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RESUMO

Varias etapas do processamento de alimentos, como cultivo, colheita ou
armazenamento, estdo susceptiveis a contaminagdo por microrganismos,
principalmente de fungos filamentosos. A presenga de fungos filamentosos em
alimentos é preocupante, ndo somente pelo rapido crescimento e decomposigao,
mas também pela possivel presenca de espécies produtoras de micotoxinas. A
industria alimenticia dispde de diversos métodos fisicos e quimicos de conservagéo,
0s quais sao empregados a fim de inibir a proliferacdo de microrganismos. Dentre
eles, os agentes quimicos antimicrobianos ainda sdo muito empregados, porém, a
utilizacdo dos antimicrobianos sintéticos tem sido questionada quanto a seus efeitos
na saude humana e no meio ambiente. Os antimicrobianos de origem natural
surgem como alternativa aos antimicrobianos sintéticos, podendo ser aplicados na
conservagao de alimentos, na formulagcdo de cosméticos e medicamentos. Nas
ultimas décadas, a moringa (Moringa oleifera), se tornou alvo de pesquisas,
sobretudo quanto as suas propriedades antimicrobianas. O presente trabalho avaliou
a atividade antifungica da Moringa oleifera sobre as espécies de fungos produtores
de micotoxinas Aspergillus flavus, Asperqillus carbonarius, Aspergillus ochraceus e
Aspergillus parasiticus, verificando o potencial fungistatico e fungicida do dleo das
sementes de moringa e do extrato das folhas de moringa. Constatou-se que o dleo
de sementes de moringa e o extrato de folhas de moringa atuam na inibigcdo de
fungos A. flavus, A. carbonarius, A. ochraceus e A. parasiticus, apresentando maior
percentual de inibicdo sobre A. carbonarius e A. ochraceus. O 6leo de sementes de
moringa apresentou concentragcdo minima inibitéria de 100 mg/mL sobre os fungos
Aspergillus carbonarius e Aspergillus ochraceus e concentragao minima fungistatica
de 100 mg/mL sobre Aspergillus carbonarius. O extrato de folhas de moringa
apresentou concentragdo minima inibitéria de 3 mg/mL sobre os fungos Aspergillus
carbonarius e Aspergillus ochraceus e concentragao minima fungistatica de 3 mg/mL
sobre Aspergillus carbonarius. Ambos os tratamentos apresentaram percentual de
inibicdo abaixo de 90% sobre os fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus,
impossibilitando a determinagdo das concentragcdes minimas inibitérias sobre estes
fungos. Nas concentragbes testadas, o 6leo de sementes de moringa e o extrato de
folhas de moringa ndo apresentaram atividade fungicida.

Palavras-chave: Moringa oleifera, Aspergillus sp., micotoxinas, antifungico,

fungicida.



ABSTRACT

Several stages of food processing, such as cultivation, harvesting or storage, are
susceptible to contamination by microorganisms, especially filamentous fungi. The
presence of flamentous fungi in food is worrying, not only for the rapid growth and
decomposition, but also for the possible presence of mycotoxins producing species.
The food industry has several physical and chemical methods of conservation, which
are employed in order to inhibit the proliferation of microorganisms. Among them,
antimicrobial chemical agents are still widely used, but the use of synthetic
antimicrobials has been questioned about their effects on human and environment
health. Natural antimicrobials are an alternative to synthetic antimicrobials, and can
be applied to food preservation, cosmetics and medicines. In the last decades,
moringa (Moringa oleifera), has become the target of research, mainly regarding its
antimicrobial properties. The present work evaluated the antifungal activity of
Moringa oleifera on the species of mycotoxins producing fungi Asperqillus flavus,
Aspergillus carbonarius, Aspergillus ochraceus and Aspergillus parasiticus. . It was
verified that the moringa seeds oil and the moringa leaves extract act in the inhibition
of fungi A. flavus, A. carbonarius, A. ochraceus and A. parasiticus, with a higher
percentage of inhibition against A. carbonarius e A. ochraceus. Moringa seed oll
showed minimal inhibitory concentration of 100 mg/mL against the fungi Aspergillus
carbonarius and Aspergillus ochraceus and minimal fungistatic concentration of 100
mg / mL against Aspergillus carbonarius. The extract of moringa leaves presented
minimum inhibitory concentration of 3 mg/mL against the fungi Aspergillus
carbonarius and Aspergillus ochraceus and minimal fungistatic concentration of
3mg/mL against Aspergillus carbonarius. Both treatments showed a percentage of
inhibition below 90% on the fungi Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus,
making the determination of minimal inhibitory concentrations impossible. At the
concentrations tested, the moringa seed oil and the moringa leaf extract showed no
fungicidal activity.

