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Resumo

A alimentacdo (humana e animal) tem o milho (Zea mays L.) e seus derivados como fonte de
carboidratos. E um dos grdos mais cultivados no Brasil e representa uma fatia significativa do Produto
Interno Bruto (PIB) nacional. Os gréos de milho tém a sua qualidade alterada direta ou indiretamente
guando infectados por fungos, que podem produzir micotoxinas, gerando danos a salde humana e
animal em razdo da sua atividade toxica. Na regido Amazénica, a biodiversidade da flora viabiliza a
producdo e utilizacdo de Oleos essenciais e extratos conhecidos popularmente, no tratamento de
doencas (inclusive infecgdes fangicas) e se destaca o 6leo de andiroba (Carapa guianensis Aubl.).
Nesta pesquisa foram utilizadas cepas isoladas de grdos de milho (naturalmente contaminados) e
expostas ao 6leo de andiroba em diferentes porcentagens (1-5%) com o objetivo de avaliar a agdo
antifungica. O efeito antiflngico do 6leo de andiroba foi mais eficaz em coldnias de Aspergillus sp. Ja
as cepas dos géneros Fusarium sp.e Penicillium sp apresentaram resultados inconsistentes frente ao
agente descontaminante, portanto, é necessario maior aprofundamento nessa investigacao.
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Introducéo

O milho (Zea maysL.) e seus derivados sdo fontes de carboidratos muito utilizadas na
alimentacdo humana e de diversas espécies de animais.Representa uma fatia significativa do PIB
(produto interno bruto)nacional (SILVA, 2016). Além de energético, é fonte de vitaminas A e do
complexo B, amido, carboidratos, proteinas, gorduras, minerais (ferro, fosforo e calcio) e seu
pericarpo é rico em fibras (PAES, 2006). A importancia socioeconémica do milho como alimento
essencial da dieta, é evidenciada pela diversidade de produtos alimenticios. Esse cereal se destaca pela
sua maior versatilidade aplicativa em relacdo a outros cereais, desde a planta, como forrageira
(destinada a ragdo animal), bem como alimentos e base para bebidas fermentadas para humanos
(DOWSWELL et al., 1996). Essa versatilidade no uso, também se traduz em substrato adequado a
microrganismos indesejaveis (fungos da microbiota de cereal) capazes de produzir metabdlitos
secundarios toxicos (FIGUEIRA et al., 2000).

Os fungos que invadem grdos sdo geralmente divididos em dois grupos: de campo e de
armazenagem (MARCIA, 1998). Os principais géneros de fungos de campo sdo Fusarium,
Helminthosporium, Alternaria e Cladosporium que invadem gréos durante o amadurecimento, onde o
dano é observado antes da colheita (SCUSSEL et al., 2018). J& os fungos de armazenagem, como
Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Mucor, sdo encontrados em silos, moinhos, equipamentos e
lugares onde sdo manuseados os grdos (MARCIA, 1998). E de grande importancia, o estudo de
métodos alternativos eficientes para o controle desses fungos, uma vez que esses micro-organismos
acarretam um significativo prejuizo para a agricultura. Diversas alternativas tém sido estudadas, dando
destaque para os métodos brandos de descontaminacdo, devido ao interesse mundial de utilizar
produtos menos agressivos ao ambiente e que sejam mais saudaveis (CHRIST, 2016). InGmeras
pesquisas estdo sendo realizadas no sentido de tentar estabelecer produtos naturais capazes de inibir o
crescimento de fungos. Dentre estes produtos ha um grande interesse na utilizacdo de 6leos essenciais
extraidos de vegetais, principalmente da Amazonia. Principalmente, por serem produtos cuja matéria



prima é facilmente encontrada na natureza, ja conhecidos (sabedoria popular) e por eles se mostrarem
eficientes no controle de micro-organismos (LIMA et al., 2009).

O 6leo de andiroba (Carapa guianensis Aubl.) é um dos 6leos medicinais mais conhecidos na
Amazbnia, fonte rica de acidos graxos essenciais (oleico, palmitico, mistico e acidos de linoleico) e
componentes ndo graxos (triterpenos, taninos e alcaldides - andirobina/ carapina) (SOUZA et al.,
2006). Foi constatadas propriedades anti-parasiticas e anti-malariais desse 6leo, devido a presenca de
gedunina, uma meliacina (MACKINNON et al., 1997). Propriedades anti-inflamatorias, cicatrizantes e
insetifugas/repelente, as quais sdo conhecidas e atribuidas ao éleo de andiroba devido a presenca de
limonoides, especificamente andirobina (ROY, 2006). Porém, ainda é pouco estudado cientificamente
guanto a sua utilizagdo em alimentos.

