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Resumo

Aspergillus carbonarius € um fungo saprobio, deteriorante de alimentos e potencialmente
produtor da micotoxina ocratoxina A (OTA). Neste trabalho foi avaliada a atividade
antifingica do 6leo de Neem, sobre o crescimento de seis cepas deste fungo e a producao
de OTA. Foram testados quatro diferentes concentracdes de 6leo de Neem, além de trés
regimes de incubacdo. Dentre as quatro concentracdes de 6leo de Neem avaliadas, apenas
a 0,3% inibiu completamente o crescimento do A. carbonarius em 98,4% % 1,0, enquanto a
utilizacao de 0,5% e 1,0% de 6leo de Neem mostrou menor atividade antifingica uma vez
gue estas concentracdes inibiram apenas 41,1% + 5,0 e 64,8% * 4,5, respectivamente.
Houve a completa inibicdo da producdo de OTA com a adicdo de 0,1% e 0,3% de Oleo de
Neem para quatro cepas isoladas, em laboratdrio, a partir uvas; enquanto que as duas
cepas de referéncia testadas produziram baixos niveis médios de OTA em 10 dias de
incubacdo. O presente estudo mostra que a utilizacdo de 6leos essenciais de Neem como
método auxiliar para a redugdo de crescimento micelial e producdo de OTA é viavel desde

que utilizado em concentracdes e por tempo adequados.
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Introducéo estes sao relevantes devido a forte
Os membros do género Aspergillus spp. conexdo ecoloégica que possuem com
sdo organismos saprobios e colonizam alimentos (Pitt, 2000). S&o0 comumente
uma enorme diversidade de substratos; associados a alimentacdo humana e

dentre os diversos fungos toxigénicos, animal durante periodos de seca e de
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estocagem e armazenamento, mas
também ocorrem como patégenos de
plantas. Os aspergilos negros,
classificados como Aspergillus se¢&o Nigri
(Gams, Christensen, Onions, Pitt &
Samson, 1985) sao isolados de uma
ampla variedade de alimentos de
distribuicdo mundial, como: ra¢do animal,
cereais, cacau, café, frutas secas, entre
outros, sendo considerados fungos
comuns na deterioracdo de alimentos e na
biodeterioracdo de outros materiais. Além
disso, sdo importantes produtores de
ocratoxina A (OTA). A espécie de maior
relevancia na biossintese da OTA é o
Aspergillus carbonarius e em menor
nimero os isolados de A. niger
agregados, um complexo de espécies
intimamente relacionadas (Ferrara et al.,
2016).

O aumento do reconhecimento e da
importancia das infec¢bes fungicas e das
dificuldades encontradas nos tratamentos,
tem estimulado a pesquisa por
alternativas fungicidas, quimicos sintéticos
ou naturais. A preocupagdo dos
consumidores quanto a qualidade e
seguranca alimentar esta acarretando em
uma maior demanda por alimentos frescos
e minimamente processados, sem a
adicdo de conservantes toxicos. Devido a
conscientizagdo da populacdo sobre os
efeitos negativos do uso de certos
conservantes sintéticos, a pesquisa por

produtos naturais se mostra de extrema

relevancia, despertando grande interesse
nos Oleos essenciais e seus componentes
por possuirem o status de relativamente
seguro, ampla aceitacéo pelos
consumidores, e sua exploragdo com
potencial para uso multifuncional (Cherrat
et al, 2013; Calo, Crandall, O'Bryan &
Ricke 2015; Pandey, Kumar, Singh,
Tripathi & Bajpai, 2017).

A aplicacdo de O6leos essenciais é um
método bastante atrativo no controle do
crescimento fungico em graos, frutas,
bebidas e outros substratos. Acredita-se
gue a producdo de Oleos essenciais por
plantas se da por diferentes razées, como
por exemplo, um mecanismo de defesa
contra patégenos e subprodutos toxicos
do metabolismo. Além disso, sabe-se que
essenciais

0s Oleos possuem

componentes  antioxidantes e com
caracteristicas antimicrobianas
(Tongnuanchan & Benjakul, 2014; Calo et
al., 2015).