Key words: Moringa oleifera, Aspergillus sp., Mycotoxins, antifungal, fungicide.
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1. Introducao

Nas ultimas décadas, a busca pela redugao de aditivos quimicos antimicrobianos
na industria alimenticia tem sido constante, bem como tem sido crescente o numero
de microrganismos resistentes aos antimicrobianos sintéticos convencionais.
(NAZZARO et al., 2017)

A contaminagdo microbiana sempre foi uma grande preocupacdo para a
agroindustria. Devido suas caracteristicas altamente nutricionais, os alimentos estédo
suscetiveis a proliferagdo de microrganismos, os quais atuam na deterioragdo dos

produtos alimentares, tornando-os improprios para consumo.

Seja no cultivo, na colheita ou no armazenamento, diversas culturas estédo
susceptiveis a proliferagcdo de fungos filamentosos, mais do que a bactérias e
leveduras. (EVANGELISTA, 2008; IMANAKA, OLIVEIRA e TANIWAKI, 2010) A
contaminagao dos alimentos por fungos filamentosos se torna preocupante, nao
somente pela rapida proliferagcdo, mas também pela produ¢cdo de micotoxinas.
(BENNETT, 1987)

Micotoxinas s&o compostos quimicos toxicos, produzidos naturalmente por
fungos filamentosos como metabdlitos secundarios. Apresentam grande diversidade
quimica, sendo assim agrupados somente pela caracteristica de toxicidade a
humanos e outros vertebrados.(BENNETT, 1987) Dentre as mais de 400 toxinas ja
catalogadas, as de maior ocorréncia em alimentos sao as aflatoxinas, citrinina,
ergotamina, fumonisinas, ocratoxina, patulina, zearalenona e tricotecenos.
(SOARES, ABRUNHOSA e VENANCIO, 2013; BENNETT e KLICH, 2003)
Micotoxinas estdo presentes em diversas culturas, como cereais, frutas e gréos,
sendo persistentes em sucos e vinhos. (FOOD INGREDIENTES BRASIL, 2009)

Atualmente, a industria alimenticia dispbée de diversos métodos fisicos e
quimicos de conservagao, os quais sao empregados a fim de inibir a proliferagao de
microrganismos e manter as caracteristicas fisicas, sensoriais e nutricionais. Dentre
eles, os agentes quimicos antimicrobianos ainda sdo muito empregados na industria
de alimentos. (ORDONEZ et a, 2005)

Apesar de garantir a seguranca alimentar dos produtos, a utilizagdo dos

antimicrobianos sintéticos tem sido questionada quanto a seus efeitos na saude
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humana e no meio ambiente. (PERIAGO e MOEZELAAR, 2001; SPADOTTO, 2009)
Dessa forma, a busca por novas moléculas antimicrobianas de origem natural tem
sido alvo de pesquisas cientificas. O reino vegetal tem se destacado devido a
grande variedade de espécies e presenca de fitocompostos bioativos. Plantas com
propriedades antimicrobianas tém sido empregadas desde o principio da
humanidade, seja na medicina tradicional, na conservagéo de alimentos ou no
combate a pragas. O conhecimento empirico sobre as propriedades dessas
espécies tem sido passado ao longo das geragdes, e atualmente servem de guia
para estudos que buscam comprovar, cientificamente, sua atividade antimicrobiana.
(FILHO e YUNES, 1997)

Os antimicrobianos de origem natural surgem como alternativa aos
antimicrobianos sintéticos, podendo ser aplicados n&do somente na conservagao de
alimentos, mas também na formulacdo de cosméticos bioativos, medicamentos
antibacterianos e antifungicos e até mesmo ser incorporado em curativos e préteses
cirurgicas. (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2010 A. 2010b, SIMONETTI, 2006)

