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RESUMO

Os frutos de cafeeiro apresentam substéncias organicas favoraveis para o desenvolvimento de
fungos do género Aspergillus, que sdo um dos responsaveis pela deterioracdo da bebida e
ocorréncia de ocratoxina A. Dessa forma, estudos por meio dos quais se aplicam produtos
naturais ou metabdlitos, tém se, como 0s 6leos essenciais para o controle dos patdgenos e
inibicdo da toxina liberada, tem-se intensificado. Objetivou-se neste estudo analisar a
composic¢do quimica dos Oleos essenciais extraidos das folhas de Backhousia citriodora e
Lippia origanoides Kunth., bem como avaliar o seu potencial fungicida e antiocratoxigénico
por meio de ensaios in vitro e in vivo em frutos de café. Os 6leos essenciais foram extraidos
por hidrodestilacdo, caracterizados e quantificados por CG/MS e CG/FID. A avaliacdo
antifungica in vitro dos 6leos essenciais foi realizada sobre as espécies A. carbonarius, e A.
ochraceus; a inibicdo da producdo da ocratoxina A, por A. carbonarius e A. ochraceus foi
avaliada em diferentes concentrac@es; a atividade antifingica dos 6leos essenciais nos frutos
de café, foi estudada empregando o plagueamento dos pericarpos e dos grdos; e a inibicdo da
sintese de ocratoxina A nos pericarpos e graos de café, foi quantificada por HPLC. No dleo
essencial de Backhousia citriodora, os isdmeros neral e geranial foram os compostos
majoritarios, j& no 6leo essencial de L. origanoides Kunth., os compostos p-cimeno, timol,
carvacrol foram os mais abundantes. Ambos o0s Oleos essenciais apresentaram atividade
antifungica in vitro sobre as espécies de Aspergillus estudadas, em uma relacdo dose-
dependente. Esses, nas concentracdes estudadas, inibiram a sintese de ocratoxina A no meio
de cultura, tanto para A. carbonarius para A. ochraceus. Na avaliagdo antifingica dos
pericarpos de café, os Oleos essenciais promoveram a reducdo dos microrganismos. Foi
verificado nos grdos que os fungos, em nenhum tratamento, atingiu o grdo. Os Gleos
essenciais apresentaram baixo efeito antitoxigénico nos frutos de café. No pericarpo, foi
verificada a maior concentracdo de ocratoxina A para ambos os fungos, sendo nos graos
quantificada apenas para A. ochraceus; os resultados obtidos estdo abaixo do estabelecido
pelas legislacdes.

Palavras-chave: Compostos volateis. Monoterpenos. Patdgenos. Café. Ocratoxina A.



ABSTRACT

The fruits of coffee plants present favorable organic substances for the development of fungus
of the genus Aspergillus, which are responsible for the deterioration of the beverage and
occurrence of ochratoxin A. Therefore, studies applying natural products or metabolites of
these, like the essential oils for the control of the pathogens and inhibition of the released
toxin has intensified. The objective of this study, was to analyze the chemical composition of
the essential oils extracted from the leaves of Backhousia citriodora and Lippia origanoides
Kunth., as well as to evaluate their fungicidal and ochratoxigenic potential by means of in
vitro and in vivo tests on coffee fruits. The essential oils were extracted by hydrodistillation,
characterized and quantified by CG / MS and CG / FID. The in vitro antifungal evaluation of
the essential oils was carried out on the species A. carbonarius and A. ochraceus; the
inhibition of ochratoxin A production, by A. carbonarius and A. ochraceus was evaluated at
different concentrations of the oils; the antifungal activity of the essential oils in the coffee
fruits, was studied using the plating of the pericarp and the beans; and the inhibition of
ochratoxin A synthesis in the coffee bean pericarp and beans was quantified by HPLC. In the
essential oil from Backhousia citriodora, the neral and geranial isomers were the principal
compounds, whereas the compounds p-cymene, thymol, and carvacrol were the most
abundant in the essential oil from L. origanoides Kunth. In vitro antifungal activity against the
Aspergillus species studied was observed for both the essential oils in a dose-dependent
relationship. These oils inhibited the synthesis of ochratoxin A in the culture medium by both
A. carbonarius and A. ochraceus at the concentrations studied. In the evaluation of the
antifungal activity of the coffee pericarp, the reduction in the quantity of microorganisms was
observed in the presence of the essential oils. In no treatment did the fungi affect the bean.
The essential oils had a low antitoxigenic effect on coffee fruits. In the pericarp, the highest
concentration of ochratoxin A was verified for both fungi, but it was only quantified in the
bean for A. ochraceus. The results obtained were below the limit established by the
legislation.

Keywords: Volatile compounds. Monoterpenes. Pathogens. Coffee. Ochratoxin A.
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1 INTRODUCAO

O café é uma das principais commodities da economia brasileira, sendo o pais o0 maior
produtor e exportador das espécies Coffea arabica (Café Arabica), seguido de Coffea
canéfora (Café Conilon) (Conab, 2018).

Os grdos verdes de café, apos a torrefacdo e a moagem, se transformam-se em uma
bebida de aroma e sabor Unicos. Apresenta caracteristicas benéficas a salde, como a
estimulacdo digestiva. Em sua composicao, apresenta substancias organicas como minerais,
acucares, aminoacidos e compostos fenolicos. No entanto, durante a fase pos-colheita do cafe,
o fruto, por possuir agucares em sua composi¢do, mostra-se um excelente meio de cultura
para o desenvolvimento de microrganismos, podendo comprometer tanto o aspecto visual dos
grdos, quanto o sabor e 0 aroma da bebida. Dentre esses microrganismos deterioradores, estdo
os fungos filamentosos do género Aspergillus, produtores de algumas micotoxinas (BATISTA et
al., 2016).

As micotoxinas, como a ocratoxina A, sdo alguns dos metabdlitos secundarios sintetizados
pelos fungos com propriedades toxicas que causam problemas agudos e cronicos na salde
humana e de animais. Isso impulsiona estudos que busquem compostos quimicos que sejam
capazes de minimizarem os efeitos provocados pela combinagdo da deterioracdo da qualidade
do café advinda dos fungos com os problemas de salde causados pelas toxinas.

A busca por produtos naturais ou derivados deles vem impulsionando a pesquisa,
visando a encontrar substancias com largo espectro de agdo, que ndo impactam 0 meio
ambiente e os seres vivos. Nesse sentido, citam-se 0s 6leos essenciais metabolitos secundarios
de plantas que apresentam em sua composi¢do quimica compostos que 0s tornam capazes de
inibirem o desenvolvimento de fungos e bactérias.

Os Oleos essenciais das espécies em estudo neste trabalho, Backhousia citriodora e
Lippia origanoides Kunth., apresentam evidéncias cientificas promissoras com testes in vitro
contra fungos do género Aspergillus.

Objetivou-se, neste estudo, analisar a composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais
extraidos das folhas de Backhousia citriodora e Lippia origanoides Kunth., bem como avaliar
o seu potencial fungicida e ocratoxigénico por meio de ensaios in vitro e in vivo em frutos de

café.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Café

O Brasil ¢ o maior exportador de café, representando grande importancia
socioeconémica para o desenvolvimento do pais, garantindo a geracéo de postos de trabalhos,
tributos e contribuigdo na receita brasileira (Conab, 2018).

O café tem origem na Eti6pia, Africa. No Brasil, foi introduzido com mudas vindas da
Guiana Francesa e plantadas na Regido Norte do pais, mas ndo foi difundida. A cultura
passou a ser cultivada no Rio de Janeiro e expandiu-se para o interior do Brasil, chegando ao
estado de Sao Paulo. Com o declinio das exportacdes de algodao, agucar e cacau, aliado ao
crescimento do consumo de café na Europa e nos Estados Unidos, os produtores investiram
na cafeicultura, obtendo altos lucros, o chamado de “ouro negro” (ABIC, 2018).

A cafeicultura desencadeou uma revolucdo econémica no Brasil, sendo responsavel
pela construcdo de ferrovias para escoamento da producgéo do interior de Sdo Paulo, atraiu 0s
imigrantes europeus e asiaticos para as lavouras, alavancou o desenvolvimento das industrias
na regido do Sudeste, deslocando o poder politico e econdmico para a regido (FASSIO E
SILVA, 2007).

O parque cafeeiro abrange os estados do Acre, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Goias,
Mato Grosso, Mato Groso do Sul, Minas Gerais, Para, Parand, Pernambuco, Rio de Janeiro,
Rondonia e S&o Paulo. Os maiores produtores da cultura sdo os estados de Minas Geras para
a espécie Coffea arabica L. (café arabica) e o Espirito Santo para a espécie Coffea canephora
P. (café robusta ou conilon); Minas Gerais detém a maior parcela da producéo (Conab, 2018).

A safra brasileira 2017/2018 foi estimada em 61,7 milhdes de sacas beneficiadas. Em
comparagdo com a safra anterior, houve um crescimento de 37,1%, devido ao ciclo de
bienalidade positiva. A espécie arabica teve a producao estimada em 47,5 milhGes de sacas, ja
o café conilon em 14,2 milhées (CONAB, 2018).

O café é uma cultura perene e arbustiva, com ramos dimérficos, ortotrépicos e
plagiotropicos. O plantio das mudas ocorre em periodo chuvoso, com solo imido nos meses
de dezembro a fevereiro e as plantas devem estar com 4 a 6 pares de folhas. A primeira
colheita dos frutos ocorre com 24-36 meses apos o plantio.

O fruto do cafeeiro € estruturado com pericarpo e semente, classificado como drupa,
apresentando duas sementes no endocarpo. O pericarpo pode ser divido em trés tecidos, 0
mais externo do fruto é o exocarpo, comumente denominado de casca. Na porcéo

intermediéria, encontra-se 0 mesocarpo, camada viscosa, rica em acgucares, denominado
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mucilagem. Mais internamente encontra-se 0 endocarpo ou pergaminho, responsavel pelo
tamanho final dos grdos. A semente é envolvida pela pelicula prateada, endosperma e o
embrido (BOREM; SILVA; SILVA, 2007).

O ciclo do cafeeiro é bienal, ocorrendo no primeiro ano fenoldgico, o desenvolvimento
e a formacdo das gemas vegetativas, inducdo, crescimento e dorméncia das gemas florais. No
segundo ano, h& o periodo reprodutivo, o cafezal floresce, forma o chumbinho, expanséo,
granacdo e maturacao dos frutos e o repouso e senescéncia dos ramos. A fase de maturagéo
dos frutos inicia-se com os frutos verdes, seguido por verde-cana, cereja, passa e, por fim,
seco (MORAIS et al., 2008).

Os métodos para o processamento dos frutos seguem duas vias. No preparo pela via
seca, 0s frutos com casca sdo secos em terreiros ou secadores. E sdo conhecidos como café
em coco ou café natural. Nesse tipo de processamento, ha elevada exposicdo de
microrganismos produtores de toxinas, viabilizado pela presenca deles na casca, sendo
hospedeira para os fungos e fonte de toxinas para o grdo (BOREM; SILVA; SILVA, 2007).

Com o preparo do café pela via Gmida séo originados trés tipos de café: o descascados
retirando apenas a casca; o despolpado, em que sdo retiradas a casca e a mucilagem por
fermentac&o bioldgica da mucilagem e, por fim, o desmucilado, sendo removidas a casca e a
mucilagem, ambas mecanicamente, mantidas as estruturas como a mucilagem e o pergaminho
(BOREM; SILVA; SILVA, 2007).

Recomenda-se para frutos com umidade entre 14 e 16%, o descanso em tulhas de
armazenamento por até 7 dias, em seguida, retornam aos secadores chegando a umidade entre
10,8 a 11,2% e havendo disponibilidade de tulhas, eles podem ser descansados. O processo de
descanso dos frutos ira melhorar a qualidade e a uniformidade do café. Posteriormente, 0s
frutos sdo beneficiados e armazenados para a comercializacio (BOREM; SILVA; SILVA,
2007).

2.2 Microrganismos presente no cafée

Os frutos do café possuem substancias quimicas atuantes como substrato para o
crescimento e desenvolvimento de microrganismos, como bactérias, fungos e leveduras. Ha a
predominancia de bactérias nas fases iniciais da maturacdo do fruto, as fases verde-cana e
cereja;porem, com o avango do amadurecimento, ocorre a reducdo da atividade de agua e
modificagdes fisico-quimicas nos frutos, favorecendo o surgimento (ou desenvolvimento) dos
fungos e leveduras (IAMANAKA et al., 2014).
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Em alguns casos, associa-se a qualidade inferior da bebida do grdo a presenca de
microrganismos deteriorantes, os quais promovem a fermentagdo do aglcar presente na
mucilagem, produzindo &cidos organicos indesejaveis, podendo citar a producdo do &cido
butirico, que prejudica a qualidade sensorial da bebida. Dentre esses fungos, encontram-se 0s
fungos filamentosos, destacando os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium (BATISTA
etal., 2016).

2.2.1 Aspergillus carbonarius

A espécie Aspergillus carbonarius pertence ao género Aspergillus secdo Nigri;
morfologicamente, é caracterizado pela producdo de conidios, grandes e rugosos, com
coloragéo preta e/ou marrom-escura (CHALFOUN; PARIZZI, 2007).

Os microrganismos da secdo Nigri oferecem resisténcia sobre os demais devido a
capacidade de os conidios pretos exercerem acgdo protetora contra os raios solares e UV, tendo
0 seu o desenvolvimento estimulado na fase de pos-colheita do café. Além do café, a espéecie
A. carbonarius est4 presente em uvas, vinhos e cereais, sendo capaz de produzir micotoxina
toxica para 0 homem, a da ocratoxina A (CHALFOUN; PARIZZI, 2007).

