPH e

branqueamento de b-caroteno, respectivamente @ apel

Tabela 2 - Valores de lgpara o método de sequestro de radicais DPPHnguramento do

-caroteno.
ICso (g mL™)
Amostras DPPH [B-caroteno
BHT 58la 2,30 a
Saturgja montana L. 200,72 b 4550 b
Myristica fragrans H. >500c 177,63 c
Cymbopogon flexuosus >500c -

- Nao exibiram atividade antioxidante. As médiasusaas pelas mesmas letras mindsculas nas
linhas n&o diferem entre si pelo Teste Scott-Kaothivel de 5% de probabilidade.

O controle BHT exibiu maior atividade antioxidaseguido do 6leo essencial 8e
montana e M. fragrans. As amostras e o controle foram mais responsivo®resaio de
branqueamento d@-caroteno, apresentando melhores resultados e awxmalores de 1.

Os 6leos essenciais dé. fragrans e C. flexuosus apresentaram baixa atividade e nenhum
resultado conciso foi obtido no ensaioffdearoteno para o 6leo essencialQldélexuosus.

O maior potencial antioxidante do 6leo essenciabd®ontana pode ser devido ao
carvacrol, seu componente majoritario. Este, poruse composto fendlico, € eficiente na
estabilizacdo de radicais livres e atua tambémroteqgio de outras biomoléculas contra
oxidacdo, agindo como antioxidante direto prevengvde quebra de cadeia, que inibe e
interrompe a propagacdo de reacBes de peroxidaigiAdicd (AMORATI; FOTI;
VALGIMIGLI, 2013; FERREIRA et al., 2019). Elgndi etl. (2017), avaliando a atividade
antioxidante do 6leo essencial 8emontana, relataram um 1§ de 5,05ug mL?, resultado
que foi atribuido aos altos teores de carvacrallao essencial dessa espécie.

Os Oleos essenciais dd. fragrans e C. flexuosus ndo apresentam compostos
fendlicos em sua composigdo quimica. Possivelmesss foi a principal raz&o para a baixa
atividade antioxidante, uma vez que bons antioxetadevem ser capazes de doar atomos
de hidrogénio ou elétrons e se estabilizarem patosfde hiperconjugativos e estruturas de
ressonancia (FERREIRA et al., 2019). Hidrocarbonetalcoois terpénicos podem atuar

como antioxidantes indiretos, que apesar de nabemsxicomportamento antioxidante
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relevante, aumentam as defesas antioxidantes &amass vivos, induzindo a expressao ou
aumentando a atividade de enzimas antioxidantesp dazem os cofatores e alguns ions
metalicos (AMORATI; FOTI; VALGIMIGLI, 2013). Os redtados encontrados para 0s
Oleos essenciais d. fragrans e C. flexuosus estédo de acordo com os relatos encontrados na
literatura para essas espécies, bem como paraseymnentes majoritarios (LIMA et al.,
2012; REZENDE et al., 2017).

A atividade antioxidante dos Oleos essenciais tamiféi avaliada quanto a
habilidade desses compostos em reduzirem ionsicostdtomo o complexo ferricianeto a
ferrocianeto. Na Figura 4, observa-se o efeitoataentracdo das amostras e dos controles
na variagdo de absorbancia na regido de formac&wuloda Prussia (700 nm). Pode-se
observar que os Oleos essenciais e controles axibrtomportamento linear e dose

dependente.

Figura 4— Poder redutor, efeito da concentracdo na varidedabsorbancia no comprimento
de onda 700 nm.
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De acordo com os resultados, o aumento na absaabadca potencial das amostras
em reduzir fons F& a Fé2% Consequentemente, a inclinacdo da curva absdabéersus
concentracdo pode ser utilizada para avaliar o rpadgoxidante das amostras. Entre as
amostras avaliadas, o acido ascorbico apresentoaier inclinacéo (1,6x 1Y), exibindo
melhor resposta antioxidante, seguido pelo BHT (8%, e pelos 6leos essenciais Se
montana (2,9 x10%, M. fragrans (6,4 x10°) e C. flexuosus (3,7 x10°), sendo os dois Gltimos

iguais. Comparado aos antioxidantes BHT e acidorbsm, os 0Oleos essenciais bk
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fragrans e C. flexuosus ndo possuem potencial para reduzir ions ferro@uotdo. J4 o Oleo
essencial d& montana apresentou baixa atividade no ensaio em questaoedDiados sao
consistentes com os encontrados nos ensaios de BRR&hqueamento q@caroteno, uma
vez gue apenas o 0Oleo essencialSdeontana foi melhor como antioxidante e os demais
apresentaram altos valores dgg® ensaio de Poder redutor avalia a habilidadexakacéo
das moléculas em estudo, que por meio da doacékwens, podem reduzir ions ferro (ll1).
De acordo com Ferreira et al. (2019), compostoéliiers sdo mais susceptiveis a sofrerem
oxidacao por resultar em um intermediario estaduliz por ressonancia. Logo, os resultados
obtidos no ensaio de poder redutor sdo diretam@gpendentes da estrutura quimica das