Algumas espécies ja conhecidas popularmente, tém suas propriedades
antimicrobianas comprovadas na literatura, como Capim limdo (Cymbopogon
citratus), hortela pimenta (Mentha piperita L.), erva cidreira (Lippia alba), Gengibre
(Zingiber oficinalles) e agafrao (Curcuma longa). (CORTEZ ET AL, 2015; RAMOS et
al. 2017; SOARES, 2009) Nas ultimas décadas, a moringa (Moringa oleifera) se
tornou alvo de pesquisas, sobretudo quanto suas propriedades antimicrobianas.
Husnan e Alkahtani (2016) demonstrou a atividade inibitéria do extrato de folhas de
moringa sobre Bacillus cereus; Escherichia coli; Staphylococcus aureus;
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Enterococcus cloacae; Salmonella
typhi, Alternaria sp., Proteus wvulgaris, Aspergillus. niger, Aspergillus flavus,
Penicillium italicum, Fusarium oxysporum, Rhizopus stolonifer, Candida albicans,
Candida parapsilosis. Riad e Abdallah (2014) confirmaram a atividade
antimicrobiana do extrato e 6leo de sementes de moringa sobre Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Altenaria solani, Altenaria alternate, Rhizoctonia solani,

Sclerotium rolfsii e Macrophomina phaseolina.

Diante desse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antifungica da Moringa oleifera sobre fungos Aspergillus sp. produtores de
micotoxinas, verificando o potencial fungistatico e fungicida do 6leo das sementes
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de moringa e do extrato de folhas de moringa a partir da determinagdo da
concentragdo minima inibitéria (CMI) e a concentracdo minima fungicida (CMF) do
oleo de sementes de moringa e do extrato de folhas de moringa sobre os fungos
Aspergillus flavus, Aspergillus carbonarius, Aspergillus ochraceus e Asperqillus

parasiticus.
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2. Referencial tedrico

2.1. Antimicrobianos naturais e suas aplicagcoes industriais

Desde o principio da humanidade, produtos naturais sdo empregados pelo
homem, seja para fins medicinais, controle de pragas, fins cosméticos ou
conservagdo de alimentos. Porém, com o avango tecnolégico e a evolugdo dos
processos de sintese quimica, os fitocompostos cederam lugar aos compostos

sintetizados quimicamente.

Contudo, nas ultimas décadas, nota-se um crescente movimento defensor de
produtos de origem natural, impulsionando a pesquisa e desenvolvimento de
produtos bioativos em diferentes setores da industria. Tal crescimento pode estar
relacionado a evolugéao cientifica, sobretudo dos estudos quimicos e farmacoldgicos
destinados a comprovar a eficacia terapéutica de plantas medicinais

tradicionalmente empregadas na medicina popular (FILHO e YUNES, 1997)

Na industria farmacéutica, as plantas medicinais apresentam importante papel
no desenvolvimento de medicamentos a base de fitocompostos. Plantas medicinais
sdo aquelas capazes de tratar enfermidades, sendo empregadas popularmente
como chas ou infusbes. A partir do momento que determinada planta medicinal é
industrializada para se obter um medicamento, tem-se o fitoterapico. (ANVISA,
2016)

Estimava-se em 2011, que em torno de 25% dos medicamentos atuais sao
desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de plantas, sobretudo pela aplicagao
da medicina popular aos conceitos cientificos e tecnolégicos atuais. (CALIXTO et
al., 2001) Grande parte da populacdo brasileira utiliza de produtos a base de
plantas medicinais em seus cuidados com a saude, seja apoiado aos
conhecimentos da medicina tradicional ou aos sistemas oficiais de saude, sob os
principios e diretrizes do Sistema Unico de Saude (SUS).(BRASIL, 2012)

Em 2016 a ANVISA publicou o Memento Fitoterapico da Farmacopeia Brasileira,
visando orientar a prescricdo de plantas medicinal e fitoterapica, catalogando 29
espécies segundo seu nome cientifico e popular. Este documento foi baseado em
conteudos cientificos e apresenta informagdes quanto a indicacdo terapéutica,

posologia, contraindicagoes, entre outras informagdes destinadas a orientar a
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prescricao destas espécies para fins terapéuticos. Dentre as espécies catalogados
se encontram fitoterapicos indicados no tratamento de doencas do trato respiratorio,
depresséo, queimaduras, doencgas do trato gastrointestinal, doengas venosas, entre
outras; como alternativa ou complemento aos medicamentos sintetizados
quimicamente; além de compostos indicados como antissépticos e antimicrobianos.
(ANVISA, 2016)

O conhecimento e comprovagao da atividade antimicrobiana de fitocompostos
vém sendo alvo de estudos nas ultimas décadas, sobretudo com o crescente

desenvolvimento de bactérias resistentes aos antibidticos tradicionais.