A temperatura para o desenvolvimento do fungo varia de 10 a 40°C, sendo a 6tima
entre 25 e 32 °C, com atividade de &gua, variando de 0,935-0,965. Para a sintese da
ocratoxina A, a temperatura é entre 22 e 32 °C e a atividade de agua entre 0,95 e 0,99
(OLIVEIRA et al., 2019a).

Dammak et al. (2019) estudaram a acdo antifungica dos éleos essenciais das espécies
Salvia officinalis, Lavandula dentada e Laurus nobilis sobre o fungo A. carbonarius.
Encontraram como constituintes majoritarios a-tujona e canfora (Salvia), 1,8-cineol e canfora
(Lavandula) e 1,8-cineol (Laurus). Os autores verificaram que no ensaio de contato os 6leos
Lavandula dentada e Laurus nobilis apresentaram maior atividade antifingica, tendo a
concentracdo minima inibitdria de aproximadamente 0,3%.

Andrade et al. (2015) pesquisaram o0s o6leos essenciais Cinnamodendron dinisii
(pimenteira), rico em monoterpenos e Siparuna guianensis (negramina), composto por
sesquiterpenos, e observaram que o 0leo essencial de negramina apresentou maior capacidade de
controlar o crescimento do fungo filamentoso A. carbonarius, na concentragio de 125 pug mL™.

Nesse 0leo essencial, observaram que o composto majoritario encontrado foi biciclogermacreno.
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2.2.2 Aspergillus ochraceus

A espécie Aspergillus ochraceus pertence ao género Aspergillus se¢do Circundati;
morfologicamente caracterizado pela producdo de conidios de tamanhos variados, com
coloracdo amarelada, laranja, amarronzada e também incolor. E um fungo isolado dos cereais:
arroz, trigo, aveia, cevada; e também do café, sendo a principal fonte de contaminacéo da
toxina de ocratoxina A (CHALFOUN; PARIZZI, 2007).

A temperatura para o desenvolvimento 6timo do fungo varia de 21 a 30 °C, com
atividade de &gua variando de 0,940-0,990. Para a sintese da ocratoxina A, a temperatura é
entre 25 e 30 °C, e atividade de &gua, entre 0,97 e 0,99 (OLIVEIRA et al., 2019a).

Sonker, Pandey e Singh (2015) avaliaram o efeito dos 6leos essenciais de 20 especies
vegetais sobre o crescimento do A. ochraceus e producdo de ocratoxina A em uvas de mesa.
Os autores concluiram que o Oleo de Artemisia nilagirica, apresentando os compostos
majoritarios canfora (22,8%), trans-cariofileno (16,7%), pode ser utilizado como um
fungicida alternativo para o controle de fungos, pois registraram a inibicdo do crescimento

flngico a 0,58 pL mL™ e a producdo de toxina a 1,6 puL mL™.
2.3 Ocratoxina A

Os fungos filamentosos, durante o processo de crescimento e desenvolvimento,
produzem metabdlitos tdxicos aos animais e seres humanos. Esses metabdlitos sdo
substancias organicas chamadas de micotoxinas.

Dentre as micotoxinas sintetizadas pelos microrganismos, tem-se a ocratoxina A,
presente em graos de cereais como a cevada, trigo, aveia milho e feijdo, amendoim, frutos
secos, uvas, queijo, café e também em racdao animal (CHALFOUN; PARIZZI, 2007; GUPTA
etal., 2018).

A estrutura da ocratoxina A (FIGURA 1) é formada pela ligacdo amida di-
hidroisocumarina penta-cetona com a fenilalanina. A ocratoxina A foi isolada pela primeira
vez do microrganismo A. ochraceus; porém, estudiosos relatam a produgdo da toxina em
fungos do género Penicillium e outras espécies (BAYMAN; BAKER, 2006).

Figura 1 - Estrutura quimica da Ocratoxina A.
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A Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (International Agency for Research
on Cancer — IARC) classifica a ocratoxina A no grupo 2B devido ao potencial carcinogénico
limitado em seres humanos, mas suficiente pelas evidéncias em experimentos com animais. A
ocratoxina A apresenta efeito nefrotoxico, podendo causar hepatotoxicidade,
imunotoxicidade, neurotoxicidade, teratogenicidade e carcinogenicidade.

Devido aos varios danos toxicoldgicos que a ocratoxina A expfe a salde humana,
obrigaram o0s 6rgédos publicos responsaveis pela seguranca alimentar a estabelecerem limites
maximos da toxina nos alimentos. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) determinou, por meio da Resolu¢do RDC n°7, de 18 de fevereiro de 2011, os niveis
de ocratoxina A em alimentos, descritos no Quadro 1. A concentragdo de ocratoxina A
estabelecidos pela Unido Europeia para grdos de café torrado e moido é limitada em até
5 ug Kgt e para café soltivel 10 ng Kg™*, valores menores, comparados aos estabelecidos pela
Anvisa (EC, 2006).

Quadro 1 - Limites méaximos (ug Kg) de Ocratoxina A em alguns alimentos estabelecidos

no Brasil.
Alimentos Ocratoxina A (ug Kg?)
Cereais e produtos de cereais 10
Feijao 10
Café (gréao torrado ou moido) ou café soltvel 10
Vinho, suco de uva e polpa de uva 2
Especiarias 30

Alimentos a base de cereais para alimentacédo infantil

(lactentes e criangas de primeira infancia) 2
Produtos de cacau e chocolate 50
Améndoa de cacau 10

Frutas secas e desidratadas 10

Fonte: Anvisa, 2011
Batista e Chalfoun (2007) avaliaram a incidéncia de ocratoxina A em diferentes
fragcdes do café (Coffea arabica L.) (boia, mistura e varrigdo) apos a secagem em terreiros de
terra, asfalto e cimento. Nao foi detectada a presenca de ocratoxina A em 40% das amostras
analisadas, e foram detectadas a presenga de ocratoxina A em niveis que variaram de
0,1 a 5,0 ug Kg* de café em 31% das amostras. Os autores observaram que os niveis de

contaminacdo foram maiores na fracdo varricdo secas em terreiro de terra do que nas fracoes
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boia e mistura. Dessa forma, concluiram que esse ambiente aumenta o risco de contaminagdo
de ocratoxina A.

Santiago et al. (2018), estudando os Oleos essenciais Melaleuca alternifolia,
Melaleuca quinquenervia e Backhousia citriodora, observaram que os 6leos essenciais foram
ativos contra sintese de ocratoxina A por fungos filamentosos (A. niger e A. carbonarius) em
meio de cultura. A reducgéo da producdo da ocratoxina A variou de 17,94 a 98,68%, indicando
que os Oleos essenciais podem ser bons agentes biocontroladores contra a contaminacao dessa

micotoxina nos alimentos.
2.4 Metabdlitos secundarios de plantas

Desde a antiguidade, o homem sempre buscou utilizar as plantas para a sua
sobrevivéncia, tanto na alimentacdo quanto na prevencdo e/ou tratamento de doencas. De fato,
as propriedades presentes nas plantas medicinais aumentam o interesse da pesquisa;
sobretudo, pelos compostos bioativos capazes de proporcionar atividades terapéuticas,
permitindo a elaboracdo de medicamentos de maior eficécia.

Esses compostos sdo substancias organicas, com estrutura complexa, formados pelo
metabolismo secundario das plantas, as quais sdo responsaveis por diversas atividades
bioldgicas (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

O metabolismo caracteriza-se por um conjunto de reacdes quimicas presentes nas
células dos seres vivos, podendo ser dividido em primario (conjunto de reacfes essenciais
para a vida) e secundario (conjunto de reacdes ndo essenciais para a vida) (SIMOES et al.,
2007).

A presenca dos metabolitos secundarios desempenha fungdo decisiva durante a
comunicacdo quimica praticada entre as plantas e o ambiente. A quantidade e a qualidade
desses metabolitos é influenciada por diversos fatores como: periodos de estresse hidrico,
ataques de predadores, variacOes climaticas, sazonalidade, exposicdo a radiacdo UV,
composic¢do quimica do solo e polui¢do atmosférica (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

A biossintese desses metabolitos ocorre a partir da glicose, via dois precursores
basicos: 0 &cido chiquimico e o acetato, conforme mostrado na Figura 2 (SIMOES et al.,
2007). Os alcaloides aromaticos, os fenilpropanoides, as cumarinas e os taninos hidrolisaveis
sdo sintetizados pela via do &cido chiquimico. J& os acidos graxos, terpenos, esterois e
alcaloides alifaticos sdo oriundos da via do acetato (PEREIRA; CARDOSO, 2012).
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Figura 2 — Biossintese de metabolitos secundarios.
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2.5 Oleos essenciais

A ISO (International Standard Organization) define “6leos essenciais como produtos
obtidos a partir de matéria-prima de origem vegetal, por meio de hidrodestilacdo, destilacdo a
vapor ou por processo mecanico, como a expressdo de pericarpos de frutos citricos”
(SIMOES et al., 2007).

S&o misturas de compostos organicos derivados de fenilpropanoides e/ou terpenos, sua
composic¢do quimica é constituida de substancias de baixo peso molecular, basicamente dos
elementos hidrogénio e carbono, e alguns grupos funcionais como: alcoois, ésteres, aldeidos,
cetonas, fendis e outros. Essas substancias em conjunto se apresentam em proporcdes
diferentes; porém, uma ou duas apresentam em maiores proporcdes, denominados de
compostos majoritarios, outros em propor¢ées moderadas, € 0S compostos minoritarios séo
aqueles cujas concentragBes sdo minimas (SIMOES et al., 2007).

Sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e

liquidas, insoliveis em agua e soliveis em solventes organicos. A maioria dos Oleos



24

essenciais sdo incolores ou ligeiramente amarelados, com exce¢do dos 6leos que apresentam
altos teores de azulenos, como o 06leo essencial extraido da camomila. Podem receber outras
intitulacBes como 6leos volateis ou 6leos etéreos (RIOS, 2016).

Nas plantas, os Oleos essenciais apresentam funcdes de atracdo de insetos para
polinizacdo, assegurando a reproducdo e sobrevivéncia das espécies; outra funcdo € a protecdo
contra predadores e reducdo da desidratacdo em periodos de elevada exposi¢do a temperaturas
altas (POLATOGLU E KARAKOC, 2016).

Os oOleos essenciais sdo armazenados em diferentes 6rgdos das plantas, tais como
folhas (eucalipto), sementes (noz-moscada), frutos (anis-estrelado), rizomas (gengibre),
madeira (candeia) ou flores (laranjeira), podendo ser encontrados em diferentes estruturas
secretoras especializadas, como em pelos glandulares, células parenquimaticas, bolsas
lisigenas e canais oleiferos (EL ASBAHANI et al., 2015).

O potencial biolégico que os 0Oleos essenciais desempenham nas plantas e no meio
ambiente vem despertando o interesse das inddstrias agroquimicas, farmacéuticas,
alimenticia, dentre outras, para a exploracdo desses metabdlitos, devido a suas propriedades
antioxidantes, antibacteriannas, antifingicas, inseticidas, alelopaticas (EL ASBAHANI et al.,
2015).

2.5.1 Biossintese de Terpenos

Os terpenos sdo substancias quimicas de grande abundéncia nos vegetais. Quando ha
elementos adicionais como o oxigénio, podem ser chamados de terpenoides, apresentando 0s
diferentes grupos funcionais: acidos, alcoois, aldeidos, cetonas, éteres, fendis ou epoxidos
terpénicos. Sdo originados da juncdo dos intermediarios isopentenilpirofosfato, IPP e o
dimetilalilpirofosfato, DMAPP (Figura 3).

Figura 3 — Estrutura basica do isopentenilprirofosfato e dimetilalilpirofosfato.
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A condensacdo de duas unidades isoprénicas resulta nos monoterpenos (CioHis),
substéancias volateis, incolores e lipofilicas, demonstrando grande importancia comercial,
conferindo sabor e cheiro aos alimentos, bebidas, perfumes, cosméticos e em ampla gama de

produtos de limpeza; nas plantas, estédo envolvidos na atracdo de polinizadores, agem como
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repelentes, além de outras fungdes ecoldgicas. Em relacdo a atividade bioldgica, sua interacdo
consiste na interagdo com a membrana dos microrganismos. Os sesquiterpenos sédo formados
a partir de trés unidades isoprénicas e possuem a formula CisHo4, € 0s diterpenos por quatro
unidades isoprénicas e tém a formula CzoHs2 (LUCKER, 2002; KULHEIM et al. 2015;
TURINA et al., 2006)

A biossintese dos terpenos deriva-se de duas vias distintas: a via citosélica ou via do
mevalonato (MVA) no citosol e a via do 1-deoxi-D-xililose-5-fosfato (DXPS) no cloroplasto,
originando os diferentes terpenos (KULHEIM et al. 2015).

A via do mevalonato (Figura 4) inicia-se por meio da condensacdo de trés moléculas
de acetil-CoA pelas enzimas tiolase e hidroximetilglutaril-CoA sintase (HMG-CoA) para
formar o B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA, o qual sofre redugdo pela agdo da HMG-CoA
redutase, produzindo &cido mevaldico hemitioacetal levando a formagdo do 4&cido
mevaldnico; esse, por meio de duas fosforilacbes e uma descarboxilacdo, é convertido a IPP.
A enzima isomerase interconverte o IPP em DMAPP. (DEWICK, 2009).

Figura 4 - Biossintese dos terpenos pela via do mevalonato. (Continuag&o).
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Figura 4 - Biossintese dos terpenos pela via do mevalonato. (Continuag&o).
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Figura 4 - Biossintese dos terpenos pela via do mevalonato. (Conclus&o)
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Fonte: Teixeira (2016).

J& a via DXPS (Figura 5) inicia-se com sintese do DXPS partindo da condensacéao de
piruvato e D-gliceraldeido-3-fosfato, que ap0s sucessivas reacdes, € convertido em IPP e
DMAPP, percursores basicos dos terpenos (LUCKER, 2002).