amostras.
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4 - CONCLUSAO

Foram encontrados principalmente terpenos hidroced e oxigenados nos 6leos
essenciais dé&aturga montana L., Myristica fragrans H. e Cymbopogon flexuosus, com
excecdo do oOleo essencial 8emontana no qual se observou a presenca do monoterpeno
aromatico, carvacrol.

As cepas deEscherichia coli foram mais sensiveis a agdo do 6leo essencial de
Saturgja montana L., ao passo qué&aphylococcus aureus foi mais vulneravel ao 6leo
essencial deCymbopogon flexuosus. O 6leo essencial d&l. fragrans apresentou baixa
atividade bacteriana, exibindo valores mais al®<#l e CMB.Todos os 6leos essenciais
causaram danos a parede celulaEdmli e S. aureus.

Os 0leos essenciais apresentaram moderada a b@igade antioxidante em todos os
ensaios, resultados que sao consistentes com @oPlita caracterizacdo quimica. Mas
apesar disso, podem ser potentes aliados no oemtookstresse oxidativo in vivo, devido a

seus altos teores de terpenos e terpenoides, idatnbes indiretos.
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ARTIGO 3 - EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Saturgja montana L., Myristica
fragrans H. E Cymbopogon flexuosus SOBRE Aspergillus flavus e Aspergillus ochraceus
PRODUTORES DE MICOTOXINAS
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RESUMO

Os oOleos essenciais podem ser uma alternativaaatibso de fungicidas sintéticos, por
apresentarem potencial biolégico e relativa segag@ra os alimentos e produtos agricolas.
Os objetivos do trabalho foram avaliar a atividad#@fungica e antimicotoxigénica dos 6leos
essenciais d&aturga. montana L., Myristica fragrans H. e Cymbopogon flexuosus sobre
Aspergillus flavus e Aspergillus ochraceus, bem como a influéncia na sintese de ergosterol e
na morfologia das membranas. O potencial antifiinépc avaliado por meio da analise de
crescimento micelial e microscopia eletrénica (MEU}¥ 6leos essenciais 8emontana, M.
fragrans e C. flexuosus apresentaram efeito fungicida conftaflavus (0,98; 15,62 e 0,98 pL
mL™) e A. ochraceus (3,91; 15,62 e 0,98 puL mf), respectivamente. Os 6leos essenciais
inibiram significamente a producdo de ocratoxinpréduzida pelo fungé. ochraceus. Essa
inibicdo variou de 34,35 a 100%, 31,24 a 93,72% 62 a 100% nos tratamentos c&n
montana, M. fragrans e C. flexuosus, respectivamente. Inibiram também a producdo de
aflatoxinas B e B.. A biossintese de ergosterol foi inibida com agammentos aplicados. A
atividade biolégica na membrana celular fungicadbservada com a presenca dos oleos
essenciais, pois foram detectados nas eletromafiagrefeitos deletérios nas morfologias dos
fungos. Os 0leos essenciais em estudo sdo proesssomo conservantes de alimentos, pois
inibiram significativamente fungos toxigénicos guaentaminam alimentos. Além disso,
dificultaram a biossintese de micotoxinas.

Palavras-chave:micotoxinas, potencial bioldgico, aflatoxina, oopdha, ergosterol.
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1 - INTRODUCAO

Os fungos do génerdAspergillus sdo comumente encontrados em produtos
alimenticios e sdo conhecidos como fungos filansmr#oe caracterizados por col6nias
brilhantes e coloridas, geralmente verdes, amarelstanhas, marrons ou pretas. Alguns
fungos pertencentes ao género sdo denominadofmictg, comaA. ochraceus, A. flavus
entre outros, que contaminam e produzem micotox@masculturas de café, uva, cereais e
produtos com alto teor de amido (SALDAN et al., 0ZHANG et al., 2017). A
contaminacdo pode ocorrer em diferentes alimentosagdes, pelo contato com esporos
presentes no ambiente e no solo, durante a cqglhaitaazenamento e transporte; e
representam uma ameaga a saude humana e animdb detoxicidade desses metabalitos
(GU; WANG; WANG, 2019; SALDAN et al., 2018). Entes micotoxinas de preocupacéo
mundial, destacam-se a ocratoxina A e as aflatexBae B, que séo classificadas pela
Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer cofst&uocias carcinogénicas, teratogénicas,
mutagénicas, hepatbxicas, nefrotoxicas e imunossspras para humanos e animais (IARC,
1993; IARC, 2012). Além da preocupacdo com a saadeonsumidor, a acdo deletéria dos
fungos do génerdspergillus tem grande impacto econdmico no agronegocio éndastrias
de alimentos, uma vez que tais fungos desempenhanueyimportancia ecolégica como
agentes de decomposicdo da matéria organica, chlysassim, expressivas modificacdes
sensoriais e perdas nutricionais nos alimentosejas contaminados (GU; WANG; WANG,
2019; SALDAN et al., 2018).