O Neem (Azadirachta indica) é uma
arvore nativa das regides aridas da Asia e
Africa e é considerada uma planta
medicinal muito importante. Mais de 150
diferentes  compostos  quimicos ja
puderam ser extraidos e isolados de
diferentes partes da arvore de Neem,
como casca, folhas, 6leo e sementes.
Estes compostos tém baixa toxicidade
para mamiferos e eficacia contra um
amplo espectro de pragas (insetos, fungos

e virus) (Roychoudhury, 2016).
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Brahmachari (2004) e Chaube et al.
(2014) descreveram alguns efeitos
terapéuticos  similares a inseticidas
naturais, antimicrobianos, agente anti-
maléria e agroguimicos. Ademais a arvore
de Neem é comumente utilizada na
medicina ayurvédica indiana tradicional
como antiparasitario, antipirético,
antibacteriano e  espermicida, no
tratamento de leptospiroses, problemas
oculares, problemas respiratérios e
constipacbes, e atua como anti-
inflamatario.

Os 6leos essenciais (OE) sdo uma mistura
complexa de compostos odoriferos
volateis. As concentracbes de seus
componentes nos OE sdo diferentes,
sendo que 0s compostos principais podem
constituir até 70% do total, ja os outros
componentes podem aparecer apenas
como tracos (Pavela, 2015). Alguns
pesquisadores relataram que existe uma
relacdo entre as estruturas quimicas dos
compostos mais abundantes nos Oleos
essenciais e a atividade antimicrobiana.
Também existe evidéncia de que os
componentes de menor concentragdo
participam de forma critica na atividade
antimicrobiana, possivelmente através da
producdo de efeitos sinérgicos com 0s
outros componentes (Burt, 2004;
Perricone et al.,, 2015). De acordo com
Pawar e Thaker (2007) a natureza fisica
dos Oleos essenciais, p.ex. baixo peso

molecular combinado com pronunciadas

tendéncias lipofilicas permitem que
penetrem na membrana celular mais
rapidamente que outras substancias.
Conner e Beuchat (1984a,b) sugeriram
gue a atividade antimicrobiana dos Oleos
essenciais ou seus constituintes como o
timol, carvacrol, vanilina poderiam resultar
em danos enzimaticos ao sistema celular,
incluindo aquelas associados a producéo
de energia e sintese de compostos
estruturais.
Diversos  estudos  focaram na
possibilidade do uso de diferentes 6leos
essenciais como controle bioldgico contra
fungos aflatoxigénicos (El-Nagerabi, Al-
Bahry, Elshafie & AlHilali, 2012; Ferreira et
al., 2013; Passone, Girardi, & Etcheverry,
2013; Manso, Pezo, GOmez-Lus, & Nerin,
2014), mas pouco se sabe sobre a
efetividade destes produtos sobre o
crescimento das espécies de Aspergillus e

sua producdo de OTA.

Objetivos

a) Avaliar a eficicia de diferentes niveis
de concentragcdo do 6leo de Neem
sobre parametros do crescimento:
fase Lag e velocidade de crescimento
de seis cepas ocratoxigénicas de
Aspergillus carbonarius.

b) Avaliar o potencial do 6leo de Neem
no controle da produgcdo de OTA
pelas cepas de A. carbonarius

cultivadas em agar Czapek extrato de



levedura (CYA) em diferentes tempos
de incubacéo.

Material e Métodos

Cepas fungicas

As cepas de Aspergillus carbonarius
utilizadas foram: duas cepas de referéncia
(FRR5690 e A2034) do Centro de Colecédo
CSIRO (Australia) e quatro cepas de A.
carbonarius (RCG1l, RCG2, RCG3 e
RCG4) isoladas de uvas na Argentina,
todas produtoras de OTA no meio YES
(2% extrato de levedura, 15% sacarose)
(Magnoli, Violante, Combina, Palacio, &
Dalcero, 2003). As cepas foram mantidas
em glicerol (15%, Sigma-Aldrich) a -80°C.