Figura 5 - Biossintese dos terpenos pela via DXPS.
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Fonte: Adaptado de Licker (2002).
2.5.2 Biossintese de Fenilpropanoides

O fenilpropanoides sdo formados pela via do chiquimato (Figura 6), tendo como
precursor o acido chiquimico (SIMOES et al., 2007). A sintese do acido chiquimico ocorre
pela condensacdo aldolica entre os intermediarios fosfoenolpiruvato e eritrose-4-fosfato. Uma
vez formado o &cido chiquimico, ele é fosforilado e, na presenca de outra molécula de PEP,
metaboliza-se no &cido corismico que, por acdo da enzima corismato mutase, sofre um

rearranjo intramolecular (tautomerismo) para produzir o acido prefénico (TEIXEIRA, 2016).
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Esse &cido, em virtude da enzima prefenato desidrogenase e da coenzima na forma
oxidada da difosfopiridina nucleotideo (NAD™), libera uma molécula de gas carbdnico (CO,)
e de NADH na forma reduzida com H™, que originara o aminoacido tirosina. Na auséncia da
coenzima NAD", ocorre a liberagdo de uma molécula de CO; e o grupamento hidroxila para
formacdo do aminoécido fenilalanina (TEIXEIRA, 2016).

Em consequéncia, a enzima fenilalanina amonilase retira uma molécula de aménia
resultando na sintese das unidades basicas dos acidos p-cumarico e cinamico, que por sua vez,
originam os diferentes fenilpropanoides por intermédio de reacGes de reducdo, oxidacéo e
ciclizacdo (TEIXEIRA, 2016).

Figura 6 — Biossintese dos Fenilpropanoides. (Continuacao).
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Figura 6 — Biossintese dos Fenilpropanoides. (Continuacao).
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Figura 6 — Biossintese dos Fenilpropanoides. (Concluso).
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Fonte: Teixeira (2016).
2.5.3 Potencial bioldgico dos 6leos essenciais

A complexa composicdo quimica dos 6leos essenciais possibilita inUmeras atividades
bioldgicas, como antibacteriana (GOMES et al., 2014; SILVA et al., 2015), antifdngica
(CAMARGO et al., 2017), antioxidante (ANDRADE et al., 2013), inseticida (CASTILLO et
al., 2017; TEIXEIRA et al., 2014), citotoxica (DA SILVA, 2017a) alelopatica (MIRANDA et
al., 2015) e entre outras. Varios estudiosos ressaltam as propriedades dos 6leos essenciais.

A atividade antibacteriana dos 0leos essenciais das espécies do género Citrus: liméo
galego (Citrus aurantifolia), limao-verdadeiro (Citrus limon) e laranja (Citrus sinensis),
juntamente com os componentes majoritarios limoneno, citral e a mistura de deles sobre as
bactérias Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Cholerasuis, Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus foi avaliada por Gomes et al. (2014). De acordo com 0s autores, 0s
6leos e os padrdes testados apresentaram atividade antibacteriana, exceto para a bactéria P.
aeruginosa. De toda a avaliacdo, o citral mostrou-se mais eficiente que o limoneno.

Camargo et al. (2017), estudando o 6leo essencial de Hyptis carpinifolia sobre os
fungos Alternaria alternata, Botrytis cinerea e Fusarium oxysporum, verificaram que o 6leo
inibiu o crescimento micelial de B. cinerea e A. alternata, em 67% e 33%, respectivamente,
na dilui¢do de 750 pL L, enquanto o fungo F. oxysporum apresentou inibicdo micelial de
48%, na diluicdo de 1000 pL L1, Houicher et al. (2018) determinaram a atividade antiflingica
do 6leo essencial de Anacyclus Valentinus sobre 7 espécies toxigénicas e verificaram que o

6leo essencial na concentragdo de 1,25 uL mL inibiu o crescimento dos microrganismos A.
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flavus e F. moniliforme; ja os fungos, A. ochraceus e P. citrinum a concentracdo capaz de
inibir o crescimento foi 10 pL .mL?*, evidenciando o potencial antiflingico dos Oleos
essenciais.

A atividade inseticida e repelente dos Oleos essenciais de L. alba, L. origanoides,
Eucalyptus citriodora, Cymbopogon citratus, Cymbopogon flexuosus, Citrus
sinensis, Cananga Odorata, Swinglea glutinosa, e lucida Tagetes sobre Aedes aegypti foi
investigada por Castillo e colaboradores (2017). Os autores encontraram efeito toxico e
repelente sobre 0 mosquito em estudo e sugeriram a utilizacdo de tais 6leos como possiveis
agentes inseticidas. Os 6leos essenciais sdo uteis no controle de vérias pragas, como o pulgao
Myzus persicae, conforme estudos realizados por Teixeira et al. (2014). De acordo do com os
autores, os Oleos essenciais de L. origanoides Kunth. e Mentha spicata L., apresentando
carvacrol e a piperitona, respectivamente, como majoritarios, exibiram atividade bioldgica
sendo considerados inseticidas naturais capazes de controlar o desenvolvimento do pulgao
Myzus.

Miranda et al. (2015) estudaram a atividade alelopatica sobre a germinacdo de
sementes e vigor de plantulas de alface dos Oleos essenciais das folhas e rizomas de
Hedychium coronarium, e atribuiram ao constituinte majoritario presente, o 1,8-cineol, a

melhor atividade do 6leo essencial dos rizomas.
2.6 Backhousia citriodora

Backhousia citriodora (FIGURA 7), conhecida como murta-limao ou limao-australiano
e pertencente a familia Myrtaceae, € uma planta com ocorréncia desde arbusto grande a arvore
de tamanho médio (3 — 30 m de altura). Essa espécie € originaria das florestas tropicais da
regido sudeste de Queensland, na Australia (BUCHAILLOT et al., 2009; ALDEREES et al.,
2018).

Figura 7 - Aspecto geral da espécie Backhousia citriodora.
. -
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As partes aéreas da murta-limdo sdo empregadas como ervas, incorporadas na
culinaria australiana, devido a semelhanca com as folhas de louro, ou infundidas e
transformadas em cha. E cultivada também para usos na aromaterapia e perfumes (GUO et al.,
2014).

Hayes e Markovic (2003) e Buchaillot et al. (2009) mostraram que o 6leo essencial
das folhas de B. citriodora é rico em citral, composto formado pela mistura dos aldeidos
isomeéricos geranial e neral (FIGURA 8). Para os autores, a grande atividade sobre bactérias e
fungos desse 6leo provavelmente se deve ao citral, um composto volétil e de cheiro agradavel

Figura 8 - Estrutura quimica dos monoterpenos Geranial (A) e Neral (B)
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Santiago et al. (2018) avaliaram a influéncia do 6leo essencial de lim&o-australiano
sobre a sintese de micotoxina produzidas pelos fungos dos géneros A. niger e A. carbonarius,
e obtiveram resultados satisfatérios. O potencial antimicrobiano e citotoxico in vitro desse
o0leo essencial foi avaliada por Hayes e Markovic (2002), ao passo que o potencial antifungico
in vitro e in vivo foi estudada por Lazar-Baker et al. (2011), e ambos obtiveram resultados

promissores em suas avaliagoes.
2.6.1 Biossintese dos isdmeros geranial e neral

A biosintese do monoterperno geranial, ocorre pela da condensacéo de duas unidades
isoprénicas IPP e DMAPP, por acdo da enzima pernil-transferase em um meio do modelo
“cabega-cauda”, formando o intermediério geranil difosfato (GPP). Esse, por sua vez,
mediante  uma série de reacles, eliminacdo do grupo difosfato, hidroxilacdo e oxidacéo,
produz o geranil, como exemplificado na Figura 9 (DEWICK, 2009).

Figura 9 - Biossintese do monoterpeno geranial. (Continuacao).
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Figura 9 - Biossintese do monoterpeno geranial. (Conclus&o).
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Fonte: Adaptado de Dewick (2009).

Os isémeros geranial e neral apresentam em suas formagfes o intermediario GPP,
comum a ambos. Assim, o precursor para a biosintese do neral é o GPP, conforme
apresentado na biossintese seguinte (FIGURA 10). O GPP, ap6s sofrer uma ioniza¢do no
cation alilico, possibilita ao grupo difosfato uma mudanca para o carbono terciario; em

seguida, modifica-se a estereoquimica da ligagdo dupla, fornecendo o linalil difosfato (LPP),
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que elimina o grupo difosfato e estabiliza-se por ressonancia. Entdo, o cation neril sofre
hidratacéo e, por ultimo, oxidacéo, originando o neral (DEWICK, 2009).
Figura 10 - Biossintese do monoterpeno neral.
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2.7 Lippia origanoides Kunth

Lippia origanoides Kunth. (FIGURA 11), conhecida popularmente como alecrim-
d’angola, ou “salva-do-marajo”, ¢ um arbusto da familia Verbenaceae. Pode ser encontrada
em regides de solos rochosos, como o cerrado e a caatinga, em uma altitude entre 160 e 1800
m. Esta distribuida na América do Sul, presente na Bolivia, Brasil, Guiana, Paraguai e norte
da Argentina (O'LEARY et al., 2012)

Figura 11 - Aspecto geral da espécie Lippia origanoides Kunth.

A espécie Lippia possui odor bem agradavel, suas folhas sdo utilizadas como tempero
culinario pela populacdo da Regido Norte do Brasil, em substituicdo ao orégano; na medicina
popular, é empregada no tratamento de resfriados, gripes, bronquites, doencas
gastrointestinais, respiratorias e tosses (O'LEARY et al., 2012; SARRAZIN et al., 2015a)

O potencial bioldgico e farmacologico do 6leo essencial das partes aéreas de L.
origanoides tem motivado diversas pesquisas cientificas nas quais se ressaltam as diferentes
bioatividades desse 6leo. Podem-se citar o efeito prd-coagulante no plasma humano
(TEIXEIRA et al., 2018), a atividade antimicrobiana (SARRAZIN et al., 2015a), antioxidante
(DA SILVA et al. 2017b), larvicida (MAR et al., 2018) e inseticida (TEIXEIRA et al., 2014).

A ampla atividade bioldgica evidenciada por esse 6leo esta relacionada com a sua
composicdo quimica. Os constituintes majoritarios, monoterpenos com caracteristicas
fendlicas e hidrocarbonetos monoterpenos, sdo apontados como 0s responsaveis pelas
atividades (TEIXEIRA et al., 2014; DE MEDEIROS et al. 2016; SOARES et al., 2017).

Diferentes quimiotipos de L. origanoides séo relatados na literatura e os compostos
majoritarios volateis frequentemente encontrados sdo carvacrol, timol e p-cimeno
(FIGURA 12) (ALMEIDA et al., 2018).
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Figura 12 - Estrutura quimica dos monoterpenos Carvacrol (A), Timol (B) e p-Cimeno (C).
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BEDOYA et al. (2015), analisando o 6leo essencial de L. origanoides na Bolivia,
relataram que 0s constituintes majoritarios presentes foram os ja citados timol (73,7%) e

p-cimeno (10,5%); esses pesquisadores obtiveram também o monoterpeno mirceno (3,1%).
2.7.1 Biossintese dos terpenos monociclicos p-cimeno, carvacrol e timol

A biossintese dos monoterpenos ciclicos p-cimeno, carvacrol e timol (FIGURA 13),
ocorre a partir do cation neril, por apresentar estereoquimica (Z) favoravel, permitindo a
formacéo de compostos ciclicos ocasionados pela proximidade dos elétrons t da dupla ligacédo
com a carga positiva do carbocétion, fornecendo o cétion a-terpinil, que possibilita um arranjo
Wagner-Meerwein, formando o y-terpineno (DEWICK, 2009).

Pressupde-se que o y-terpineno sofre aromatizacao, levando a produgdo do p-cimeno,
0 qual pode ser hidrolisado para forma os isémeros carvacrol e timol (ALIZADEH et al.,
2013).

Figura 13 - Biossintese dos monoterpenos ciclicos p-cimeno, carvacrol e timol. (Continuacéo)
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Figura 13 - Biossintese dos monoterpenos ciclicos p-cimeno, carvacrol e timol. (Conclus&o)
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Coleta do material vegetal

As espécies Backousia citriodora e Lippia origanoides foram coletadas no Horto de
Plantas Medicinas da Universidade Federal de Lavras (UFLA) (21°13’ de latitude sul e 44°58’
longitude oeste) no més de margo de 2018, em dia sem precipitacdo. As folhas das plantas
foram limpas, selecionadas quanto ao grau de imperfeicdo, picadas e pesadas, sendo
imediatamente utilizadas para a extracdo do 0leo essencial.

A identificacdo das espécies vegetais estudadas foi realizada pela doutora Mariana
Esteves Mansanares, do Departamento de Biologia da UFLA, e a exsicata da Lippia
origanoides foi depositada no Herbario ESAL, sob registro de nimero 23660 (BRANDAO,

2017) e a exsicata da Backousia citriodora, sob registro de numero 30300.
3.2 Extracdo dos 6leos essenciais

O 6leo essencial foi extraido no Laborat6rio de Quimica Organica — Oleos Essenciais
do Departamento de Quimica (DQI) da UFLA. O método de extracdo aplicado foi o de
hidrodestilacdo, utilizando-se o aparelho de Clevenger modificado (BRASIL, 2010). Foram
pesados 300 gramas do material vegetal em um baldo com capacidade de 5 L com
aproximadamente 2,5 L de agua. A mistura (material vegetal e agua) permaneceu em processo
de extracdo por 2 horas. Em sequéncia, foi coletado o hidrolato e centrifugado em centrifuga
Excelsa Baby Il Modelo 206-R, por 15 minutos. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, o
6leo essencial foi pipetado e a acondicionado em um vidro ambar sob refrigeracdo. Foram

realizadas trés extracdes de Oleo essencial para cada planta.
3.3 Determinacdo da umidade e rendimento dos 6leos essenciais

Paralelamente as extracdes, foi determinado o teor de umidade dos 6leos essenciais,
conforme metodologia descrita por Pimentel et al. (2006). Foram adicionados 5 g do material
vegetal fresco a 80 mL de ciclohexano em um baldo de fundo redondo, acoplado ao aparelho
Dean stark. A mistura permaneceu em aquecimento por 2 horas; em seguida foi medido o
volume de agua presente no material vegetal.