Oleos e extratos vegetais com propriedades antimicrobianas ja vém sendo
aplicados em proteses dentarias e € crescente o estudo para aplicagdo destes
compostos bioativos em revestimentos de proteses cirdrgicas, a fim de evitar a
formacao de biofilmes e rejeicdo (ARAUJO, 2014; SIMONETTI, 2006) Para isso tem
sido estudada a geracdo de nanoparticulas a partir de extratos vegetais. Além de
facilitar a aplicagcédo em diversos materiais, o tamanho extremamente reduzido das
nanoparticulas podem intensificar as propriedades bioativas da planta.
Nanoparticulas de prata ja sdo reconhecidas como antimicrobianos e vem sendo
associadas a conservagao de alimentos. (SAORIN, 2015) Porém Araujo (2014)
demonstrou ser possivel produzir nanoparticulas bioativas a partir da goma de
cajueiro, sendo o primeiro estudo a comprovar a eficacia desse tipo de nanoparticula

na inibicao de fungos e bactérias.

Os fitocompostos encontrados nas plantas medicinais sdo empregados nao
somente na industria farmacéutica, mas também na industria cosmética. Extratos de
vegetais sdo aplicados como base na elaboragdo de cosméticos; seja por suas
propriedades hidratantes, emolientes, aromaticas, antioxidantes, corantes ou
antimicrobianas. (RUIVO, 2012) A escolha de extratos ou compostos de plantas &
baseada em diversos fatores, como atividade bioldgica, estabilidade e sinergia,
avaliagdo toxicologica, entre outros aspectos; de modo a garantir estabilidade,
seguranga e eficiéncia do produto final. (SANTOS, CORREA e CORILLI, 2015)

Os antimicrobianos naturais, capazes de inibir o crescimento de fungos,
bactérias e leveduras, vém sendo empregados tanto na agroindustria quanto na

industria de alimentos e bebidas, de forma a garantir a seguranga alimentar e
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qualidade dos alimentos. Especiarias e Oleos essenciais s&o empregados na
industria alimenticia como conservantes naturais, uma vez que possuem agao
antimicrobiana, reduzindo ou eliminando as bactérias patogénicas e prolongando o
tempo de prateleira dos alimentos. (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2010b)

Ha anos o uso de compostos naturais vem crescendo, sobretudo, na industria
Europeia, sendo combinados com outras técnicas de controle, como a analise de
riscos e o controle de pontos criticos. Em alguns paises, como a Nigéria, extratos
naturais com propriedades conservantes sdo mais utilizados do que os
antimicrobianos sintéticos. (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2010b)

2.2. Compostos bioativos em vegetais

Oleos vegetais sdo 6leos naturais, extraidos de sementes, castanhas e algumas
frutas e sdo constituidos principalmente de triacilgliceréis e pequenas quantidades
de mono e diacilglicerdis, as quais variam de acordo com a espécie e parte vegetal
empregada. (NELSON, 2011). Os dleos vegetais sdo comumente empregados na
industria de alimentos e cosméticos, devido suas propriedades nutricionais e
hidratantes. A prensagem a frio € a maneira mais simples de se obter 6leos
vegetais, mas em casos de dificil extragcdo e para obtencdo de dleos de maior
pureza, empregam-se os metodos de extracdo por solvente ou métodos mais
elaborados, como extracdo por fluido pressurizado, a extragdo com fluido

supercritico, a extragao por microondas e extragao por sonicagao. (Fonseca, 2012)