Meios de cultura

Para este estudo foi utilizado Oleo de
Neem comercial. Solu¢des estoque de
O0leo de Neem foram preparadas em
dimetilsulfoxido (DMSO, Merck) para se
obter niveis de concentracdo a 0,1, 0,3,
0,5 e 1,0% resultando em solucdes
homogéneas, que posteriormente foram
adicionados ao meio CYA previamente
autoclavado. Placas contendo meio CYA
sem adicdo do Neem foram utilizadas

como controle.

Condic¢des de inoculagéo e incubacéo
Foi feita uma suspensao de conidios (1 x
10° conidios/mL) a partir de col6nias de 7

dias, cultivadas em meio agar extrato de

malte 2% (MEA). Com o auxilio de uma
seringa estéril foram realizadas
inoculagbes centrais de 10 pL em cada
placas de Petri. As placas de mesma
concentracdo foram seladas em sacolas
de polietileno. As triplicatas realizadas de
cada tratamento foram incubadas em

temperatura 25°C + 2 durante 2 semanas.

Avaliagéo de crescimento
Foram feitas duas medidas
perpendiculares diarias dos didametros das
colbnias em crescimento, sempre nos
mesmos angulos, até que as colbnias
atingissem as bordas das placas. A
porcentagem de inibicdo do crescimento
foi calculada de acordo com o diametro
alcancado em cada tratamento em relacao
ao controle. O raio das coldnias foi plotado
contra o tempo e uma regressao linear foi
aplicada para obter a fase lag, que foi
definida como o tempo, em horas, para

atingir 5 mm de diametro.

Extracdo de ocratoxina A da cultura

A producdo de OTA foi analisada através
de metodologia adaptada de Bragulat,
Abarca, & Cabafies (2001) ap6s 2, 7 e 10
dias de incubacédo. Foram retirados trés
plugues de pontos equidistantes das
col6nias para microtubo, e posteriormente
foi realizada a extracdo com 1 mL de
metanol. Os microtubos foram
centrifugados a 14000 rpm (rotacbes por

minuto) durante 10 minutos, e



posteriormente, esta solucdo foi filtrada
(fitro de seringa, 17 mm, 0,45 pm,
membrana de nylon), e evaporada até a
secagem completa da fase liquida. Estes
extratos foram entdo ressuspendidos em
200 pL de fase movel e injetados no
sistema de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE).

Deteccéo e quantificacdo de OTA

A OTA foi detectada e quantificada por
CLAE de fase reversa com detector UV-
Vis (Aexc 330 nm; Aem 460 nm), utilizando
uma coluna Cis (Supelcosil LC-ABZ,
Supelco; 150 x 4,6 mm, 5 um tamanho de
particula), conectada a uma pré-coluna
(Supelguard LC-ABZ, Supelco; 20 x 4,6
mm, 5 um tamanho de particula). A fase
movel (acetonitrila : agua : acido acético,
57:41:2) foi bombeada a 1,0 mL/min. O
volume de injecéo foi de 100 pL e o tempo
de retencdo 4 + 1 minutos. O limite de
deteccdo das andlises foi 1 ng/g
(Scudamore & McDonald, 1998).

Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram conduzidas
usando o PROC GLM no programa SAS
(SAS Institute Inc., Cary, North Carolina,
USA). As diferencas entre a porcentagem
de inibicdo de crescimento, fase lag e a

producdo de OTA, sob as diferentes

concentracdes de Oleo de Neem, pelas
seis cepas de Aspergillus carbonarius a 2,
7 e 10 dias foram analisadas
estatisticamente por andlise de variancia
(ANOVA). Os valores médios foram
comprados com o teste LSD para
determinar a influéncia do 6leo de Neem
sobre a ecofisiologia das cepas testadas

(Quinn & Keogh, 2002).