O rendimento das extracdes dos 6leos essenciais foi determinado em porcentagem

peso/peso (%p/p) em base livre de umidade (BLU), utilizando a equacgéo 1.
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100 . peso do 6leo essencial
%R=

(peso da amostra . umidade)

peso da amostra -

Equacédo 1
3.4 Caracterizacao quimica dos 6leos essenciais

A caracterizacdo quimica do Oleo essencial foi realizada na Central de Analise e
Prospec¢do Quimica (CAPQ) do DQI da UFLA.

Os compostos quimicos foram identificados por cromatografia gas-liquido acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), utilizando-se um aparelho Shimadzu, modelo QP 5050A,
nas seguintes condicdes: coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm) com fase ligada
DBS5 (5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano) (0,25 um de espessura de filme); géas de arraste,
hélio, fluxo de saida 1,0 mL min™; volume da amostra injetada de 0,1 pL, diluida em hexano;
taxa de particdo do volume injetado de 1:20 e presséo na coluna de 71,0 kPa; temperatura do
forno foi programada para 60 °C, 1min, aumentando até 246 °C (3 °C min™), em seguida a 10
°C ate atingir 300 °C, mantendo-se constante por 7 min; temperatura do injetor e detector, 220
°C e 240 °C, respectivamente. As condic¢des do espectrometro de massas foram: detector de
varredura 1.000; intervalo de varredura de 0,50 fragmentos e fragmentos detectados na faixa
de 45 a 500 Da.

Os compostos foram identificados por comparacdo com as bibliotecas do
equipamento, NIST107 e NIST21, sendo a quantificacdo de cada constituinte obtida por meio
de normalizacdo de areas (%), por meio de um cromatografo gasoso Shimadzu CG-17A,
equipado com detector por ionizacdo de chamas (DIC), nas mesmas condi¢cdes experimentais
usadas para identificacdo dos constituintes do éleo essencial.

O indice de retencdo foi calculado empregando-se a equacdo de Van den Dool e Kratz
(1963) (Equacdo 2) em relagdo a série homologa de n-alcanos (NCs-nCis):

100 tR (i)-tR(n)
tR(n+1)-tR(n)

IR=100n+

Equacéo 2
Em que:
tR = 0 tempo de retencdo do composto avaliado;
i = composto avaliado; n = nimero de carbonos do padrdo antecessor a0 composto
avaliado;

n + 1 = nimero de carbonos do padrdo sucessor ao composto avaliado.
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3.5 Obtencéo e identificacdo dos microrganismos

Os ensaios bioldgicos realizados no presente estudo foram realizados em parceria com
0 Laboratorio de Fitopatologia e Microbiologia da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de
Minas Gerais — Epamig/URESM e na Agéncia de Inovacdo do Café — UFLA (Inovacafeé).

Os isolados fungicos dos géneros Aspergillus Secdo Niger e Se¢do Circumdati foram
obtidos pela técnica de plagueamento direto, pelo método Blotter Test, em grdo de café
(ANGELICO, 2012 citado por TEMPE, 1963).

As andlises foram realizadas sem desinfestacdo para a observacdo da microbiota total
presente no exterior e interior dos grads. Foram utilizadas 4 placas de Petri de 13 cm de
didmetro, contendo papel-filtro de germinacdo, sendo colocados 25 grédos de café, totalizando
100 frutos. As placas foram incubadas em estufa do tipo Biochemical Oxygen Demand
(BOD), a temperatura de 25°C, com fotoperiodo de 12 horas por 10 dias. Ap6s o periodo de
incubacdo, foi observada a ocorréncia das col6nias fangicas de interesse e providenciada a
repicagem aleatoria de 20 coldnias de cada sec¢do para a avaliagdo do melhor isolado a ser
utilizado nas andlises.

Posteriormente, os isolados foram purificados em meio de cultura BDA (Batata,
Dextrose, Agar) a 25°C, para a avaliagdo do indice de velocidade de crescimento micelial,
determinado segundo a férmula descrita por Oliveira (1991). Procedeu-se a avaliagdo do
potencial toxigénico por meio do plagueamento direto dos isolados, em meio de cultura CEA
(Coconut Extract Agar). Os microrganismos foram incubados em estufa do tipo BOD a
temperatura de 25°C, com fotoperiodo de 12 horas por 10 dias. Apds o periodo, observou-se
com o auxilio de um cromatovisor (CAMAG), no comprimento de onda de 366 nm, a
formacdo de fluorescéncia devido a producdo de micotoxinas pelos isolados testados (LIN E
DIANESE, 1976).

A identificacdo quanto a espécie dos isolados selecionados foi realizada conforme o
isolamento dos microrganismos em meio de cultura CYA (Czapek, Yeast Extract, Agar),
incubados a 25°C e 37°C, por um periodo de 7 dias, de acordo com as chaves de identificacdo
propostas por Chalfoun e Batista (2003), Klich (2002) e Samson, Visagie e Houbraken,
(2014).

Foram selecionados os isolados que apresentaram o conjunto de caracteristicas
favoraveis, ou seja, maior velocidade de crescimento micelial e elevado potencial de produgéo
de ocratoxina A. Os isolados selecionados foram identificados como Aspergillus carbonarius

e Aspergillus ochraceus.
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3.6 Atividade antifangica in vitro dos 6leos essenciais

A atividade antifangica in vitro foi avaliada conforme metodologia descrita por Singh
et al. (2008) com modificacGes, verificando-se a porcentagem de inibicdo micelial e
determinando-se a concentracdo minima inibitoria.

Os isolados foram reativados em placas de cultura contendo meio de cultura Malte
Agar (MA) a 25°C por 10 dias. Apoés esse periodo, realizou-se o plaqueamento, replicando-se
o fungo ao centro da placa contendo 20 mL de meio MA adicionado de 6leos essenciais, nas
concentragdes 50, 100 250, 500, 1000, 2000 e 3000 pL.L™. Como padrdo de comparacio, a
uma placa adicionaram-se apenas 0 meio de cultura e o microrganismo. Todas as placas foram
incubadas em BOD a 25 °C, no escuro, por 15 dias, sendo realizadas as medicGes ortogonais
do didmetro do crescimento micelial no dltimo dia de incubacdo. Essas andlises foram
realizadas em triplicata. A porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial do fungo pelo

6leo essencial foi calculada utilizando a equacéo 3.

Porcentagem de inibigdo micelial (%) = (dcdﬂ X 100

Equacdo 3
Em que,
dc = diametro do crescimento micelial do controle;

dt = diametro do crescimento micelial do tratamento.
3.7 Influéncia dos 6leos essenciais sobre a sintese de Ocratoxina A in vitro

A inibicdo da producdo de ocratoxina A pelos fungos A. carbonarius e A. ochraceus
em meio de cultura foi realizada seguindo a metodologia descrita por Wang et al. (2012).

Os isolados foram reativados em placas de cultura contendo meio de cultura Malt
Agar (MA) a 25 °C por 7 dias. Posteriormente, preparou-se a solucdo de esporos em agua
destilada contendo 1% de Tween 80, na concentracdo de 10° esporos mL™* determinados em
camara de Newbauer.

O plaqueamento foi realizado inoculando-se 10 pL da suspensdo de esporos no centro
da placa contendo 20 mL de meio de cultura Czapeck Yeast Agar (CYA) e Yeast Extract
Sucrose Agar (YES), para os fungos A. carbonarius e A. ocrhaceus, respectivamente,
adicionado de o6leos essenciais diluidos em solucdo de leite em po 10% para obter as

concentragOes utilizadas. As concentracdes testadas foram a concentracdo minima inibitoria e
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duas acima dela, determinada em testes preliminares e utilizada nos testes in vivo
(QUADRO 2).
Quadro 2 — Concentracdes obtidas por testes preliminares e utilizadas nos posteriores

experimentos.

Microrganismos Concentracéo (ul L™)
B. citriodora L. origanoides Kunth
500 250
A. carbonarius
1000 500
2000 1000
250 500
A. ochraceus 500 1000
1000 2000

Como padrao de comparacao, 10 uL da suspensdo de esporos foram adicionados a
placa contendo apenas o meio de cultura. Todas as placas foram incubadas em BOD a 25°C,

por um periodo de 10 dias. Essas analises foram realizadas em triplicata.
3.7.1 Extracéo da ocratoxina A

A extracdo da ocratoxina A foi realizada no 10° dia do periodo de incubacdo dos
esporos fangicos, de acordo com o método de Passamani et al. (2014). Inicialmente trés
“plugs” da colonia foram removidos da area interna do meio e da borda de cada colonia. Na
remocgao dos “plugs”, foram feitos cortes circulares de aproximadamente 10 mm de diametro.
Esses “plugs” foram pesados em balanga analitica e depositados em tubos de ensaio
envolvidos por papel-aluminio, para evitar a degradacédo da ocratoxina A. Adicionou-se 1 mL
de metanol em cada tubo de ensaio, agitando-se vigorosamente por 5 segundos. Em seguida,
esses tubos foram mantidos a temperatura ambiente por 60 minutos. Os extratos foram
filtrados por unidades filtrantes de PTFE (politetrafluoretileno) (0,22 pm) (Millipore) e

analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
3.7.2 Condicdes cromatograficas utilizadas na quantificacdo da ocratoxina A

O equipamento utilizado foi um HPLC Shimadzu, equipado com duas bombas de alta
pressdo, modelo SPD-M20A, degaseificador modelo DGU 20A3, interface modelo CBM-
20A, injetor automéatico modelo SIL-10AF e detector de fluorescéncia RF-10 AXL. A coluna
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usada foi a Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm, 5 um) conectada a uma pré-
coluna Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 4-Pack (4,6 x 12, 5 mm, 5 pm).

Os comprimentos de onda utilizados foram: excitacdo de 332 nm e emissdo de
476 nm. O fluxo utilizado em toda a anélise foi de 0,8 mL min™ e o volume injetado nas
amostras e do padrdo foi de 20 pL. A eluicdo foi realizada em sistema isocratico de

35:35:29:1 (metanol:acetonitrila: 4gua: &cido acético.
3.7.3 Quantificacdo da Ocratoxina A

A quantificacdo da ocratoxina A nas amostras foi realizada por meio da padronizacao
externa, a partir da construcdo de uma curva analitica obtida por regressdo linear
(y = 9.10° -18171, em que y é a area do pico e x é a concentracdo de ocratoxina A). O calculo
definiu a area do pico versus a concentracdo da respectiva solucdo-padrdo obtida pela
determinacéo do coeficiente de determinacéo (r?) de 0,9994.

Os limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) foram estimados por meio dos
pardmetros obtidos para a curva analitica construida, sendo calculados, pelas respectivas
relacBes matematicas: LD = 3 x (s/S) e LQ = 10 x (s/S) (em que s = estimativa do desvio
padrdo da linha de regressdo e S = coeficiente angular da linha de calibracdo) (HARRIS,
2008). Para esses, foram encontrados os valores de 0,0004 ¢ 0,0016 pg g™, respectivamente.
Todas as amostras e as solugdes-padrao de ocratoxina A foram analisadas em triplicata.

3.8 Atividade in vivo

Foram utilizados gréos de Coffe arabica L. cv Catuai Amarelo, safra de 2017/2018,
obtidos em campos de producdo da Fazenda Pantano, a 850 metros de altitude, localizada no
municipio de Piumhi-MG, das seguintes coordenadas geograficas: 20° 24’ de latitude sul e
46° 15 de latitude oeste. Os frutos foram colhidos no estadio de maturacdo cereja, por meio
de colheita seletiva. Posteriormente, realizou-se a desinfestacdo dos frutos com solucdo de
hipoclorito 1% e lavando-0s em agua corrente.

Os cafés foram secos em telas de polietileno de 1,00 mm?2 de malha montadas em
suporte de madeira e dispostas de forma suspensa, de modo que ndo ocorresse contato dos
grdos com o solo, minimizando possiveis riscos de contaminagdo. Os frutos foram
distribuidos uniformemente sobre as telas e revolvidos, durante o periodo de secagem, que foi
de 30 dias.
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A partir do estado de meia-seca, com 18-20% de umidade, inoculou-se a solugéo de
esporos do fungo na concentragio de 108 esporos mL™, juntamente com a suspensdo de leite
em po 10% e Oleo essencial na concentracdo minima inibitéria de cada fungo e também nas
duas concentracgdes superiores.

Os frutos, ao atingirem 12% de umidades, foram submetidos ao beneficiamento
mecanico para retirada do pericarpo. O beneficiamento mecéanico foi realizado coletando

separadamente pericarpos e graos.
3.8.1 Atividade antifangica dos 6leos essenciais em frutos de Coffea arabica

O potencial antifungico dos 6leos essenciais foi avaliado pelo plagueamento das
fracBes de pericarpos e dos grios de café, por meio do método de Blotter Test (ANGELICO,
2012 citado por TEMPE, 1963). Os pericarpos foram plaqueados sem desinfestacdo; ja nos
gréos, realizou-se a desinfestacao para a observacao da microbiota presente em seu interior.

A desinfestagdo dos grédos foi realizada com alcool 70% por 1 minuto, seguido do
hipoclorito de sddio 1% por 30 segundos e lavados por trés vezes com agua destilada e
esterilizada.