Diferentemente dos Oleos vegetais, os 6leos essenciais sdo compostos volateis
de composig¢ao complexa. (KOKETSU E GONCALVES, 1991) Portanto, no ponto de
vista fisico-quimico, 6leos essenciais ndo podem ser considerados dleos, sendo
assim chamados devido a hidrofobicidade e lipossolubilidade caracteristicas.
Segundo Bajpai et al.(2008), citado por Valeriano et al. (2012) “os 6leos essenciais
sdo constituidos por uma mistura de compostos, principalmente monoterpenos,
sesquiterpenos, e derivados oxigenados (alcoois, aldeidos, éster, éteres, cetonas,
fendis e oxidos)”. Os oOleos essenciais podem ser obtidos a partir de diferentes
partes da planta; flores, folhas, caule, sementes e frutos; por destilagdo a vapor ou
hidrodestilagdo. (KOKETSU e GONCALVES, 1991)

Muitas vezes, a extragdo de 0leos vegetais e 6leos essenciais apresentam baixo

rendimento. Neste caso podem-se extrair os compostos ativos da planta por meio de
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preparagbes concentradas chamadas de extratos vegetais. Os extratos vegetais
sdo comumente preparados a partir de matérias-primas secas, como caule, folhas,
flores ou raizes; as quais sdo maceradas e submetidas a extracdo por solvente.
Apos determinado tempo de extracao, a solugéo é filtrada e submetida a evaporacéo
para remogao total ou parcial do solvente. (FOOD INGREDIENTES BRASIL, 2010a)

Tanto os oOleos e extratos vegetais quanto os 6Oleos essenciais s&o ricos em
compostos secundarios, metabdlitos produzidos por vegetais que atuam como
defesa contra o ataque de herbivoros e microrganismos patogénicos. (ELDIN e
DUNFORD, 2001)

Devido o baixo rendimento e alto custo do processo de extragao de oOleos
essenciais, ha uma tendéncia em se estudar a aplicagdo de oleos e extratos
vegetais como antimicrobianos, pois apresentam processos de extragdo mais

simples, rentaveis e de baixo custo.

2.3. Moringa e suas propriedades antimicrobianas.

A Moringa oleifera, conhecida popularmente como moringa, € uma planta
arbdrea da familia Moringécea, nativa da india e atualmente difundida pelo mundo.
E uma arvore de rapido crescimento, podendo atingir mais de 10 metros de altura e
seu tronco apresentarem entre 20 e 40 centimetros de didmetro, cuja casca verde
acinzentada pode apresentar aparéncia levemente grossa. Sua fruta consiste em
uma vagem alongada de comprimento entre 10 e 50 centimetros (Figura 1), a qual
abriga sementes aladas protegidas por uma casca semipermeavel (Figura 2).
Apresenta vasta folhagem (Figura 3) e suas flores (Figura 4) abundantes
apresentam perfume sutil e coloragao variante entre branco, creme e avermelhada.
(BIDIMA, 2016; HDRA, 2002)



Figura 1. Vagem de Moringa oleifera

Fonte: BENEDITO (2008)

Figura 2. Sementes de Moringa oleifera

Fonte: BENEDITO (2008)
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Figura 3. Folhagem de Moringa oleifera

Fonte: BENEDITO (2008)

Figura 4. Flores de Moringa oleifera

Fonte: BENEDITO (2008)
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Muitas propriedades séo atribuidas a Moringa oleifera, sendo empregada na
alimentagdo humana e animal, na medicina tradicional, na purificagdo de agua,
como fertilizante e pesticida natural, entre outros usos. (HDRA, 2002) O dleo de
moringa pode ser empregado no preparo de alimentos, na fabricagdo de cosméticos
e até mesmo na producgio de biodiesel. A torta resultante da extragdo do déleo pode
ser utilizada como fertilizante e condicionador de solo, ou adicionada a alimentagao
animal. (SANTANA et al., 2010) O extrato de moringa tem sido utilizado como
alternativa na purificagdo da agua, reduzindo ndo somente os agentes poluentes,

mas também a carga microbiana. (LEONE et al., 2016)