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo, avaliar o possivel efeito antifingico do
6leo de andiroba no crescimento/desenvolvimento de fungos de diferentes géneros toxigénicos que
infectam grdos de milho e suas diferentes suscetibilidades.

Material e Métodos

As analises micoldgicas foram realizadas no Laboratério de Micologia do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos, da Universidade Federal de Santa Catarina. Os grdos de milho (contaminados
naturalmente) foram gentilmente cedidos pela Companhia integrada de Desenvolvimento Agricola de
Santa Catarina (CIDASC) e o 6leo de andiroba foi obtido na cidade de Belém, no estado do Paré
(Figura 1.b).As amostras de milho foram separadas para o estudo e denominados Grupo 1 (G1), Grupo
2 (G2), Grupo 3 (G3) onde se deu inicio as analises. Foi avaliada a carga fungica através do método de
contagem total por grama de alimento (UFC g1), tanto para (a) a amostra de grdos de milho como (b)
de dleo de andiroba, realizada segundo metodologia de SILVA et al. (2013)/APHA (2015). Foram
selecionadas para enumeracédo as placas que continham entre 15 a 150 UFC e realizada contagem das
colbnias. Em seguida, as colénias foram isoladas por repicagens sucessivas (n=3) para posterior
identificacdo e transferéncia para placas de Petri contendo o antifungico- 6leo de andiroba. A
identificacdo microscépica e caracteristicas macro e microscopicas, as identificacbes dos géneros
fangicos foram realizadas de acordo com as chaves de identificacdo de RAPER; FENNELL (1965) e
PITT (1979). A transferéncia para placas de Petri contendo o antifingico - éleo de andiroba foi
realizada através da retirada de um disco de 7 mm de cada colbnia, repassando assepticamente para
meio de cultura PDA (20 mL) contendo de 6leo de andiroba (1, 2, 3 e 5%), e incubado a 25° C (n=3).
A evolucdo do didmetro das colbnias versus sua exposi¢do ao agente antifungico foi acompanhada
durante o periodo com auxilio de paquimetro.

Figura 1. Andiroba
(Carapa guianiencis
Aubl.) (a) sementes e

(b) 6leo
(RIBEIRO et al, 2018).

Resultados e Discussao

Fungos isolados de gréos de milho

Carga fungica - como esperado, a contagem das unidades formadoras de colénias no Grupo
Controle (sem adicdo de antifungico), de grdos de milho utilizados no presente estudo foi elevada
(Tabela 1). Embora legislacdo nacional quanto aos pardmetros relativos a contagem padrdo em placa,
ndo estabeleca limite méximo para fungos em cereais,sua presenca no milho (especialmente fungos
toxigénicos) é indicativo de deterioracdo e possivel contaminacdo por micotoxinas (VALMORBIDA
et al., 2018). Foi observado ja no inicio do periodo de incubacdo que as col6nias das amostras de
milho G1 e G2, (diluicdes 10 e 10?), ndo puderam ser contadas, devido a alta carga contaminante
presente. Diferente da amostra G3 a qual apresentou contaminacdo significativamente menor desde o



inicio da incubacdo. Como outros cereais, 0 milho ¢ exposto a contaminagéo por esporos de fungos e
inicia sua proliferacdo no campo, durante o desenvolvimento da planta. A contaminag¢do pode ocorrer
devido a presenca de fragmentos de micélio e esporos no solo, restos de plantas e sementes ou podem
ser transportados pelo vento, chuva ou insetos (MILLS, 1989). Durante a armazenagem, 0S gréos
devem ser mantidos em condicBes adequadas para evitar danos e infeccdo por fungos (LORINI et al.,
2010). Contudo, quando essas condi¢Bes ndo podem ser aplicadas/controladas, ha a possibilidade de
utilizacdo/aplicacdo de métodos de descontaminagdo/inativacdo dos fungos.

Tabela 1. Carga fungica® das amostras de grdos de milho (Zea mays L.) e 6leo de andiroba (Carapa
guianensis Aubl.)