Foram utilizadas placas de Petri de 15 cm de diametro, contendo duas folhas de papel-
filtro previamente esterilizados, e umedecidas com 10 mL de agua destilada esterilizada. Para
cada repeticdo dos tratamentos in vivo (triplicata) foram plaqueadas 50 fragdes de pericarpos
ou gréos divididos em duas placas, sendo colocadas 25 fragOes de pericarpos ou gréos por
placa. Essas foram incubadas em BOD a 25°C com fotoperiodo de 12 horas de luminosidade,
alternadas com 12 horas de escuro, durante 10 dias.

Utilizou-se como como controle positivo a solu¢do de hipoclorito de sodio 1%,
tomando como base o0 seu uso em laborat6rios, uma vez que ndo ha produto comercial
disponivel no mercado com tal indicacdo. Paralelamente foi empregada como reacdo-controle
a solucdo de leite em po, apenas para demonstrar que ela ndo exerceu nenhuma atividade
quando utilizada juntamente dos 6leos essenciais.

Os resultados para o microrganismo A. carbonarius (pericarpos e grdos) foram
expressos por meio da contagem de esporos mL™ em camara de Newbauer, a partir da adico
de 10 mL de agua destilada contendo 1% de Tween 80 a placa.

Os resultados para o fungo A. ochraceus foram expressos por meio da identificacao
dos principais géneros fungicos provenientes das amostras, com o auxilio de um microscépio
estereoscopio Phoenix CP 608, sendo a incidéncia do fungo A. ochraceus determinada pela

equacdo (4) de Mckinney (1925), citada por Angélico, (2012), empregada usualmente no
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calculo do indice de doencas em plantas. Foram estimadas notas (0,1,2,3,4) de acordo com a
area ocupada no pericarpo ou fruto pelo fungo e representada pela média ponderada das notas
atribuidas a essa ocorréncia.

(f.ng) + (f.ny). +(f.ny) + (f.n3) + (f ny) 10

0, =
10(%) F.N

0

Equacédo 4
Em que;
f = numero de individuos referente a cada nota;
No = 0 (nota para auséncia de fungo na regiao);
ny =1 (nota para 1% a 25% da regido ocupada pelo fungo);
n2 = 2 (nota para 25% a 50% da regido ocupada pelo fungo);
n3 = 3 (nota para 50% a 75% da regido ocupada pelo fungo);
ns = 4 (nota para 75% a 100% da regido ocupada pelo fungo);
F = 25 (numero de total de individuos);

N = 4 (nota maxima atribuivel).
3.8.2 Atividade ocratoxigénica em pericarpos e graos de Coffea arabica

A atividade ocratoxigénica dos Oleos essenciais sobre as amostras de pericarpos e
grdos foi analisada de acordo com metodologia oficial do Mapa (Ministério da Agricultura e
Pecuaria), publicado no Diario Oficial da Unido por meio da Instrucdo Normativa SDA n° 09,
de 24 de marc¢o de 2000 (DUO, 2000).

Extracdo da ocratoxina A

Uma amostragem representativa e homogénea dos pericarpos e grédos foi obtida entre
o0s tratamentos, e a partir dela, as amostras foram moidas separadamente, na sua totalidade,
para obtencdo de granulometria de 20 mesh. Em seguida, 25,00 g do p6é foram submetidas a
extracdo da ocratoxina A. As amostras foram agitadas por 10 minutos em 200 mL de solucdo
metanol:bicarbonato de sédio 3% (1:1, v/v), a velocidade de 254 rpm. Posteriormente, o
extrato foi filtrado a vécuo.

Aliquotas de 10 mL do filtrado foram diluidos para 100 mL com tamp&o PBS (solu¢édo
salina tamponada com fosfato). A amostra diluida passou pela coluna de imunoafinidade
(Ochratest™ WB — Vicam, Watertown. USA) a um fluxo de 2 - 3 mL por minuto, utilizando-
se uma seringa de 60 mL. Apds a passagem da amostra, sem deixar secar, lavou-se a coluna
com 10 mL de agua ultrapura, a um fluxo de 5 mL por minuto. Posteriormente, secou-se a

coluna ao passar ar por ela, pressionando o émbolo da seringa, permitindo remover o maximo
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do vestigio de liquido. Adicionaram-se 4 mL de metanol grau HPLC na coluna de
imunoafinidade, deixando o metanol em contato com os anticorpos por 3 minutos. Em
seguida, a ocratoxina A presente na amostra foi eluida da coluna de imunoafinidade,
mantendo o fluxo de 2- 3 mL minuto™. O eluato foi evaporado em banho-maria e redissolvido
com 400 pL fase movel metanol/ acetonitrila/agua/ &cido acético (35:35:29:1, V/IVIVIV).
Injetou-se uma aliquota de 20 pL no cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia, com fase mdvel
metanol/ acetonitrila/ &gua/ acido acético (35 35:29:1, v/IVIviv).

As injecOes das amostras foram realizadas em triplicata, sendo a identidade do analito
confirmada pelo tempo de retencéo, e o perfil dos picos da amostra comparado ao do padrao.
Quantificacdo da Ocratoxina A

A quantificacdo da ocratoxina A nas amostras foi realizada por meio de padronizacdo
externa, a partir da injecdo dos padrdes de ocratoxina A preparados para a curva de calibracédo
no HPLC, a fim de se obter a curva analitica, uma regressao linear (y = 3799,6x -3149), em
que y € a area do pico e x € a concentragdo de ocratoxina A, e o coeficiente de determinacéo
() de 0,999.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram estimados por meio dos
pardmetros obtidos para a curva analitica construida, sendo calculados pelas respectivas
relacfes matematicas: LD = 3 x (s/S) e LQ = 10 x (s/S) (em que s = estimativa do desvio-
padrdo da linha de regressdo e S = coeficiente angular da linha de calibragdo) (HARRIS,
2008). Para esses, foram encontrados os valores de 0,24 e 0,8 pg Kg*, respectivamente.
Todas as amostras e as solugdes-padrao de ocratoxina A foram analisadas em triplicata.

O equipamento utilizado foi um HPLC Shimadzu, empregando-se as mesmas
condigdes descritas no item 3.7.2

3.9 Analises estatistica

Para comparar as concentracdes em cada tipo de o6leo, foi utilizada a Anova
(Montgomery et al., 2012), ao passo que, nas comparac¢des maltiplas, foi utilizado o teste de
Tukey (Tukey, 1949). O software utilizado nas analises foi o R (versdo 3.5.1).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Determinacdo da umidade e do rendimento dos 6leos essenciais

Os resultados obtidos para o teor de umidade e o rendimento das extragdes dos 0Oleos
essenciais das folhas das espécies B. citriodora e L. origanoides Kunth. estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1 - Teor de umidade e rendimento dos Oleos essenciais de B. citriodora e L.
origanoides Kunth.

Planta Umidade Rendimento do ¢leo essencial
(%0) (% p/p BLU)
B. citriodora 50 2,83
L. origanoides Kunth. 60 1,21

Legenda: BLU — Base Livre de Umidade

Pelos dados descritos na Tabela 1, observa-se que os rendimentos dos 6leos essenciais
extraidos das folhas das espécies B. citriodora e L. origanoides Kunth. foram, respectivamente,
2,83% e 1,21%.

De acordo com Sultanbawa, (2016), o teor de dleo nas folhas de B. citriodora varia de
1,1 - 3,2%, valores esses compreendidos ao obtido neste estudo.

Sarrazin et al. (2015b), avaliando o rendimento do 6leo essencial de L. origanoides
Kunth. coletada em diferentes sazonalidades, observaram média de 1,6% (p/p) no periodo
seco e 1,7 % (p/p) no periodo chuvoso, valores superiores ao encontrado neste estudo.
Oliveira et al. (2007), estudando o 6leo essencial dessa espécie coletada no estado do Para,
obtiveram um rendimento de 1% (em BLU). Essas diferencas encontradas podem estar
relacionadas a diferentes fatores edafoclimaticos e genéticos. Para Gobbo-Neto e Lopes (2007), os
6leos essenciais por serem compostos volateis e atuarem em defesa da espécie vegetal,
apresentam variacGes na taxa de producdo dos seus componentes, decorrentes de fatores
abioticos, como a sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, altitude, idade da planta

e ataque de patogenos, resultando em diferentes compostos e interferindo no seu rendimento.
4.2 Caracterizagdo quimica e quantificacdo dos 6leos essenciais

Os constituintes quimicos presentes no 6leo essencial extraidos das folhas de B.

citriodora encontram-se na Tabela 2. O cromatograma correspondente encontra-se em anexo
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(Figura 1A, APENDICE A) e as estruturas quimica dos compostos estio apresentadas na
Figura 8.
A mistura dos isdmeros neral (42,44%) e geranial (57,55%) representam o citral como

0 composto majoritario.

Tabela 2 — Composi¢do quimica do dleo essencial de B. citriodora

Pico Compostos TR (min) IRtab IRcal N. Area (%)
1 Neral 17,192 1235 1240 42,44
2 Geranial 18,492 1264 1270 57,55
Total identificado 99,99%

Compostos agrupados

Monoterpernos oxigenados 99,99%

Legenda: TR — tempo de retencdo; IRwb — indice de retencdo da literatura; IRcai — indice de
retencdo calculado; N. Area — Normalizacdo da area.

Os resultados corroboram com aqueles encontrados por Santiago et al. (2018), que,
analisando o Oleo essencial da B. citriodora coletada no mesmo local desse estudo,
encontraram como constituinte majoritario o citral, na proporcédo 39,82% de neral e 51,37%
de geranial.

Southwell et al. (2004), estudando a composicao quimica do dleo das folhas de murta-
limdo obtidas de plantacbes comerciais na Australia, encontraram 0s monoterpenos
oxigenados neral e geranial (citral) como o0s componentes majoritarios; 0s compostos
mirceno, 6-metil-5-hepten-2-ona, linalol, citronelal também foram identificados, porém, em
proporcdes baixas. Os resultados encontrados por Southwell et al. (2004) corroboram
parcialmente com os encontrados neste estudo.

O oOleo essencial da espécie L. origanoides Kunth.,, conhecida por
alecrim-d’Angola, é constituido principalmente por monoterpenos oxigenados, sendo
identificados 12 constituintes. A caracterizacdo quimica do 6leo essencial esta apresentada na
Tabela 3. O cromatograma correspondente encontra-se em anexo (Figura 2A, APENDICE A)
e as estruturas quimica dos compostos estdo apresentadas na Figura 12.

Os compostos majoritarios do 6leo essencial de L. origanoides Kunth. foram carvacrol
(65,53%), p-cimeno (12,13%) e timol (7,04%). Os resultados corroboram parcialmente com
aqueles encontrados por Sarrazin et al. (2015a), que, analisando a composi¢cdo do Gleo
essencial de L. origanoides Kunth coletado no Pard, encontraram 0S componentes

majoritarios carvacrol (47,2%), timol (12,8%) e p-cimeno (9,7%) e p-metoxitimol (7,4%).
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Tabela 3 — Composi¢do quimica do 6leo essencial de L. origanoides Kunth.

Pico Compostos TR (min) IRtb IRcal N. Area (%)
1 a-Tujeno 5,582 924 926 0,6346
2 a-Pineno 5,795 932 934 0,1753
3 Mirceno 7,367 988 991 1,3542
4 o-Felandreno 7,940 1002 1009 0,3046
5 a-Terpineno 8,292 1014 1018 0,8335
6 p-Cimeno 8,543 1020 1025 12,1347
7 y-Terpinene 9,750 1054 1058 5,5796
8 Terpine-4-ol 14,786 1174 1184 0,4647
9 Timol 19,770 1289 1299 7,0471

10 Carvacrol 20,077 1298 1307 65,5307
11 Trans-B-Cariofileno 24,808 1417 1418 4,0466
12 Oxido de Cariofileno 31,359 1582 1582 1,5621
Total identificado 99,6677

Compostos agrupados

Hidrocarbonetos monoterpénicos 21,0165
Monoterpernos oxigenados 73,0425
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 4,0466
Sesquiterpenos oxigenados 1,5621

Legenda: TR — tempo de retengdo; IRw» — indice de retengdo da literatura; IRca — indice de
retencdo calculado; N. Area — Normalizacdo da area.

Teixeira et al., (2014), analisando o 6leo essencial da mesma planta em estudo,
obtiveram o0s compostos majoritarios: carvacrol (41,5%), p-cimeno (18,36%) e y-terpineno
(17,03%) e timol (4,86%), dados esses que divergem parcialmente daqueles encontrados neste
trabalho.

A variacdo da composicdo dos Oleos essenciais pode ser relacionada por fatores
intrinsecos e extrinsecos, como estacdo do ano, localidade, fator hidrico que as plantas se
encontram, causando modificacbes qualitativamente e quantitativamente dos metabolitos
secundarios (DHOUIOUI et al., 2016).

4.3 Atividade antifungica in vitro

Os valores da porcentagem da inibigdo micelial dos 0leos essenciais de B. citriodora e
L. origanoides Kunth., em relacdo as suas concentragdes sobre o fungo A. carbonarius, estdo

apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Porcentagem de inibicdo micelial dos Oleos essenciais de B. citriodora e L.
origanoides Kunth. em A. carbonarius.