Uma das formas eficazes no controle da contaminfg@gica € a utilizacdo de
fungicidas sintéticos, que impedem o desenvolvimetids fungos toxigénicos e/ou a
producdo de micotoxinas em alimentos e racdes (BIRW et al., 2020). Entretanto, o uso
indiscriminado desses produtos tem contribuido @aselecdo de microrganismos menos
suceptiveis ou resistentes, além da preocupacdicgpdbm o bem-estar dos consumidores e
com os residuos quimicos, muitas vezes toxicogan®mos Vivos e ao ambiente (HU et al.,
2017; OLIVEIRA et al., 2020, TOYOTOME et al., 2020)ssim, existe uma demanda
publica por métodos alternativos de controle, ppalenente de espécies toxigéncias, c@#no
ochraceus e A. flavus, que sdo atoxicos ao organismo, ambientalmentdasais, que
dificultem a selecéo de patdgenos resistentes pagsaiam propriedades biodegradaveis (HU
et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2020). Esse novo pande estudo abrange a busca por
produtos de origem natural, como os 6leos essencjae por anos vém sendo reconhecidos
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como conservantes em geral, exibindo alto potenéiaigicida (JAHANI; PIRA;
AMINIFARD, 2020; KALEMBA; KUNICKA, 2003). Sua compgi¢do quimica rica e variada
dificulta a selecdo de patdgenos resistentes es@@m produtos de origem natural, sdo
biodegradaveis, além de exibirem relativa seguraligaentar, pois a maioria dos oleos
essenciais sao classificados como GRAS, “GeralmBeieonhecido como Seguro”, pela
Food and Drugs Admistration (FDA).

Diversos trabalhos relatam o potencial fungicida dieos essenciais. Hu et al. (2017)
avaliaram o mecanismo envolvido nas propriedadéfiagica e antiaflatoxigénica do Oleo
essencial derivado de acafr&ufcuma longa L.) em A. flavus. Os autores observaram
atividadein vitro e in vivo, perturbacdo da membrana plasmatica fungica efudades
mitocondriais e regulacdo da expressao do genf#iadaxana. Abdel-Aziz; Emam; Elsherbiny
(2019), pesquisando o Oleo essencial de cascanderiaa, relataram que ele atua como
antibiofilme natural contraA. niger em bulbos de cebola. Recentemente, Oliveira et al.
(2020), estudando o Oleo essencial de tomilho, rebsmm que ele pode suprimir o
crescimento e a producédo de aflatoxina@dr A. flavus. Jahani; Pira; Aminifard (2020)
acreditam que os O6leos essenciais podem ser ummaiva Util ao uso de fungicidas
sintéticos.

Dessa forma, os objetivos do presente trabalhonf@ealiar o potencial fungicida dos
Oleos essenciais datureja montana L., Myristica fragrans H., Cymbopogon flexuosus sobre
fungos A. ochraceus e A. flawus, bem como o potencial antiocratoxigénico e
antiaflatoxigénico, respectivamente, e a influéndies Oleos essenciais na sintese de

ergosterol e na morfologia das membranas celutlresnbos os fungos.

2 - MATERIAL E METODOS

Obtencao dos microrganismos e preparo da solugcéo dsporos

Foram estudadas duas espécies de fungos filamentéspergillus ochraceus
(CCDCA 10506) eAspergillus flavus (CCDCA 10508). As espécies utilizadas foram
adquiridas da Colecdo de Cultura de Microrganise@sWDCM 1081 Departamento de
Ciéncia dos Alimentos da UFLA. Os fungos foram lmmidos em placas de Petri contendo o
meio de cultura Malt Extract Agar (MEA, HiMedia Ladatories Pvt. Ltd., Munbai, india) por
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um periodo de 7 dias a 25 °C em uma incubadora B&Ds 7 dias, foi preparada uma
suspensao de esporos com solucdo de agua destdatendo Tween 80 (1%) (Synth,
Diadema, SP, Brazil). Foi utilizada uma camara delbduer para determinar a concentracao

de esporos (f@sporos mL).
Avaliacdo dos 0Oleos essenciais sobre o crescimemioelial