Resultados e Discussao

Efeitos do O6leo de Neem sobre os
parametros de crescimento das cepas
de Aspergillus carbonarius

O efeito de diferentes concentracdes de
O0leo de Neem sobre a porcentagem de
inibicdo de crescimento das cepas de A.
carbonarius analisadas em meio de
cultura CYA é evidenciado na Figura 1.
Dentre as concentracdes de oOleo de
Neem avaliadas, apenas a 0,3% inibiu
completamente o crescimento das cepas
de A. carbonarius (98,4% = 1,0); a
concentracdo de 1,0% inibiu 64,8% * 4,5,
ja a concentracdo de 0,5% teve efeito
antifangico baixo, inibindo apenas 41,1%

+ 50. Na concentragdo de 0,1% a
porcentagem de crescimento foi variavel
dependendo da cepa analisada. A
eficiéncia do 6leo depende principalmente

da concentracéo utilizada.
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Cepas de Aspergillus carbonarius
Figura 1: Percentagem de inibicdo do crescimento de seis cepas de Aspergillus carbonarius

em diferentes concentracdes de 6leo Neem.

A média da fase lag (h) das seis cepas de
A. carbonarius nos diferentes niveis de
concentracao de 6leo de Neem pode ser
observada na Tabela 1. Valores similares
da fase lag foram observados entre as
seis cepas testadas e os tratamentos de
0,5% e 1,0% de Oleo de Neem, sem
(P<0,0001).

diferenca significativa

Entretanto ao utilizar 0,1%, a fase lag
aumentou, variando de 53,2 para 171,7
horas para as cepas A2034 e RCG1,
respectivamente. Na concentracdo de
0,3% houve aumento significativo na fase
lag, tendo apenas uma cepa (RCG4) sido
capaz de atingir a fase exponencial

durante o periodo avaliado.

Tabela 1: Fase lag (horas) das seis cepas de Aspergillus carbonarius testadas a cinco

concentracdes diferentes de 6leo de Neem.

Niveis de concentragdo de 6leo de Neem (%) + DP

Cepas 0 (controle) 0,1 0,3 0,5 1,0
FRR5690 7,5+ 3,8 101,7 + 26,9% >24072 29,6 +1,3¢ 52,5+ 2,69
A2034 5617 53,2 + 8,20 >2402 16,6 + 4,2 40,7 + 4,5°
RCG1 13,2 +0,8f 171,7 + 297,3° >2402 31,9 +6,2¢ 40,5 + 6,7¢
RCG2 8,419 87,6 £4,1% >2402 26,5+ 2,0 45,8 + 3,3%f
RCG3 2,9 +255,0 69,4 + 120,3° >2402 18,0 + 3,7 34,6 + 13,9°
RCG4 6,0 £ 0,5 154,0 £ 15,4°¢ 36,0 + 6,9° 15,7 + 3,6' 47,9 + 0,79

DP: desvio padrao.

27| etras minGsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,0001).



Trabalhos anteriores sobre os efeitos de
compostos naturais ou sintéticos foram
feitos avaliando o crescimento e produgéo
de aflatoxinas por espécies Aspergillus
secao Flavi. Gowda, Malathi e Suganthi
(2004) estudaram os efeitos de compostos
guimicos e herbais sobre o crescimento
de outras espécies toxigénicas, como o A.
parasiticus, e observaram que o Oleo de
Neem a 0,5% tem moderada atividade
antifingica (84% de reducdo em
comparagdo ao grupo controle). Uma
menor porcentagem de reducéo (51%) foi
observada por Zeringue e Bhatnagar
(1994), que estudaram os efeitos de

folhas de Neem submersas em culturas

inoculadas com o A.
Razzaghi-Abyaneh,  Allameh,  Tiraihi,
Shams-Ghahfarokhi e Ghorbanian (2005)
confirmaram os resultados obtidos pelos

parasiticus.

autores anteriormente mencionados uma
vez que as folhas de Neem e os extratos
de suas sementes podem causar
alteragbes morfolégicas nos micélios
expostos e levar a destruicao celular.