Oleo Concentracéo Porcentagem
Essencial pL Lt de inibicao Valor-p?
micelial
0 0.00 0 50 100 250 500 1000 2000
50 1.20 0482 - - - -
100 2.80 0.004 0184 - - - - .
5 aitriodora 250 3.20 0.001 099 0057 - - - -
500 100.00 0.000 0.000 0.000 0000 - - -
1000 100.00 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 - -
2000 100.00 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 -
3000 100.00 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000
0 0.00 i e
50 19.20 0000 - - - -
100 77.60 0.000 0.000 - - - - -
L ; 250 100.00 0.000 0.000 0.000 - - - -
e 500 100.00 0.000 0.000 0.000 1.000 - - -
1000 100.00 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 - -
2000 100.00 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000 -
3000 100.00 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Legenda: Valores de p2<0,05 diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Observa-se que 0s Gleos essenciais apresentaram uma notavel atividade antifingica
sobre 0 microrganismo A. carbonarius de maneira dose-dependente; o 6leo essencial de L.
origanoides Kunth. proporcionou a inibicdo micelial do patégeno com concentracdo menor
(250 pL L), quando comparado com o dleo essencial de B. citriodora (500 pL L™).

O tratamento contendo somente o fungo apresentou diferencas significativa em relagao
a todas as concentracdes do 6leo essencial de B. citriodora, com excecdo da concentracdo de
50 uL Lt (p>0,05). Estatisticamente, a concentragéo de 50 puL L™ é igual a concentracéo de
100 pL Lt e 250 pL L, sendo diferente a partir da concentragdo de 500 uL L. Analisando a
concentracio de 250 pL L, essa possui diferenca significativa das demais (500, 1000, 2000 e
3000 pL L1). Em relagdo a concentragéo de 500 pL L™, que inibiu 100% do microrganismo e
as concentracfes acima, nao houve diferenca significativas. Em comparacéo, o 6leo essencial
de L. origanoides Kunth apresentou diferenca significativa, exceto a partir da concentracdo de
250 pL L2,

De acordo com o percentual de inibicdo micelial dos 6leos de B. citriodora e L.
origanoides Kunth. em relagéo as concentragdes avaliadas sobre o fungo A. ochraceus, pode-

se observar pelos dados descritos na Tabela 5 que os 6leos essenciais apresentaram uma
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relacdo dose-dependente. Analisando os dleos essenciais, observa-se que o 6leo essencial de
B. citriodora inibiu o crescimento micelial em concentragdo menor (250 pL L) que o 6leo

essencial de L. origanoides Kunth. (500 pL L™).

Tabela 5 - Porcentagem de inibicdo micelial dos Oleos essenciais de B. citriodora e L.
origanoides Kunth. em A. ochraceus.

Oleo Concentracéo Porcentagem
Essencial puL L1 de inibigao Valor-p*
micelial
0 0.00 0 50 100 250 500 1000 2000
50 2.19 0.140 - - - - - -
100 10.22 0.000 0.000 - - - - -
B. citriodora 250 100.00 0.000 0.000 0.000 - - - -
500 100.00 0.000 0.000 0.000 1.000 - - -
1000 100.00 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 - -
2000 100.00 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000 -
3000 100.00 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000 1.000
0 0.00 - - - - - - -
50 35.04 0.000 - - - - - -
100 67.88 0.000 0.000 - - - - -
. L'. 250 90.51 0.000 0.000 0.000 - - - -
Or'l%ﬁ?]‘t)fes 500 100.00 0000 0.000 0000 0211 - - -
1000 100.00 0.000 0.000 0.000 0.126 1.000 - -
2000 100.00 0.000 0.000 0.000 0.126 1.000 1.000 -
3000 100.00 0.000 0.000 0.000 0.126 1.000 1.000 1.000

Legenda: Valores de p2<0,05 diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O oleo essencial de B. citriodora ndo apresentou diferenca significativa, exceto a
concentragio de 100 pL L. O 6leo essencial de L. origanoides Kunth. mostrou diferenca
significativa na testemunha dgua com as concentracdes de 100 e 250 pL L; estatisticamente,
a concentragdo de 250 pL L foi igual as concentracdes de 500, 1000, 2000 e 3000 pL L.

Analisando os 6leos essenciais, observa-se que o 6leo essencial de B. citriodora inibiu
o crescimento micelial em concentragdo menor (250 pL L) que o dleo essencial de L.
origanoides Kunth. (500 pL L™).

Santiago et al. (2018), estudando a influéncia do 0leo essencial de B. citriodora sobre
o fungo A. carbonarius, determinaram, em testes preliminares, a concentragdo minima
inibitéria do microrganismo em 31,25 ug mL 1. Anteriormente, Brando (2017), avaliando a
atividade antifungica do 6leo essencial de L. origanoides Kunth., verificaram que o 6leo
inibiu  100% do crescimento micelial nas concentragcdes de 15,62 pLmL! e
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31,25 pL mL 'sobre os fungos A. carbonarius e A. ochraceus, respectivamente. Esses
resultados diferem dos encontrados no presente trabalho.

Estudos de Oliveira et al. (2019b) indicam que as atividades bioldgicas apresentadas
pelos 6leos essenciais sdo decorrentes do efeito sinérgico entre 0s compostos majoritarios e 0s
outros existentes em menores porcentagens. Dammak et al. (2019) avaliaram os 0Oleos
essenciais de Lavandula dentata e Laurus nobilis e do majoritario, 1,8-cineol, sobre o fungo
A. carbonarius. Os autores observaram que a concentragdo minima inibitoria do padrdo de
aproximadamente (0,5%) foi maior que a dos 0leos essenciais (0,3%), evidenciando o efeito
do sinergismo que ocorre nos constituintes dos 6leos essenciais sobre a atividade antifingica.

Os 06leos essenciais atuam sobre microrganismos por diversos mecanismos de acéo,
que cada vez mais, vém sendo estudados e elucidados. Uma das formas reportadas na
literatura diz respeito a sua capacidade em alterar a permeabilidade e integridade das
membranas celulares de fungos e bactérias, afetando seu crescimento e forma (ADELAKUN;
OYELADE; OLANIPEKUN, 2016; GUO et al., 2017). Pawar e Thaker (2006), pesquisando
0 mecanismo de acdo dos Gleos essenciais com potencial fungicida, consideraram que ele
compreende da associacdo de caracteristicas lipofilicas e baixo peso molecular dos 6leos, que
atingem mais rapidamente a membrana celular. Para An et al. (2019), monoterpenos
oxigenados, por serem moléculas de baixo peso e alta lipofilicidade, podem interagir com as
membranas, bloqueando sinteses em paredes celulares, citomembranas, citoplasma e
organelas, ocasionando modificacGes no crescimento e morfologia dos micélios e esporos,
influenciando as vias metabdlicas e energéticas, interferindo, assim, no desenvolvimento dos

fungos.
4.4 Atividade antiocratoxigénica in vitro

Os efeitos dos 6leos essenciais na sintese de ocratoxina A pelos fungos A. carbonarius
e A. ochraceus estdo apresentados nas Tabela 6 e 7, respectivamente.

Em relacdo a producdo da ocratoxina A, observa-se que, nas concentracdes avaliadas,
0s Gleos essenciais interferiram na sintese da toxina nos microrganismos A. carbonarius e A.
ochraceus. Em ambos os fungos, o controle positivo (solucdo de hipoclorito de sodio 1%) e as
concentragfes dos Oleos essenciais utilizadas na pesquisa ndo apresentaram diferencas

significativas, p>0,05.
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Tabela 6 — Efeitos dos 06leos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. sobre a
sintese de ocratoxina A em A. carbonarius.

Tratamentos Concentragéao Pdorgentggfe m Valor-p?
e inibicéo
H20 - 0.00 H.O LPO HP 500 1000
Solucdo de leite em
06 (LPO) 10% 1.60 0.000 - - - -
Solucao de
hipoclorito de sodio 1% 99.93 0.000 0.000 - - -
(HP)
. ) 500 L L* 99.93 0.000 0.000 1.000 - -
Césl.egiter?if)%nocrlgl 1000 pL Lt 99.94 0.000 0.00 1.000 1.000 -
2000 pL L? 99.95 0.000 0.000 0.999 1.000 1.000
H20 - 0.00 H.O LPO HP 250 500
So'“%ag (‘i'_ep'ce)')te em 10% 160 0000 - : -
Solucéo de
hipoclorito de sédio 1% 99.93 0.000 0.000 - - -
(HP)
) . 250 pL Lt 99.94 0.000 0.000 1.000 - -
Oleoessencial L. 555, | 4 99.93 0000 0000 1.000 1.000 -
origanoides Kunth.
1000 pL L 99.94 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000

Legenda: Valores de p2<0,05 diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 7- Efeitos dos 6leos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. sobre a sintese
de ocratoxina A em A. ochraceus.

Porcentagem

Tratamentos Concentracao oy Valor-p?
de inibicéo
H20 - 0.00 H.O LPO HP 250 500
Solucdo de leite em 0 i i i i
06 (LPO) 10% 0.99 0.000
Solucéo de
hipoclorito de sodio 1% 99.76 0.000 0.000 - - -
(HP)
) _ 250 pL Lt 99.72 0.000 0.000 1.000 - -
Oleo essencial 500 pL L 99.70 0.000 0.000 0.999 1.000 -
B. citriodora
1000 pL L 99.80 0.000 0.000 1.000 0.993 0.986
H.O - 0.00 H.O LPO HP 500 1000
Solucdo de leite em 0
06 (LPO) 10% 0.99 0.000 - - - -
Solucdo de
hipoclorito de sédio 1% 99.76 0.000 0.000 - - -
(HP)
) _ 500 pL L* 99.71 0.000 0.000 0.999 - -
Oleoessencial L. 455, | 4 99.73 0.000 0.000 1.000 1.000 -
origanoides Kunth.
2000 pL Lt 99.72 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000

Legenda: Valores de p2<0,05 diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Passone, Girardi e Etcheverry (2012) estudaram o efeito de cincos 6leos essenciais
sobre o crescimento dos fungos A. niger e A. carbonarius e o acimulo de ocratoxina A.
Observaram que os Oleos essenciais de Lippia turbinata, espécie pertencente a0 mesmo
género das plantas estudadas deste trabalho, impediu totalmente a sintese de ocratoxina A no
A. carbonarius, na concentragdo de 3000 pL L. Os autores propdem que o 6leo essencial
pode ter influenciado a via biosintética da ocratoxina A.

Wang et al. (2018a) demonstraram um consenso da via biossintética da ocratoxina A
produzida por alguns fungos. A biossintese da ocratoxina A inicia-se com quatro moléculas
de malonil-CoA que séo ligadas a uma molécula de acetil-CoA na presenca da enzima
policetideo sintase (PKS), junto ao gene OtaA, para forma a 7-metil melleina. Essa é oxidada
a ocratoxina 3 pela monoxigense do citocromo P450 associado ao gene OtaC. A molécula de
ocratoxina B e L-B-fenilalanina unem-se por meio da ligacdo amida pela enzima peptideo
sintase ndo ribossdmica (NRPS) com o gene OtaB, fornecendo a ocratoxina B. Por ultimo, na
presenca da enzima halogenase e do gene OtaD, a ocratoxina B é clorada, levando a producéo
da ocratoxina A (FIGURA 16). Além dos genes citados anteriormente, os genes VelB, VeA e
LaeA codificadores das proteinas reguladoras de veludo sdo fatores transcricionais, podendo
regular o desenvolvimento fungico e a producdo de metabodlitos secundarios, como a
ocratoxina A (GALLO etal., 2012; WANG et al., 2018a; WANG et al., 2018b).

Figura 14 — Consenso da via biosintética da ocratoxina. (Continuacao).
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Figura 14 — Consenso da via biosintética da ocratoxina. (Conclus&o).

o OH 0o OH
Xy o) OH O N o] OH O
4 | | |
NH 0 Halogenase NH o)
OtaD
CH, CH,
A Cl

Ocratoxina B Ocratoxina

Legenda: (PKS) Polipeptideo sintase; (OtaA) gene OtaA; (OtaC) gene OtaC; (NRPS) Sintase nao ribossomal;
(OtaB) gene (OtaB); (OtaD) gene OtaD.

Fonte: Adaptado de Gallo et al. (2012); Wang et al. (2018a)

Wang et al. (2018b) afirmam que a reducdo da producdo de
ocratoxina A pelo composto majoritario do 6leo essencial de canela, o cinamaldeido, é
consequéncia da desregulacdo na expressdo de genes (PKS, NRPS, VeA, LaeA e VelB)
envolvidos na biossintese da ocratoxina A. Os autores, estudando o efeito antifungico e
antitoxigénico do cinamaldeido aos niveis morfoldgicos e estrutural, junto com a inibigdo da
ocratoxina A ao nivel transcricional, ressaltam que o cinamaldeido pode ser agente natural
seguro e eficaz contra a contaminagdo de ocratoxina A e sugerem que varios compostos
naturais inibem a producao de toxinas, influenciando negativamente os genes da biossintese.

O efeito inibitério do citral, presente no 6leo essencial de Litsea citrate sobre o
crescimento do microrganismo A. ochraceus e na producdo da ocratoxina A, foi relatado por
HUA et al. (2014). Os autores descrevem que o citral é capaz de suprimir a transcricdo dos
genes pks da biossintese da ocratoxina A. Anteriormente, Tian et al. (2012) sugeriram que
compostos ricos em terpenos e terpenoides atravessam facilmente as membranas celulares
para induzir respostas biolégicas. O mesmo principio pode ajudar a compreender o efeito de
monoterpenos aromaticos, como o carvacrol majoritario do 6leo essencial de L. origanoides,
sobre fungos toxigénicos. A hidroxila fendlica da molécula possibilitam a formacdo de
ligacbes de hidrogénio com enzimas modificando suas atividades e, como consequéncia, 0
comportamento do microrganismo e a producdo de metabodlitos secundarios (GONCALVES;
ROMANO, 2017).

4.5 Atividade antifungica em frutos de Coffea arabica

Os valores referentes ao plagueamento dos pericarpos de café com as avali¢des das
concentragfes dos Oleos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. sobre os

microrganismos A. carbonarius e A. ochraceus estdo apresentados nas Tabela 8 e 9
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respectivamente. De maneira geral, os 0leos essenciais proporcionaram reducdo dos
patégenos nos pericarpos.