Nas ultimas décadas, a Moringa oleifera vem sendo alvo de muitos estudos
devido suas propriedades antimicrobianas. Oleos e extratos obtidos a partir de
sementes, folhas e flores de moringa tem demonstrado atividade contra fungos e

bactéria como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana de derivados de Moringa oleifera descritos em

literatura.
. Parte ; .
Material Microrganismos testados Resultados Fonte
vegetal
, , o Demonstrou propriedades
Bacillus cereus, Bacillus subtilis - .
. antimicrobianas sobre
Extrato Folhas Staphylococcus aureus, Sarcina bactérias aram positivas Pal et al.
vegetal lutea, Escherichia coli e 9 P ’ (1995)
. ! gram negativas e
Mycobacterium phlei. . o
micobactérias testadas.
Ambos apresentaram
Extrato Trichophyton rubrum, atividade sobre T. rubrum,
vegetale Folhas e Trichophyton mentagrophytes, T. mentagrophytes, E. Chuang et al.
6leo sementes Epidermophyton xoccosum e xoccosum e M. (2007)
essencial Microsporum canis. canis e pouca atividade
sobre fungos dermatdfilos.
Ambos possuem atividade
. , . ante as cepas de C.
\I/E:treatt;)l Fltcz)arli:)sS e Candida a/b/c;:j;/;)i,s Microsporum albicans e M. canis in R()((él‘(!ﬁl 1e;c al
9 ’ vitro e baixa toxicidade no
modelo de Artemia sp.
. Alternaria sp., Aspergillus flavus,  Apresentou inibicdo dos
Oleo Folhas Aspergillus niger, Aspergillus fungos Fusarium sp., Guimaraes
essencial ochraceus, Fusarium sp. Aspergillus flavus e (2014)
Penicillium sp. e Rhizopus sp Alternaria sp.
Fusarium oxysporum, Fusarium
Extrato Solani, Alternaria solani, Ambos apresentaram Riad e
vegetal e Sementes Alternaria atividade iﬁibitéria sobre Abdallah
éleo alternate, Rhizoctonia solani, todas espécies testadas (2014)
vegetal Sclerotium rolfsii e P '
Macrophomina phaseolina
Ambos os extratos,
Extrato Folhas Rhizopus stolonifer e metanohcgtﬁaacetato de Zaffer et al.
vegetal Microsporum gypseum mostraram atividade (2015)
antifungica.
Bacillus cereus; Escherichia coli;
Staphylococcus aureus;
Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumonia,
Enterococcus cloacae; Apresentou inibicio ante Husnan e
Extrato Folhas Salmonella typhi, Alternaria sp., t% dos micror a(r;ﬂsmos Alkahtani
vegetal Proteus vulgaris, Aspergillus. testa d%s (2016)

niger, Aspergillus flavus,
Penicillium italicum, Fusarium
oxysporum, Rhizopus stolonifer,
Candida albicans, Candida
parapsilosis
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A composigcdo quimica de derivados de moringa revela uma grande variedade
de compostos biologicamente ativos, dentre eles compostos fendlicos, taninos,
alcaldides, saponinas, terpenos, acidos graxos de cadeia longa e preteinas ligantes
a quitina. (SHARMA et al., 2011; SANTANA et al., 2010; GIFONI, et al, 2005;
BATISTA, 2013) A atividade antifungica destes compostos vem sendo estudada, a

fim de elucidar o modo de agéo sobre as células fungicas.

Devido a complexidade dos extratos e 6leos obtidos a partir da moringa, ndo é
possivel atribuir sua atividade antimicrobiana a somente um composto, mas sim a

um conjunto de substancias bioativas relacionadas a defesa da planta.

A anadlise fitoquimica de extratos etandlicos obtidos das vagens de Moringa
oleifera revela a presenca de varios compostos biotivos (Tabela 2), os quais s&o
importantes compostos secundarios produzidos por plantas como mecanismo de
defesa a ataques de animais, pragas, fungos e bactérias, podendo ser responsaveis
por sua atividade antimicrobiana. (SHARMA et al., 2011; ELDIN e DUNFORD, 2001)

Tabela 2. Analise qualitativa de fioquimicos de extratos etandlicos obtidos a partir de

vagens de Moringa oleifera.