Os dois fatores (concentracfes de 6leo de
Neem e cepas) assim como as vias de
interagdo tem um efeito significativo
(P<0,0001) sobre a

crescimento e a fase lag das cepas

inibicio  do

estudadas de Aspergillus (Tabela 2).

Tabela 2: Andlise de variancia dos efeitos de diferentes concentracdes (C) do 6leo de Neem

sobre a inibicdo do crescimento e a fase lag de seis cepas de A. carbonarius (ST).

Inibicdo do crescimento Fase Lag
Origem GL?®
QMm?® F° QMm?® F°
ST 5 322,28 25,85* 59483,50 46,73*
C 3 10974,36 880,21* 661501,00 519,68*
ST*C 15 288,03 23,10* 47610,54 37,40*%

4Graus de liberdade. PQuadrado médio. °F-Snedecor.

*Significancia P<0,0001.

Efeitos do oOleo de Neem sobre a
producdo de OTA pelas cepas de
Aspergillus carbonarius

O efeito dos diferentes tratamentos com
0leo de Neem sobre a produgédo de OTA

pelas cepas testadas de A. carbonarius

apos 2, 7 e 10 dias de incubacéo, estdo

expostos na Tabela 3.



Tabela 3: Concentrag&o de ocratoxina A produzida pelas seis cepas de Aspergillus
carbonarius em diferentes concentracdes de 6leo de Neem e tempos de incubacéo.

Tempo de Concentracdo de OTA (ng/g)* + DP
Cepas  Incubagdo 0% 01%  03% 0,5 % 1,0 %
(dias)
625 368.8
2 +4,79 nd nd +34,3° nd
2351 637,7 28172
FRR5690 ! + 65,8 nd nd + 35 49 +219,0°
0 334,3 i 282 986,3 2954 7
+7.4° + 3,20 + 86,0° +54 42
1179 468.9 1105
2 +21e nd nd + 239,3¢ +4,0°
2254 + 13.8 + 6244 4545
A2034 ! 10,19 0,0 nd +18.4P +4 5¢
0 3257 + 221+ . 7413 + 720.2
156,9¢ 2 oef 21 62 + 1,3
203.2 232.3 168.0
2 + 112,79 nd SC + 259 +12 2N
278.8 + 258.0 268,1
RCG1 7 L0 nd e B0° e
396,5 432.8 2585
10 +7,7° nd SC +1,0° + 26,5
, 102.6 o iy 512.8 1002
+6,4f9 + 30,7¢ +11,0f
573,2 22812 1808.3
RCG2 ! +19,2¢ nd nd +79,1° +50,4°
758.6 + 1784.9 61645
10 58,6¢ nd nd +10,2¢ + 329 42
, 282.6 . ; 297.7 280.1
+ 19,40 n n + 28,7% + 54, 1%
3932 + 2066,2 + 1904,1 +
RCG3 ! 82,2¢ nd nd 179,25 218,7"
528.6 + 1569,9 + 3054,8 +
10 268,3¢ nd nd 657,9¢ 100592
864 5420 +
2 +75 nd nd 41.1° nd
160.7 1835 1507.3
RCG4 7 16,1° nd nd 1550 +9,.4b
203,8 278.6 2103.7
10 +6,8¢ nd nd + 16,5 +102.9°

* Niveis médios de OTA; DP: desvio padrédo; SC: sem crescimento; nd: ndo detectado (limite de
deteccdo 1 ng/g).

%9 Letras minusculas diferentes, na avaliacdo de cada cepa, indicam diferenca significativa
(P<0.0001).