O crescimento micelial dos fungos foi avaliado derdo com Singh et al. (2008) com
modificacdes. O plagueamento foi realizado conpll@a suspenséo de esporos’@gporos
mL™) no centro da placa contendo 20 mL de meio Yeast& Sucrose Agar (YES). Os
Oleos essenciais foram diluidos em dimetilsulfoxidmo (DMSO) e misturados no meio de
cultura. As concentracdes testadas foram 0,01%10,0,24; 0,98; 3,91 e 15,64 mL™
Como padrdo de comparacéo, dl0 da suspensao de esporos foram adicionados a placa
contendo apenas o meio de cultura (controle fupgitodas as placas foram incubadas em
estufa BOD a 25 °C, por 10 dias. Foram realizadasedi¢cdes nos dois lados do diametro do
crescimento micelial no ultimo dia de incubacdosdss analises foram realizadas em
triplicata. O calculo da porcentagem de inibicdocdescimento micelial foi realizado de
acordo com a seguinte equacao: | = [(dc-dt) / dd0R, em que dc (cm) € o didmetro do
crescimento micelial do controle fungico e dt (& didmetro do crescimento micelial de
cada tratamento com o0 Oleo essencial. A concemtragiima fungicida (CMF) foi
considerada a menor concentracdo de 6leo essgueiahibiu completamente o crescimento

de fungos.
Avaliacéo dos Oleos essenciais na sintese de Ocxata A

A atividade antimicotoxigénica foi preparada a ipado ensaio de crescimento
micelial. A inibicdo de ocraoxina A (OTA) pelos 6k essenciais d8 montana (0,015;
0,061; 0,24; 0,98.L mL™), M. fragrans (0,015; 0,061; 0,24; 0,98; 3,9iL mL™Y) e C.
flexuosus (0,015; 0,061; 0,24L mL™) emA. ochraceus foi testada em concentracdes abaixo
do CMF. A extracao de OTA foi realizada no 10° digaincubacgéo de acordo com Passamani
et al. (2014). Foram removidos trés plugs da caldno centro, meio e borda. Os “plugs”

foram pesados e colocados em tubos de ensaio.diedorzado 1 mL de metanol (Merck,
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Darmstadt, Alemanha, grau PA) em cada tubo de @ngae foram agitados vigorosamente
por 5 segundos e mantidos a temperatura ambiemes@aninutos. Os extratos foram
filtrados por unidades filtrantes de PTFE (poldétroretileno) (0,22um; Millipore).

A quantificacdo da OTA foi determinada pelo métddoPassamani et al (2014), em
que 20 pL do extrato filtrado foi injetado diretartee no cromatografico liquido de alta
eficiéncia (Shimatzu, modelo SPD-M20A, Kyoto, Jgp&guipado com duas bombas de alta
pressdo, um degaseificador (DGU 20A3), interfacBME20A), injetor automatico (SIL-
10AF) e detector de fluorescéncia (RF-10 AXL). Adaacao do constituinte foi realizada
usando uma coluna Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C1® (4250 mm, Jum) conectada a uma
pré-coluna Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 4-Pack6(& 12, 5 mm, fum). A eluicéo foi
realizada em sistema isocrético de 35:35:29:1 (mo&tacetonitrila: agua: acido acético). O
comprimento de onda utilizado: excitacdo a 332 nemessao de 476 nm. O fluxo utilizado
foi de 0,8 mL miff. O tempo médio de retencdo da OTA foi de 11 #n@ifL A quantificacdo
de OTA nas amostras foi realizada por meio de pézBiQao externa, com a construcao de
uma curva analitica obtida por regressao linearetamionando a area do pico e a
concentracéo do padrédo. O coeficiente de deter@indg) foi de 0,9999, Limite de detecgéo
(LOD) e Limite de quantificacdo (LOQ) foram de ()@0e 0,0016:g ¢*, respectivamente.
Todas as amostras e solugbes padrédo de OTA foralisadas em triplicata. Para calcular a
inibicdo (%) da producao de OTA pelos dleos esediai utilizada a seguinte equacéo: | =
[(Oc-0t) / Oc] x 100, em que Oc é a ocratoxina pmda pelo controle e Ot € a ocratoxina

produzida apés tratamento com Oleo essencial.
Avaliacdo dos 6leos essenciais na sintese de Aflatas B; e B,

A atividade antimicotoxigénica foi preparada a ipado ensaio de crescimento
micelial. A inibicdo da aflatoxina B(AFB;) e aflatoxina B (AFB,) pelos 6leos essenciais de
S montana (0,015; 0,061; 0,24L mL™), M. fragrans (0,015; 0,061; 0,24; 0,98; 3,91 mL’

) e C. flexuosus (0,015; 0,061; 0,24iL mL™) em A. flavus foi testada em concentracdes
abaixo do CMF.