Fitoquimicos Extrato etandlico de Moringa oleifera

Alcaléides ++
Saponinas +
Fitoesterdis +

Fendis +++
Terpenoids +
Taninos ++
Phlonataninas +
Cardioglicosideos +

Proantocianinas ++ +

Maxima presenga, ++ presenga moderada, + presenga minima
Fonte: SHARMA et al (2011)

Sharma et al (2011) sugerem que os compostos fendlicos presentes na Moringa
oleifera sdo importantes constituintes desta plantas, podendo ser responsavel por
alguns de seus efeitos farmacoldgicos. Alguns compostos fendlicos atuam na
sintese lipidica, interferindo principalmente na integridade da membrana celular,
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sendo muito efetivos contra bactérias gram-negativas, mas também ativos contra
fungos e bactérias gram-positivas. (TORTORA, CASE e FUNKE, 2016)

Dentre estes compostos fendlicos os taninos sdo muito empregados na industria
alimenticia e farmacéutica, devido a suas propriedades adstringentes,
antinflamatodria e antisséptica. (MONTEIRO e BRANDELLI, 2017) Eldin e Dunford
(2001) atribuem a atividade antimicrobiana desses compostos a trés caracteristicas
comuns aos taninos: capacidade de complexagdo com ions metalicos (ferro,
manganés, vanadio, cobre aluminio, calcio, entre outros); ligagdo e precipitacado de
aminoacidos e proteinas; atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres. A
precipitacdo de proteinas e a complexagdo com ions metalicos pode ser
considerada a chave para a atividade antimicrobiana dos taninos, comprometendo a
acao de enzimas digestivas, modulagdo de receptores celulares e fatores
transcricionais; além de perturbar agregados protéicos responsaveis pela regulagao
de fungdes celulares importantes, como crescimento e proliferagcdo. (ELDIN e
DUNFORD, 2001)

A atividade antifungica das saponinas é pouco discutida em literatura, no entanto,
Cunha e Roque (2005), citado por Castejon (2011), atribui a agao antifungica desses
compostos a sua capacidade de complexar com esteroides presentes nas paredes

celulares de fungos.

As proantocianidinas, alcaloides e terpenos estdo presentes em muitas espécies
vegetais, sendo conhecidos na farmacognosia por suas propriedades
antimicrobianas. No entanto, os estudos relacionados a atividade biolégica destes
compostos sdo, em sua maioria, voltados para inibicao bacteriana. (FACCHINI,
2008; MONTEIRO e BRANDELLI, 2017)

Compostos fendlicos e taninos sao os principais compostos relacionados a
defesa vegetal, no entanto, proteinas e acidos graxos de cadeia longa também
podem atuar na defesa da planta, sendo alvo de estudos que buscam elucidar o

mecanismo de agao contra bactérias e fungos.

A andlise realizada por SANTANA et al. (2010) mostrou que o 6leo de moringa
composto principalmente por acido oleico (Tabela 3), um acido graxo insaturado de
cadeia longa conhecido por suas propriedades antimicrobianas. (SANTANA et al.,
2010; ZHENG et al, 2005)
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Tabela 3. Composicao do 6leo de moringa.

Acido Composigao (%)
Palmitico 7
Plamitileico 2
Estariatico 4
Oleico 78
Linoleico
Araquidico
Behénico

Fonte: Santana et al (2010)

A atividade antibacteriana de acidos graxos de cadeia longa € atribuida a inibicao
da enzima Fab I, essencial na sintese de acidos graxos bacterianos; contudo, os
mecanismos de sua atividade antifungica sao pouco conhecidos. (ZHENG et al,
2005). O estudo desenvolvido por Walters et al (2002) demonstrou que, mesmo em
pequenas concentragdes, os acidos linoleico e oleico foram capazes de inibir o
crescimento micelial de fungos e em maiores concentragdes foi capaz de inibir

completamente o crescimento.

Alguns estudos relacionam a atividade antifungica da moringa a proteinas
ligantes a quitina, capazes de interagir com a parede celular de fungos, causando
danos celulares e inibicdo do crescimento (GIFONI, et al, 2005; BATISTA, 2013)
Gifoni et al (2005) e Batista (2013) isolaram proteina ligantes a quitina presentes em
sementes de moringa e demonstraram sua atividade antifungica ante fungos
fitopatogénicos. A proteina ligante a quitina demonstrou inibigdo sobre a germinagao
de conideos e crescimento micelial, contudo, demonstrou perda de atividade em
meio contendo extrato de levedura, talvez pela competicdo da mesma com o fungo
filamentoso alvo. (GIFONI et al., 2005; BATISTA, 2013) Os estudos evidenciam que
parte da agao antifungica dessa proteinas esta relacionada a interagao eletrostatica,
responsavel por alterar a permeabilidade da membrana celular. O tratamento com
estas proteina resultou ainda na deformacdo dos conideos desaparecimento do
citosol, interrupcdo da membrana plasmatica e deformagdo da parede celular.
(GIFONI et al., 2005)