Tabela 8 - Efeitos dos Oleos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. na
esporulacdo crescimento do A. carbonarius nos pericarpos

Concentracéao
Tratamento Concentracdo de esporos Valor-p?
(mL™)

H20 - 1,4.107 H.O LPO  HP 500 1000
Solucao de
leite em pd 10% 1,1. 107 0.883 - - - -

(LPO)
Solucdo de
hipoclorito de 1% 0,6. 107 0.035 0.309 - - -
sodio (HP)

500 pL L* 0,8. 107 0.150 0.707 0.983 - -

Oleo essencial gy 1 0,7.10" 0055 0415 1000 0997 -

B. citriodora
2000 pL L? 0,4. 107 0.002 0.033 0.874 0.488 0.778
H20 - 1,4.107 H.O LPO  HP 250 500
Solucéo de
leite em po 10% 1,1. 107 0.700 - - - -
(LPO)
Solucéo de
hipoclorito de 1% 0,6. 10’ 0.002 0.083 - - -
sodio (HP)
Oleo essencial 250 pL Lt 0,6. 107 0.003 0.091 1.000 - -
L. origanoides 500 pL L* 0,5. 107 0.000 0.012 0.958 0.949 -
Kunth. 1000 pL L 0,4. 107 0.000 0.002 0.700 0.675 0.990

Legenda: Valores de p2<0,05 diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O dleo essencial de B. citriodora apresentou diferenca significativa na concentracao de
2000 pL L%, em relagdo ao tratamento contendo agua e a solugdo de leite em pd. Ja o dleo
essencial L. origanoides Kunth. apresentou diferenca significativa em todas as concentragoes
testadas, em relacéo a testemunha agua.

Tabela 9 - Efeitos dos 6leos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. no
crescimento do A. ochraceus. nos pericarpos. (Continuacéo).

Porcentagem do

Tratamento  Concentragdo . . A Valor-p?
indice de ocorréncia
H20 - 19.17 H.-O LPO HP 250 500
Sg:#%aé’ (‘f_ep'(‘;')te 10% 15.17 0887 - - - -
Solucéo de
hipoclorito de 1% 4.50 0.005 0.073 - - -
sodio (HP)
Oleo essencial 250 pL Lt 12.33 0.458 0972 0310 - -
o 500 pL L* 8.50 0.073 0.484 0.887 0.903 -
B. citriodora

1000 pL L 5.83 0.013 0.153 0.999 0.512 0.978
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Tabela 9 - Efeitos dos 6leos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. no crescimento do
A. ochraceus. nos pericarpos. (Conclusdo).

Porcentagem do

Tratamento  Concentracdo . . A Valor-p?
indice de ocorréncia
H20 - 19.17 H.0 LPO HP 500 1000
Solucao de leite
em po (LPO) 10% 15.17 0.870 - - - -
Solucéo de
hipoclorito de 1% 4.50 0.004 0.057 - - -
sodio (HP)
Oleo essencial ~ 500 pL Lt 14.67 0.805 1.000 0.078 - -
L. origanoides 1000 pL L™ 12.33 0.416 0.967 0.273 0.986 -
Kunth. 2000 pL Lt 9.33 0.095 0.586 0.755 0.673 0.958

Legenda: Valores de p2<0,05 diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Em relagdo ao fungo A. ochraceus, o 6leo essencial de B. citriodora, na maior
concentragdo testada (1000 pL L7), e a solugdo de hipoclorito de sodio apresentaram
diferencas significativas, quando comparados com a testemunha.

Durante o plagueamento dos gréos, ndo foi observada a presenca dos fungos
inoculados nos frutos, visto que o periodo de descanso ndo foi proporcionado, etapa que
favorece a penetracdo de microrganismos presentes no pericarpo no grao verde. Assim,
observa-se que o periodo de descanso pode contribuir para a contaminacdo dos gréos, pelos
fungos presentes nos frutos.

Os oleos essenciais nos frutos de café apresentaram atividade antifungica inferior,
guando comparada com as atividades in vitro, provavelmente devido a volatilidade dos 6leos
essenciais, visto que os frutos de café ficaram expostos a radiacdo solar e variacdo de
temperatura durante secagem. Apesar da atividade inferior dos 6leos essenciais, eles ainda
promoveram a reducdo do nimero de esporos para o A. carbonarius e o indice de ocorréncia
para o A. ochraceus.

N&o ha relatos na literatura de trabalhos por meio dos quais se avalia o potencial
bioldgico dos Oleos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth., sobre o0s
microrganismos A. carbonarius e A. ochraceus em frutos de café. Sonker, Pandey e Singh
(2015) avaliaram o efeito antifiingico de vinte 6leos essenciais na concentracio de 0,33 pL L
sobre fungos deteriorantes de uvas, como A. ochraceus. Os autores selecionaram o 6leo
essencial mais eficaz no controle do microrganismo, juntamente com a avaliagdo
organoléptica e, posteriormente, aplicaram em uvas. Os autores observaram que 0 Oleo
essencial de Artemisia nilagirica aumentou a vida util das uvas por até 9 dias, ndo havendo

efeito fitotoxico nem modificacdes das propriedades sensoriais dos frutos. Recentemente,
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Oliveira et al. (2019b), estudando o dleo essencial de L. sidoides, associado ao revestimento
de carboximetilcelulose sobre Colletrotrichum acutatum em morangos, verificaram que
associacdo do revestimento com o Oleo essencial reduziu severamente a doenga nos

morangos, revelando ser uma alternativa para o controle desse patdgeno.
4.6 Ocratoxina A em pericarpos e graos de Coffea arabica

Os valores da producdo da ocratoxina A pelo fungo A. carbonarius nos pericarpos e
gréos de cafe tratados com os Gleos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. estdo
apresentados na Tabela 9 e 10.

Os cromatogramas referentes ao padrdo de ocratoxina A, controles de ocratoxina A
dos fungos A. carbonarius e A. ochraceus pericarpos e grio estdo em anexo (APENDICE E).

Pode-se verificar que os 6leos essenciais apresentaram baixo efeito antitoxigénico nos
pericarpos de café; o 6leo essencial de B. citriodora apresentou diferencas significativas das
concentracdes estudadas em comparagdo com o tratamento agua; entretanto, o 6leo essencial
de L. origanoides Kunth. teve maior eficiéncia na concentragdo de 2000 pL L™.

Tabela 10 - Efeitos dos 6leos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. sobre a
sintese de ocratoxina A pelo A. carbonarius nos pericarpos de café. (Continuacéo).

Producao de

Tratamentos Concentragdo Ocratoxina A Valor-p?
(ug Kg™)
H20 - 1.64 H20 LPO HP 500 1000
Solucao de leite
em%é (LPO) 10% 1.60 0.876 - : . .
Solucéo de
hipoclorito de 1% 1.42 0.001 0.007 - - -
sodio (HP)
. . 500 pL L 1.48 0.014 0.088  0.667 - -
()B'egifrﬁf)%r:)cr':' 1000 L L 1.42 0.001 0007 1000 0.653 -
' 2000 pL L* 1.42 0.001 0.006 1.000 0.638 1.000
H20 - 1.64 H20 LPO HP 250 500
Solucao de leite
em%é (LPO) 10% 1.60 0.907 - . . .
Solucéo de
hipoclorito de 1% 1.42 0.002 0.013 - - -
sodio (HP)
Oleo essencial 250 pL Lt 1.65 1.000 0.834 0.002 - -
L. origanoides 500 pL L 1.61 0.982 0.999 0.007 0.951 -
Kunth. 1000 pL L 1.47 0.015 0.079 0.876 0.011 0.045

Legenda: Valores de p2<0,05 diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.



60

Os dados descritos na Tabela 11 evidenciam que os tratamentos com os Oleos
essenciais apresentaram reducdo na sintese de ocratoxina A nos gréos de café, em comparagéo
com a testemunha absoluta.

Tabela 11 - Efeitos dos Oleos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. sobre a
sintese de ocratoxina A pelo A. carbonarius nos graos de café.

Producéo de

Tratamentos Concentragdo Ocratoxina A Valor-p?
(1g Kg™)
H20 - 0.91 H.O LPO HP 500 1000
Solucéo de
leite em pd 10% 0.90 0.989 - - - -
(LPO)
Solucéo de
hipoclorito de 1% 0.70 0.000 0.000 - - -
sodio (HP)
; ) 500 pL L* 0.86 0.025 0.068 0.000 - -
OB'eé’i t?fgggcrf' 1000 pL L™ 0.76 0.000 0000 0004 0000 -
' 2000 pL L? 0.74 0.000 0.000 0.075 0.000 0.510
H20 - 0.91 H.O LPO HP 250 500
Solucéo de
leite em pd 10% 0.90 0.996 - - - -
(LPO)
Solucéo de
hipoclorito de 1% 0.70 0.000 0.000 - - -
sodio (HP)
Oleo essencial 250 ML L1 0.81 0.000 0.001 0.000 - -
L. origanoides 500 pL L™ 0.76 0.000 0.000 0.035 0.071 -
Kunth, 1000 pL L 0.74 0.000 0.000 0.187 0.013 0.898

Legenda: Valores de p2<0,05 diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Se considerar que a via de contaminacdo dos grdos é pela casca, independentemente da
eficacia dos tratamentos, observa-se que o elevado potencial da ocratoxina A nos pericarpos
encontram-se também nos grdos, potencializando o risco a salde pela mistura da casca, pratica
usual entre as torrefadoras.

Os efeitos dos 6leos essenciais sobre a inibicdo da sintese de ocratoxina A por A.
ochraceus estdo apresentados na Tabela 12.

Observa-se que a concentracdo de ocratoxina A produzida pelo fungo A. .ochraceus
nos pericarpos de café é inversamente proporcional a concentracdo dos Oleos essenciais.
Comparando as concentracdes dos 6leos essenciais com a solu¢do de hipoclorito de sodio,
observa-se que eles sdo estatisticamente diferentes, ou seja, 0s 0leos nas concentragdes

estudadas ocasionaram baixa interferéncia na produgéo da toxina nos pericarpos.
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Tabela 12 — Efeitos dos 6leos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. sobre a
sintese de ocratoxina A pelo A. ochraceus nos pericarpos de café.

Producéo de

Tratamentos Concentracdo  Ocratoxina A Valor-p2
(ug Kg™)
H20 - 1.16 H.O LPO HP 250 500
Solucdo de
leite em pd 10% 1.17 1.000 - - - -
(LPO)
Solucao de
hipoclorito de 1% 0.79 0.000 0.000 - - -
sodio (HP)
250 pL L* 1.12 0.962 0.950 0.000 - -
Oleo essencial - g4, | -1 1.12 0.935 0919 0000 1.000 -
B.citriodora
1000 pL L 1.04 0.197 0.182 0.003 0.554 0.620
H20 - 1.16 H.O LPO HP 500 1000
Solucéo de
leite em pé 10% 1.17 1.000
(LPO)
Solucéo de
hipoclorito de 1% 0.79 0.000 0.000
sodio (HP)
i _ 500 pL L* 1.11 0.160 0.131 0.000
Oleo essencial
L. origanoides 1000 pL L 1.06 0.005 0.004 0.000 0.344
Kunth.
2000 pL Lt 0.99 0.000 0.000 0.000 0.002 0.059

Legenda: Valores de p2<0,05 diferem pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Pode-se observar que o fungo A. carbonarius sem tratamento produziu, em média,
1,64 ug Kgt e 0,91 ug Kg* de ocratoxina A no pericarpo e no grio respectivamente, € o
patdgeno A. ochraceus, sem a presenca dos 6leos essenciais, apresentou, em média, valores de
ocratoxina A 1,16 pg Kg™ no pericarpo e ndo sendo detectado no grido. Mengdes de Chalfoun
e Parizzi (2007) destacam o fato de que os esporos negros do A. carbonarius promovem
protecdo contra os raios solares e UV, possibilitando vantagens ao seu desenvolvimento;
consequentemente, podem favorecer a producdo da ocratoxina A.

Independentemente dos fungos ndo atingirem os grdos de café, a ocratoxina A
sintetizada pelo A. ochraceus néo foi detectada nos gréos, diferentemente do A. carbonarius
encontrada nos graos, com valores inferiores aqueles encontrados nos pericarpos.

Com base nos resultados apresentados dos niveis de ocratoxina A nos pericarpos em

ambos fungos e 6leos essenciais, salienta-se que os pericarpos possuem condigdes favoraveis
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a elevada incidéncia da toxina, demonstrando que a adulteracdo de café com adi¢do de
pericarpos € um procedimento praticado por algumas torrefadoras, propiciando influéncia na
seguranca do produto (CHALFOUN; PARIZZI, 2007). Baseando-se nos efeitos deletérios
sobre a salde causados pelas micotoxinas e comprovado o risco tal adulteracdo, configura-se
um crime contra o consumidor.

Mesmo os Gleos de B. citriodora e L. origanoides Kunth ndo influenciando na sintese
da ocratoxina A pelo isolados estudados neste estudo, as concentracGes da toxina obtida
evidencia baixo nivel de contaminacdo. Os valores obtidos encontram-se bem abaixo dos
limites estabelecidos pela legislagdo europeia e brasileira de 5 pg Kgt e 10 pg Kg?,
respectivamente.

Os dados obtidos neste trabalho corroboram com os resultados obtidos anteriormente
por Aldred et al. (2008), que investigaram a eficacia dos 6leos essenciais de canela, cravo,
louro e o antioxidante resveratrol na producéo de ocratoxina A por Penicillium verrucosum e
A. westerdijkiae em gréos de trigo. Os autores observaram que os 6leos essenciais ndo foram
eficazes no controle da sintese de toxina, em compara¢ao com o resveratrol.