A identificag@o qualitativa de ARR: AFB, foi determinada de acordo com o método
de Freire et al. (2017), utilizando a Cromatogradia Camada Delgada (CCD). Foram

utilizadas solucdes padrédo de aflatoxinaseB3, (Sigma-Aldrich®, Séo Paulo, Brasil), fase



97

estacionéaria (placa cromatografica em camada faaldminio revestida com silica gel)
(Merck - Silica gel 60; 20x20 cm) e uma misturasd&ventes composta por tolueno: acetato
de etila: acido formico (60:30:10) como fase mowkl.producdo das micotoxinas foi
confirmads sob a luz UV a 366 nm em um cromato(S8&MAG, Uf-206 Betrachter).

Atividade dos 6leos essenciais na sintese de ergosit

A analise de ergosterol foi realizada utilizand@mseeio liquido YES em Erlenmeyer
para o cultivo da biomassa fungica Aleflavus e A. ochraceus. O 6leo essencial foi diluido
em DMSO e adicionados ao meio de cultura. As cdregdes testadas foram inferiores ao
CMF pelos 6leos essenciais Slemontana (0,015; 0,061; 0,24; 0,98L mL™), M. fragrans
(0,015; 0,061; 0,24; 0,98; 3,91 mL™) e C. flexuosus (0,015; 0,061; 0,24L mL™) emA.
ochraceus. E paraA. flavus, as concentracdes testadas fgr&montana (0,015; 0,061; 0,24
uL mL™), M. fragrans (0,015; 0,061; 0,24; 0,98:; 3,901 mL™) e C. flexuosus (0,015; 0,061;
0,24 uL mL™). Foram inoculados 10 pL de suspensdo de espbfBsegporos mt) nos
frascos de Erlemneyer e incubados em BOD a 25 fClPadias. Apds a incubacédo, os
micélios foram filtrados por um papel de filtro, spdo e utilizado para extracdo e
quantificacdo do ergosterol.

A extracdo do ergosterol foi realizada de acordm @ método de Silva, Corso e
Matheus (2010). Os micélios foram transferidos papas Falcon e adicionaram-se 20 mL de
metanol (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), 5 mL dmet (Merck, Darmstadt, Alemanha) e 2,0
g de hidroxido de potassio (Merck, Darmstadt, Alehag. Os tubos fechados foram agitados
em um agitador magnético (Nova Técnica, Piracic&by, Brasil) durante 5 minutos e, em
seguida, submetidos a um banho-maria (Nova TécRicagicaba, SP, Brasil) a 70 °C por 40
minutos. ApoOs chegar & temperatura ambiente, faditionados aos tubos 5 mL de agua
destilada e centrifugados a 965,36 x g por 30 rmgW(Fanem Baby | Modelo 206 BL, Sao
Paulo, Brasil). Os sobrenadantes foram removidasie@onaram-se 15 mL de hexano em
cada tubo. As amostras foram agitadas durante @tosinA fracdo orgéanica foi coletada e o
solvente foi evaporado a temperatura ambiente. £ddue obtido foi armazenado sob
refrigeracao e protegido da luz.

A quantificagdo do ergosterol foi realizada de dooctom os métodos de Bomfim et
al. (2015), Kohiyama et al. (2015) e Yamamoto-Ribest al. (2013). Os residuos foram
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suspendidos com 2 mL de metanol PA (Merck, Darmistdemanha) e filtrados através de
uma membrana de polietileno (0,d48; Millipore). A analise do ergosterol foi realizaém
um sistema de cromatografia liquida de alta ef@&ishimatzu HPLC equipado com duas
bombas de alta pressdo modelo LC-6AD, um deteatomdtriz de diodos SPD-M20A
(DAD), um desgaseificador DGU-20A3 e um injetor caméitico modelo SIL-10AF com
autoamostrador. As separacoes foram realizadaslaisana coluna Agilent-Zorbax Eclipse
XDB-C18 (4,6 x 250 mm, um), equipada com uma coluna de protecdo Agilenb&or
Eclipse XDB-C18 de 4 Parck (4,6 x 12,5 mnyrB). A eluicdo foi realizada por meio de um
sistema isocratico de 100% de metanol (grau de MRL®@na vazdo de 1 mL minvolume