Nas concentragdes de 0,1% e 0,3% de
6leo de Neem, houve uma completa
inibicdo da produgéo de OTA nas quatro
cepas argentinas, isoladas em laboratorio,
a partir de amostras de uva; ja as duas
cepas de referéncia testadas (FRR5690 e
A2034) produziram baixos niveis médios
de OTA (282 e 221 nglg,
respectivamente) a 10 dias de incubacéo.
A auséncia da producédo de OTA também
foi observada aos 2 dias de incubacéo e
com a utilizacao de 1,0% de 6leo de
Neem nas cepas FRR5690 e RCG4; no
entanto, aos 7 e 10 dias de incubacéo
houve um estimulo exagerado sobre a
producao desta toxina. Este aumento de
producao da micotoxina também ocorreu
com a utilizacédo de 0,5% de 6leo de
Neem em todos os tempos de incubacéo.
As cepas de referéncia (FRR5690 e
A2034), em todos o0s tratamentos
mostraram um aumento na producao da
OTA, a medida que houve um aumento

nos tempos de incubac¢do. No entanto,

para a cepa RCG1 a 1,0%, e RCG2 e
RCG3 a 0,5% a maior concentracdo da
OTA ocorreu em 7 dias de incubacao; ja
para a cepa RCG4 a maior foi com 2 dias
de incubacéo.

Para os tratamentos de 0,5% e 1,0%
houve um aumento na producéo de OTA,
em cinco de seis cepas, com excecdo da
cepa RCG1 que apresentou inibicdo de
34,8% com Oleo de Neem a 1,0%. Em
contrapartida, estas duas concentracdes
estimularam a producdo de OTA ao final
do periodo de incubacdo de 2951 e
883,98%, 227,6 e 221,14%, 235,28 e
812,6%, 182,8 e 239,3%, 136,68 e
1032,31% para as cepas FRR5690,
A2034, RCG2, RCG3 e RCG4,
respectivamente.

Os fatores concentracdo do Oleo de
Neem, cepas e tempo de incubacao,
assim como as vias de interagdo tiveram
um efeito significativo na producdo de
OTA pelas cepas de A. carbonarius
estudadas (P<0.0001) (Tabela 4).

Tabela 4: Analise de variancia do efeito de diferentes concentragdes (C) de 6leo de Neem

sobre a producdo de ocratoxina A (OTA) pelas cepas de Aspergillus carbonarius (ST) nos

trés tempos de incubacéo (TI).

Producgéo de OTA

Fonte GL?
QM® Fe
ST 5 1,12 89,97
C 98,45 7912,27
IT 10,18 818,57
ST*C*TI 78 0,75 61,04

4Graus de liberdade. "Quadrado médio. °F-Snedecor. *Significancia P<0,0001.



Zeringue, Shih e Bhatnagar (2001)
estudaram os efeitos do Oleo de Neem
clarificado sobre o crescimento em meio
liquido e placas de cultura do fungo
aflatoxigénico  Aspergillus  spp., que
resultou em aumento de 11-31% da
massa do micélio. Garcia e Garcia (1990)
encontraram resultados concordantes com
0S autores previamente mencionados,
visto que descreveram que o Neem néo
inibiu nem o crescimento nem a producdo
de aflatoxinas por Aspergillus flavus e A.
parasiticus.

A estimulacdo exagerada na producdo de
OTA néo foi observada por Razzaghi-
Abyaneh et al. (2005) que encontraram
91,3% e 65,4% de reducdo na producdo
de aflatoxinas pelo A. parasiticus por ug
de micélio, quando avaliado os efeitos das
folhas e extratos de semente de Neem.
Enquanto  muitos compostos foram
eficientes na inibicdo do crescimento e
producado de aflatoxinas, outras
apresentaram efeitos estimulantes
afetando a biossintese e bioregulagdo de
aflatoxinas (Zaika & Buchanan, 1987).
Atualmente as informagBes sobre os
mecanismos de acdo destes compostos
sobre as espécies de Aspergillus spp.

ainda sdo bastante limitadas.

Concluséo
Os resultados encontrados indicam que o

uso do 6leo de Neem em baixas

concentracdes como 0,1% e 0,3%, € uma
boa possibilidade como antifingico para
reduzir o crescimento micelial das seis
cepas  toxigénicas de  Aspergillus
carbonarius e inibicdo da producdo de

OTA.
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