Assim, contata-se que a reducdo do numero de esporos, a reducdo do indice de
ocorréncia e a producdo de toxina nem sempre ocorrem mutuamente. Os resultados obtidos
neste estudo fornecem informacdo sobre o comportamento dos 6leos essenciais no controle
dos fungos A. carbonarius e A. ochraceus e da producéo da ocratoxina A em modelos reais, e
demonstram a necessidade do desenvolvimento de formulacdes para que as respostas

observadas em condig¢des in vitro se repitam nas condi¢des in vivo.
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5 CONCLUSAO

O dleo essencial de B. citriodora apresentou os constituintes majoritarios neral
(42,44%) e geranial (57,55%) e o Oleo essencial de L. origanoides Kunth. foi carvacrol
(65,63%),
p-cimeno (12,13%), timol (7,04%).

Os 6leos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. proporcionaram atividade
antifngica e antiocratoxingénica aos patdgenos A. carbonarius e A. ochraceus no meio de
cultura.

Os 0leos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. possibilitaram a reducéo
dos esporos de A. carbonarius e reducdo do indice de ocorréncia de A. ochraceus nos
pericarpos de café e esses ndo atingiram os graos de café.

O oleo essencial das espécies vegetais estudadas nao inibiu a producdo da ocratoxina

A nos pericarpos e graos de café.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo indicam que aplicacdes diretas dos 0leos essenciais
de Backhousia citriodora e Lippia origanoides Kunth. em frutos de café ndo sdo viaveis para
0 controle dos patdgenos A. carbonarius e A. ochraceus e da ocratoxina A. Entretanto,
sugere-se novos estudos sobre a volatilizacdo desses 0leos e posterior aplicacdo deles na
forma de microencapsulados, possibilitando a liberacdo lenta, um maior efeito residual dos

tratamentos.
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APENDICE

APENDICE A — Cromatogramas dos 6leos essenciais
Figura 1A — Cromatograma do 6leo essencial de Backhousia citriodora.
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Figura 2A — Cromatograma do 6leo essencial de Lippia origanoides Kunth.
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APENDICE B - Tabelas de analises de variancia da porcentagem de inibicdo do

crescimento micelial

Tabela 1B — Andlise de variancia para a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial dos
6leos essenciais de Backhousia citriodora e L. origanoides Kunth. em A. carbonarius.

Esge'ﬁgial Conﬁel_”lt_r_?‘?ao N EP 100 20Q. 3°Q.  Valor-p!
0 3 0.00 0.00 0.00 0.00
50 3 040 1.00 1.60 1.60
100 3 069 2.20 2.80 3.40
B. citriodora 250 3 080 2.80 4.00 4.00 <0.001
' 500 3 0.00 100.00 100.00 100.00 ’
1000 3 0.00 100.00 100.00 100.00
2000 3 0.00 100.00 100.00 100.00
3000 3 0.00 100.00 100.00 100.00
0 3 0.00 0.00 0.00 0.00
50 3 080 1840 18.40 19.60
L 100 3 080 77.20 78.40 78.40
origanoides 250 3 0.00 100.00 100.00 100.00 <0.001
Kunth. 500 3 0.00 100.00 100.00 100.00 ’
1000 3 0.00 100.00 100.00 100.00
2000 3 0.00 100.00 100.00 100.00
3000 3 0.00 100.00 100.00 100.00
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Tabela 2B — Andlise de variancia para a porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial dos
0Oleos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. em A. ochraceus.

Oleo Concentragéo

oo L N EP 1°0. 20Q. 3°Q. Valor-p

0 3 000 000 000 000

50 3 073 146 146 256

100 3 126 912 1022 1131

- 250 3 000 10000 10000 100.00
B. citriodora 500 3 000 10000 10000 10000 0001

1000 3 000 10000 100.00 100.00

2000 3 000 10000 100.00 100.00

3000 3 000 10000 100.00 100.00

0 3 000 000 000 000

50 3 511 2093 2993 37.59

L. 100 3 318 6496 67.15 70.44
origanoides 250 3 146 8905 8905 OL24

Kunth. 500 3 000 10000 100.00 100.00 ’

1000 3 000 10000 100.00 100.00

2000 3 000 10000 100.00 100.00

3000 3 000 10000 100.00 100.00

APENDICE C - Tabelas de analises de variancia da inibico da producéo da ocratoxina A

Tabela 1C — Analise de variancia para a porcentagem de inibi¢do da producdo de ocratoxina A
dos bleos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. em A. carbonarius.

Tratamentos Concentracdo N EP. 1°Q. 2°Q. 3°Q. Valor-pt
H,0 - 3 000 000 000 000
Solucdo de leite em 0
6 (LPO) 10% 3 013 153 170 173
_ Soluggode 1% 3 000 9993 9993 9993 <0001
hipoclorito de sédio
N " 500pL Lt 3 000 99.93 99.94 99.94
Oleoessencial B. - 1500 ) (4 3 001 09.93 99.94 99.94
citriodora
2000pL Lt 3 000 99.95 99.95 99.96
H,0 - 3 000 000 000 000
Solucdo de leite em 0
6 (LPO) 10% 3 160 013 153 170
Solucéo de
hipoclorito de sédio 1% 3 9993 000 9993 9993 <0001
(HP)
N " 250puLL? 3 9994 001 99.93 99.95
Oleoessencial L. = 5oy ) 1 3 9993 001 9992 99.93
origanoides Kunth.
1000puL LY 3 99.94 001 99.93 99.94

Tabela 2C — Analise de variancia para a porcentagem de inibicdo da producdo de ocratoxina A
dos 6leos essenciais de B. citriodora e Lippia origanoides Kunth. em A. ochraceus.
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Tratamentos Concentracgdo N E.P. 1°Q. 2°Q. 3°Q. Valor-p*
H.O - 3 000 000 000 0.00
Solucdo de leite em 0
06 (LPO) 10% 3 023 08 116 122
Solucdo de
hipoclorito de sodio 1% 3 0.08 99.69 99.72 99.82 <0.001
(HP) ’
i _ 250 pL L* 3 0.01 9971 99.71 99.72
Oleoessencial B. - 5o ) |4 3 002 99.69 9971 99.72
citriodora
1000 pL LT 3 010 99.70 99.73 99.86
H20 - 3 0.00 000 0.00 0.00
Solucao de leite em 0
06 (LPO) 10% 3 023 08 116 1.22
Solucéo de
hipoclorito de sddio 1% 3 008 9969 99.72 99.82 <0,001
(HP)
i ) 500 pL L* 3 0.02 99.69 99.70 99.73
Oleoessencial L. 1559, |1 3 001 9972 99.72 99.74
origanoides Kunth.
2000 pL L 3 0.01 99.72 99.72 99.73

APENDICE D - Tabelas de analises de variancia do crescimento dos microrganismos nos

pericarpos de café

Tabela 1D — Anadlise de variancia da concentracio de esporos 10° mL™ dos 6leos essenciais de
B. citriodora e L. origanoides Kunth. em A. carbonarius.

Tratamento Concentracao N E.P. 1°Q. 2°Q. 3°Q. Valor p!
H20 - 6 1.69 12.64 1552 17.18
Solucéo de leite
em po (LPO) 10% 6 1.63 9.80 11.44 1424
Solucéo de
hipoclorito de 1% 6 168 283 584 11.44 0.002
sodio (HP)
] _ 500 pL L? 6 233 352 590 14.28
%'eo.estsenc'a' 1000puL LY 6 172 320 650 940
. citriodora
2000 pL Lt 6 049 279 398 4.76
H20 - 6 1.69 12.64 1552 17.18
Sgr'#%a(;’ (‘i'_ep'g')te 10% 6 163 980 1144 14.24
Solucéo de
hipoclorito de 1% 6 1.68 2.83 584 1144 <0,001
sodio (HP)
Oleo essencial 500 pL Lt 6 0.79 5.28 7.22 7.96
L. origanoides 1000 pL L* 6 0.60 4.40 4.84 5.48
Kunth. 2000 pL Lt 6 0.52 2.91 4.28 4.44
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Tabela 2D — Analise de variancia para a porcentagem do indice de ocorréncia dos 6leos
essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. em A. ochraceus.

Tratamento  Concentracdo N E.P. 1°Q. 2°Q. 3°Q. Valor p!

H20 - 6 3.82 13.00 1450  29.00
Solucao de leite
em p6 (LPO) 10% 6 2.69 12.00 1250 16.00
Solucéo de 0.003
hipoclorito de 1% 6 0.89 3.00 4.00 6.00 '
sodio (HP)
Oleo essencial 250 pL L'i 6 3.77 6.00 11.00 12.00
B. citriodora 500 pL L 6 161 7.00 7.50 12.00
' 1000puL Lt 6 142 2.00 6.00 8.00
H20 - 6 3.82 13.00 1450  29.00
Solucao de leite
em p6 (LPO) 10% 6 2.69 12.00 1250 16.00
Solucéo de 0.006
hipoclorito de 1% 6 0.89 3.00 4.00 6.00 '
sodio (HP)

Oleo essencial ~ 500uLL? 6 279 8.00  14.00 21.00
L. origanoides 1000 uL L? 6 2.67 8.00 10.50 15.00
Kunth. 2000 pL L 0.99 700 10.00 11.00

(ep]

APENDICE E — Cromatogramas da ocratoxina A

Figura 1E — Cromatograma da ocratoxina A (Padrdo)
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Figura 2E — Cromatograma da ocratoxina A (Testemunha A.carbonarius dos pericarpos de
café)
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Figura 3E — Cromatograma da ocratoxina A Testemunha A. ochraceus dos pericarpos de café)
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Figura 4E — Cromatograma da ocratoxina A (Testemunha A. carbonarius dos gréos de café)
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Figura 5E — Cromatograma da ocratoxina A (Testemunha A. ochraceus dos graos de café)
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APENDICE F — Tabelas de andlises de variancia da inibicdo da producédo da ocratoxina A
nos pericarpos e graos de café
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Tabela 1F — Anaélise de variancia para a porcentagem de inibicdo da producdo de ocratoxina A
dos Oleos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. em A. carbonarius nos
pericarpos.

Tratamentos Concentracao N E.P. 1°Q. 2° Q. 3 Q. Valor-p*

H20 - 3 0.05 1.60 1.62 1.68
Solucao de leite 0
em p6 (LPO) 10% 3 0.05 1.56 1.61 1.64
Solugéo de
hipoclorito de 1% 3 0.01 1.41 1.42 1.43 <0,001
sodio (HP)
5) " 250 pL L* 3 0.01 1.47 1.48 1.49
%e‘c’itefif)%rg: 500 pL L 3 000 142 142 142
' 1000 pL L 3 000 142 142 142
H20 - 1.64  0.05 1.60 1.62 1.68
Solucdo de leite 0
em p6 (LPO) 10% 1.60  0.05 1.56 1.61 1.64
Solucéo de
hipoclorito de 1% 142  0.01 1.41 1.42 1.43 0.001
sodio (HP)

Oleo essencial 500 pL L1 1.65 0.01 1.65 1.65 1.66
L. origanoides 1000 uL L'  1.61  0.02 1.60 1.61 1.63
Kunth. 2000 pL L 1.47 0.02 1.46 1.49 1.49

Tabela 2F — Analise de variancia para a porcentagem de inibicdo da producdo de ocratoxina A
dos bleos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. em A. carbonarius nos gréos.

Tratamentos Concentracdo N E.P. 1°Q. 2°Q. 3°Q. Valor-p*

H.O - 3 0.01 0.90 0.90 0.91
Solucéo de leite 0
em pé (LPO) 10% 3 0.00 0.90 0.90 0.90
Solucéo de
hipoclorito de 1% 3 0.01 0.70 0.70 0.71 <0,001
sodio (HP)
5 " 250 puL Lt 3 0.00 0.86 0.86 0.86
()Begifrﬁz%r:)cr'g s00pLL® 3 001 076 077 077
' 1000 pL L 3 0.02 0.73 0.75 0.76
H.O - 3 0.01 0.90 0.90 0.91
Solugéo de leite 0
em pé (LPO) 10% 3 0.00 0.90 0.90 0.90
Solucéo de
hipoclorito de 1% 3 0.01 0.70 0.70 0.71 <0,001
sodio (HP)

Oleo essencial 500 LJ.L L+t 3 0.02 0.79 0.83 0.83
L. origanoides 1000 pL L™ 001 075 076 0.76
Kunth. 2000uLLT 3 000 074 074 074

w




82

Tabela 3F — Anadlise de variancia para a porcentagem de inibi¢cdo da producdo de ocratoxina A
dos 6leos essenciais de B. citriodora e L. origanoides Kunth. em A. ochraceus nos pericarpos.

Tratamentos Concentracdo N E.P. 1°Q. 2° Q. 3°Q. Valor-p!

H20 - 3 0.01 1.16 1.16 1.17
Solugéo de leite 0
em p6 (LPO) 10% 3 0.00 1.16 1.16 1.17
Solucdo de
hipoclorito de 1% 3 0.04 0.75 0.75 0.81
sédio (HP) <0,001
) _ 250 L L! 3 0.08 1.07 1.18 1.20
Oleoessencial B. - gy )y 14 3 001 111 112 112
citriodora
1000 puL Lt 3 0.01 1.03 1.05 1.05
H20 - 3 0.01 1.16 1.16 1.17
Solugéo de leite 0
em p6 (LPO) 10% 3 0.01 1.16 1.16 1.17
Solucdo de
hipoclorito de 1% 3 0.00 1.16 1.16 1.17 <0,001
sodio (HP)

. -1
Oleo essencial L. OO HL L 3 004 075 075 0.81
origanoides 000pL Lt 3 001 1.10 1.10 1.11
Kunth. 2000puLL? 3 001 105 106 1.07