de injecdo de 20 puL e monitoramento a 282 nm. adeepadrdo externo foi utilizado para
quantificacado do ergosterol, obtido por regress@atf, correlacionando a area do pico com a
concentracéo da respectiva solucdo padrdo. O mreficde determinacad?Yifoi de 0,9999,

e os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (L.G€am de 1.461 e 3.528g L7,
respectivamente. Para calcular a inibicdo da p@aue ergosterol (%) pelo éleo essencial,
foi utilizada a seguinte equacdao: | = [(Ec-Et) | EA00, em que Ec € o ergosterol produzido

pelo controle fungico e Et é o ergosterol produagds tratamento com o 6leo essencial.
Microscopia Eletrénica de Varredura — MEV

As amostras para analise em microscopio eletraecearredura foram preparadas a
partir das analises do crescimento micelial, nand@alia de incubacdo. Foi utilizada uma
concentracdo abaixo da CMF. Trés “plugs” foranradtis da colonia (5 mm de diametro) e
fixados em solugdo de Karnovsky modificada (glutkeiao a 2,5%; 2% de formaldeido,
tampéao de cacodilato 0,05M, pH 7,2 e tampé&o €001 M, Sigma-Aldrich ®, Sado Paulo,
Brasil), por um periodo minimo de 24 horas. As dmgsforam lavadas com tampao de
cacodilato, por duas vezes de 10 minutos, destiratasando uma série de concentracdes
crescentes de acetona (25, 50, 75 e 100%), senustas duas vezes em acetona 100%,
secas em um aparelho de ponto critico (Bal-tec GBI) montadas em Stubs com fita dupla
face e revestidas com ouro (Bal-tec CPD 050) (DHMBIRA et al., 2017). As amostras
foram analisadas em microscopio eletrénico de daree (Leo Evo 040) para obtencdo das

eletromicrografias.
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Andlise estatistica

Os resultados referentes ao efeito dos 6leos aagedeS. montana, M. fragrans e C.
flexuosus sobre a porcentagem de inibicdo do crescimentoliadi¢e=3) da biossintese de
ocratoxina A (n=3) e ergosterol (n=3) foram subduwdia andlise de variancia, e as médias
foram comparadas por meio do Teste de Tukey ad aév8% de probabilidade. Foi utilizado
o delineamento inteiramente casualizado (DIC), pragrama estatistico utilizado foi o
SISVAR (FERREIRA, 2011).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade antifungica dos 6leos essenciais

Os 0O6leos essenciais em estudo inibiram o crescomenicelial dos fungos
pertencentes agéneroAspergillus de maneira dose-dependente (Figura 1). O crestomen
micelial deA. flavus foi inibido completamente pelos Oleos essenciaisS.d@ontana, M.
fragrans e C. flexuosus nas concentracées de 0,98; 15,62 e 0,98 L, mdspectivamente. A
espécieA. ochraceus ndo apresentou crescimento nas concentracdes 1el3,82 e 0,98 pL
mL™ pelos tratamentos d& montana, M. fragrans e C. flexuosus, respectivamente. Esses
valores sdo considerados concentracdes minimacfdag{CMF), mostrando que os 6leos

essenciais em estudo apresentam efeito goliravus e A. ochraceus.

Figura 1 - Efeito dos 0leos essenciais na inibigdacrescimento micelial das espéckes
flavus e A. ochraceus.
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O efeito do 6leo essencial no crescimento micekamicrorganismos deve-se a sua
natureza lipofilica, pois as diferentes classes cd@astituintes quimicos podem ser
responsaveis pelo efeito inibitério no desenvolvitnede microrganismos (BOMFIM et al.,
2015).

Segundo relatos na literatura, 6leos essenciastitsidos de monoterpenos, comno
pineno, B-pineno, p-cimenoy-terpineno, linalol, citral (neral e geranial), qoostos com
caracteristicas fendlicas (carvacrol e timol) alpeapanoides (eugenol) sdo considerados por
varios autores como 0s principais compostos regpers pelas propriedades antifungicas do
oleo essencial (MOGHADDAM, M.; MEHDIZADEH, L., 20)6

Atividade antimicotoxigénica

A producao de ocratoxina A (OTA) no fundo ochraceus foi inibida pelos oOleos
essenciais com um efeito de dose-dependente (Tapekoi observado efeito significativo
(p<0,05) na porcentagem de inibicdo da producdoOd&A em relacdo a todas as
concentracdes testadas referentes aos 0leos essamiestudo. Foi observado que os 6leos
essenciais d& montana e C. flexuosus em baixas concentracdes inibiram 100% a producao

de ocratoxina A.