Carga fungica (UFC/g) / diluicdo

Amostra

10? 107 103
Milho
Gl Incontavel Incontavel 0,4 x 10*
G2 I 9,4 x 10° 0,3 x 10*
G3 4,3 x 10? 1,0 x 108 0,2 x 10*

Oleo de andiroba®

smédia de 3 replicatas® agente descontaminante® ndo houve crescimento

Géneros contaminantes: no que tange aos géneros fungicos isolados dos grdos de milho em
estudo, foram identificados Fusarium spp., Penicillium spp., Aspergillus spp. e Mucor spp. (Figura 2),
sendo os 3 primeiros selecionados para avaliagdo da susceptibilidade frente ao agente antifingico - por
serem Qéneros possiveis produtores de toxinas (fumonisinas/ deoxinivalenol, aflatoxinas -
AFLs/ocratoxina A — OTA e citrinina - CTR, respectivamente). Embora o milho seja infectado por
diversos géneros fungicos, os géneros Fusarium (fungo de campo) e Aspergillus/Penicillium (fungos
de armazenamento) sdo os mais frequentemente isolados tanto em grdos de milho quanto em seus
derivados (FARIAS et al., 2000). Espécies de Aspergillus sdo consideradas iniciadoras de deterioracao
de grédos durante a armazenagem, podendo crescer com baixo teor de agua. Tanto Aspergillus quanto
Penicillium, com umidade relativa mais elevada decorrente da atividade metabolica dos primeiros
invasores, podem se desenvolver. Estes fungos sdo potencialmente micotoxigénicos (AFLs, OTA,
CTR) e sua presenca em amostras de milho pode ser preocupante (MERONUCK, 1987). Diversos
trabalhos relatam o Fusarium sp. como o género de fungos mais importante no milho e seus derivados
(BOTTALICO et al.,, 1995). O resultado do presente trabalho corrobora com os dados acima
reportados. A contaminagdo das amostras de grdos de milho por Fusarium sp. explica-se pelo fato
deste fungo infectar extensivamente certas porcdes desse grdo (contato com o embrido e tecidos
externos e internos préximos a espiga) (LAZZARI, 1996). Os fungos do género Mucor estao presentes
geralmente no solo, frutas, vegetais, grdos armazenados e sdo contaminantes comuns de locais onde se
processam produtos armazenados, 0 que também explica a presenca deste género nas amostras
(SINHA, 1991).

Figura 2. Géneros isolados em grdos de milho (Zea mays L.): (a) Fusarium, (b) Penicillium e (c)
Mucor e (d) Aspergillus.
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Efeito antifungico do 6leo de andiroba

Quando esses fungos isolados dos gréos de milho foram submetidos ao efeito antifungico do
6leo de andiroba (em diferentes concentracGes), o desenvolvimento das col6nias de Fusarium sp.,
Aspergillus sp. e Penicillium sp. variaram. A Figura 3 apresenta o efeito antifingico desse dleo no



desenvolvimento das colbnias de Aspergillus sp. e Penicillium sp. isoladas de milho em diferentes
concentracdes (periodo de 3 dias). De acordo com os dados obtidos durante o periodo de incubacéo,
foi observado que as coldnias dos géneros Penicillium sp. e Aspergillus sp. apresentaram crescimento
de forma lenta e em nimero reduzido variando de 8,0 a 28,0 mm, enfatizando o efeito inibitdrio. Por
outro lado, foi observado que o género Fusarium sp. apresentou maior resisténcia frente ao 6éleo de
andiroba (independente da porcentagem presente no meio). Portanto o género Aspergillus sp. foi o que
apresentou maior suscetibilidade seguido do Penicillium sp.. Cabe salientar que também possivel
observar que o Oleo de andiroba apresentou maior capacidade de inibicdo no que tange ao
aparecimento/dispersao (de conidios) formando novas coldnias a medida que sua concentracdo foi
aumentada. Mesmo com 5%, embora viabilizasse o controle das colbnias, a capacidade antiflngica do
6leo ndo foi total. Sousa (2012) apresentaram dados utilizando o 6leo de andiroba como um agente
antifangico em pimenta. Os autores observaram acdo inibitoria no crescimento de fungo deteriorante
(Colletotrichum gloeosporioides).

Figura 3. Efeito antifungico do dleo de andiroba (Carapa guianensis Aubl.)
frente a Aspergillus e Penicillium isolados de milho (Zea mays L.) (%)
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Conclusoes

Dentre as amostras de grdos de milho testadas, todas apresentaram contaminacdo por fungos
dos géneros Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp. e Mucor sp., sendo 0s mais frequentes os
géneros Fusarium sp. e Aspergillus sp.. O efeito antifingico do 6leo de andiroba foi mais eficaz em
colbnias de Aspergillus sp., seguido pelo género Penicillium sp.. Devido ao fato do Fusarium sp. ter
apresentado resultados inconsistentes, ha necessidade de avaliar mais profundamente as caracteristicas
desse fungo de campo e sua resisténcia ao 6leo. Novos estudos sdo necessarios com relagéo ao efeito
antifangico do 6leo de andiroba, como um possivel descontaminante de forma branda.
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