Tabela 1 — Efeito dos 6leos essenciais na prodig&@aratoxina A dé. ochraceus.

Concentracao Inibicdo de ocratoxina A (%)

(ML mL ™Y S. montana M. fragrans C. flexuosus
0,015 34,35+4,46¢ 31,24+2,73d 24,52+2,60c
0,061 49,60+2,67b 42,68+1,15c 90,41+1,48b
0,24 100,00+0,00a 48,51+1,83cb 100,00+0,00a
0,98 100,00+0,00a 51,88+2,69b -

3,91 - 93,7245,45a -

* As médias seguidas pela mesma letra mindsculaaiasas ndo diferem uma da outra pelo teste de
Tukey no nivel de 5% de probabilidade.

Os Oleos essenciais &montana, M. fragrans e C. flexuosus apresentaram um efeito
qualitativo na biossintese de aflatoxinaseHB, do fungoA. flavus. Foi observada a presenca
de AFB e AFB; no controle fungico por meio de manchas em placailica utilizada em
Cromatrografia em Camada Delgada e fluorescénomelbantes as dos padrbes comerciais.
Entretanto, essas duas manchas nao foram observadagratamentos com o0s Oleos

essenciais, exceto na menor concentracdo testa@ks (L mLY). As manchas que ndo
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foram observadas nos tratamentos indicam que aibtese de micotoxinas produzidas por
A. flavus foi inibida na presenca dos 0leos essenciais.

Pode-se observar que o0s Oleos essenciais apreseriiam atividade
antimicotoxigénica, pois mesmo inibindo pouco oscimento micelial nas concentracdes
mais baixas, 0s 0leos essenciais apresentaram aita pbsitivo (inibindo 100%) frente as
micotoxinas produzidas pelos fungdsochraceus e A. flavus.

Os constituintes quimicos presentes nos Oleos @agerem estudo apresentam
diferentes grupos funcionais; portanto, o potend@d Oleos ndo € atribuido apenas a um
mecanismo especifico, pois podem existir diversasds para atacar a célula fungica. Assim,
o efeito positivo dos 6leos essenciais na inibigdosintese de micotoxinas possivelmente
pode ser atribuido ao sinergismo dos diferentespostos presentes nos 6leos essenciais,
segundo estudos realizados por Moghaddam e MeletiZ2016).

Efeito dos Oleos essenciais na biossintese de eteyos

Os oOleos essenciais diminuiram a porcentagem daestergl presentes nos fungas
flavus e A. ochraceus, e foi observada uma diferenca significativa erdge diferentes
tratamentos (p<0,05), indicando um efeito dose-ddpeate (Tabela 2). O ergosterol é o
principal e Unico esterol da membrana celular fdéagicomposto fundamental na
sobrevivéncia do microrganismo. E responsavel fieidez da membrana e fornece o sinal
para a divisao celular. Portanto, qualquer efe@®sa metabdlito secundario proporciona um
desequilibrio e alteragbes na fluidez, havendo emuentemente, alteragbes homeostéticas
intracelulares. Assim, uma alteracdo significatilaa biossintese de ergosterol ird inibir o
crescimento de fungos, ocasionando sua morte (CAPBPIANDIAN et al., 2018; PEREIRA
et al., 2015).
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Tabela 2 - Efeito dos 6leos essenciais na sineesegbsterol das espécikdlavus e A.
ochraceus.

Inibicdo do ergosterol (%)
Concentracao Aspergillusflavus Aspergillus ochraceus
(UL mL'l) S.montana M. fragrans C.flexuosus S.montana M. fragrans C. flexuosus

0,015 13,61+0,40c 14,10+0,30e  14,37+0,25c  7,75%1,44d B)BPe 7,09+2,72c

0,061 56,86+1,73b 36,41+0,10d 46,93+1,10b 32,05+2,30c 14,58+0,63d 2814,.81b

0,24 85,56+0,54a 68,23+1,03c 70,18+0,67a 65,40+2,55b 8422,22c 97,50%1,47a
0,98 - 76,95+0,06b - 97,98+0,.24a68,69+1,45b -

3,91 - 92,11+0,26a - - 97,56+0,63a -

*As médias seguidas pela mesma letra minUsculaahasas ndo diferem uma da outra pelo teste de
Tukey no nivel de 5% de probabilidade.

Hua et al. (2014), pesquisando sobre efeito dossddssenciais de canela (85% de
cinamaldeido)Litsea citrate (85% de citral), eucalipto (80% de cineol), ai®i2% de anetol),
horteld-pimenta (50% de mentol), canfora (55% deebf e os contituintes quimicos,
cinamaldeido (99%), citral (96%), eugenol (99%lategam que a presenca de monoterpenos
em Oleos essenciais pode levar a peroxidacao dgigirejudicando a integridade celular,
interrompendo a biossinteske ergosterol, inibindo o processo respiratorionmambrana
mitocondrial e diminuindo a viruléncia de fungodguéns agentes antifiUngicos atuam na
biossintese do ergosterol das hifas dos fungosfonente lipidico fungico), e a auséncia
desse componente induz o colapso da célula furigizalio) e a interrup¢do do crescimento
micelial (corpo fungico). O estudo de Hua et aD1#®) corrobora com o presente trabalho,
uma vez que foram encontrados monoterpenos (boraabineno, geranial e neral) como
majoritarios nos 6leos essenciais em estudo enetegraram promissores na reducdo da

biossintese de ergosterol.

Microscopia Eletrénica de Varredura — MEV

A Figura 2 apresenta as imagens obtidas por MEVhua$ologias estruturais dé.
flavus e A. ochraceus. Uma morfologia regular e um desenvolvimento dosidios,
conidiéforo e esporos foi observado no controlegitm deA. flavus e A. ochraceus (Figuras
2A, 2A"), apresentando hifas uniformes, superfiolausta, lisa e didametro constante, linear e
regular no micélio. Entretanto, observaram-se ajfie#s na morfologia das amostras tratadas
com 6leo essencial, quando comparada com os cesfioigicos.

Analisando as eletromicrografias obtidas pArdlavus, percebeu-se a deformacéao,

reducdo e perdas da integridade dos conidios. aéfies na uniformidade das hifas,
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apresentando-as colapsadas, enrugadas e diametiouidio foram observadas apés os
tratamentos com o0s Oleos essenciaisSdenontana e C. flexuosus (Figuras 2B, 2D).
Entretanto, para o tratamento com 0leo essenci®.deagrans (Figura 2C), foi observada
uma completa inibicdo de esporos e conidios, padesed vistos apenas hifas totalmente
alteradas morfologicamente.

As eletromicrografias dA. ochraceus mostra a ndo formacéo de conidios e esporos e
alteracdes na uniformidade dos conidioforos (digonetiminuido, agregado de hifas
enrugadas, murchas, achatadas e colapsadas) afseinto com 0s 0leos essencaesS.
montana e M. fragrans (Figuras 2B’, 2C’). O tratamento com o Oleo Qe flexuosus

proporcionou a formacao de esporos, porém, conrrdafges (Figura 2D’).
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Figura 2 - Eletromicrografias de varredurafdéavus e A ochraceus; A, B, C e D séo
eletromicrografias dé. flavus sem tratamento e tratados com 0leos essenci&smtana,
M. fragrans e C. flexuosus, respectivamente; A’, B’, C’' e D’ séo eletromicrafiasde A
ochraceus sem tratamento e tratados com 6Oleos essenci&iswmtana, M. fragranse C.

flexuosus, respectivamente.
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Trabalhos de Ju et al. (2020) e Tao et al. (201f5sram que o citral poderia
distorcer os micélios, afetando principalmente afohagia celular, levando ao encolhimento
ou atrofia celular. Estudos anteriores de Ouyanal.ef(2014) e Wu; Ouyang; Tao, (2016)
também demonstraram os efeitos de constituinteso @itronelal e terpineol. Para os autores,

esles podem aumentar a permeabilidade da membe&urlarcprovocanndo o vazamento de
conteudos intracelulares
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4 — CONCLUSAO

Os oleos essenciais @& montana, M. fragrans e C. flexuosus apresentaram efeitos
fungicida e fungistatico e atividade antimicotoxig@& sobreA. flavus e A. ochraceus. Os
Oleos essenciais também foram capazes de inidossibtese de ergosterol, causar danos e
deformacdes na integridade morfolégica dos fugdkavus e A. ochraceus. Esses resultados
indicam que os Oleos essenciais em estudo poderaatiizados como conservantes de
alimentos, pois apresentaram um efeito contra &fgeracdo de fungos toxigénicos que
contaminam alimentos. Além disso, inibem a sintdse micotoxinas (Ocratoxina A,

Aflatoxina B, €B;), garantindo seguranca alimentar ao consumidor.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os Oleos essenciais sao substancias que apresentaposicdo quimica variada,
podendo ser aplicados em diversas areas industtiensdo as suas diversas propriedades
biolégicas. O 6leo essencial & montana é promissor na inibicdo de AChE, repelente,
antimicrobiano, inibidor de toxinas e sintese dmsterol. O 6leo essencial Geflexuosus é

eficaz como repelente, antimicrobiano e inibidotalénas e sintese de ergosterol.
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