25

Apesar do grande potencial antifungico da moringa, muitos asepctos podem
influenciar na eficacia do tratamento, como a grande variedade genética nesta
especie, a forma de extragdo dos compostos ativos, parte da planta empregada e
concentragido aplicada nos testes. (HUSNAN e AKATANI, 2016; MAMKAA e GWA,
2018; GUIMARAES, 2014) Os ativos apontados como inibidores do crescimento
fungico compreendem compostos secundarios produzidos naturalemente pela planta
como forma de defesa, assim, a disponibilidade destes componentes no material
vegetal depende das condigbes ambientais a qual a planta foi exposta. (ELDIN e
DUNFORD, 2001) Husnan e Akatani (2016) apontam que para maior
reprodutividade e aplicagdo industrial de compostos derivados da planta seria

importante a selegdo e melhoramento da cultura da moringa.

2.4. Micotoxinas e alimentos

Microrganismos sao seres ubiquos, estando presentes nos mais diversos
ambientes. Sendo assim, a proliferagdo de microrganismos se torna preocupante,
sobretudo quanto a conservacdo de alimentos. Em determinadas taxas,
microrganismos podem promover a deterioracdo dos alimentos, causando
modificagdes sensoriais; tais como liberagdo de odores, aparecimento de limosidade
e acumulo de &cidos; ou fisico-quimicas; tal como a precipitagcdo de proteinas.
(ORDONEZ et a, 2005) Alguns microrganismos podem metabolizar substancias
téxicas, responsaveis por intoxicagbes alimentares. Os fungos sao responsaveis
pela ocorréncia natural de micotoxinas em produtos agroalimentares, apresentando
dificil controle. Acredita-se que 25% dos produtos agricolas de todo mundo estejam
contaminados por estas toxinas. (BENNETT e KLICH, 2003)

Micotoxinas sao compostos quimicos téxicos de baixo peso molecular,
produzidos naturalmente por fungos filamentosos como metabdlitos secundarios.
Tais compostos apresentam grande diversidade quimica, sendo assim agrupados
somente pela caracteristica de toxicidade a humanos e outros vertebrados.
(BENNETT, 1987) Os sintomas advindos da intoxicacdo por micotoxinas variam de
acordo com o tipo e quantidade de micotoxina a que o individuo foi exposto, tempo
de exposicao e efeitos sinérgicos pouco compreendidos referentes ao individuo, tais
como idade, sexo, estado alimentar, estado de saude e interagbes com outros
compostos toxicos. (BENNETT e KLICH, 2003) Cerca de 400 micotoxinas ja foram

catalogadas, mas, entre eles as toxinas de maior ocorréncia em alimentos s&o as
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aflatoxinas, citrinina, ergotamina, fumonisinas, ocratoxina, patulina, zearalenona e
tricotecenos. (SOARES, ABRUNHOSA e VENANCIO, 2013; BENNETT e KLICH,
2003)

Devido a formacdo de esporos, diversas culturas estdo susceptiveis a
proliferacdo de fungos, mais do que a bactérias e leveduras; seja no cultivo, na
colheita ou no armazenamento. (EVANGELISTA, 2008; IMANAKA, OLIVEIRA e
TANIWAKI, 2010) As micotoxinas sado resistentes ao calor e condi¢des ambientais,
sendo persistentes nos produtos agroalimentares, mas o teor destas toxinas deve
ser controlado a niveis que garantam a seguranga alimentar. (BENNETT e KLICH,
2003)

Os principais alimentos de ocorréncia de micotoxinas, as principais fontes

fungicas e os efeitos toxicos de sua ingestao sao citados na Tabela 4.

Tabela 4. Principais substratos alvos de fungos produtores de micotoxinas e principais

efeitos das respectivas micotoxinas em homens e animais.

Principais fungos
produtores
Aspergillus flavus e

Principais substratos Principal toxina Efeitos

Hepatotodxica, nefrotéxica e

Amendoim, milho Aflatoxina B1

Aspergillus parasiticus carcinogénica.
Trigo, aveia, cevada, o o o - .
9 : Penicillium citrinum Citrinina Nefrotdxica para suinos.
milho e arroz.
Centeio e graos em . . . Gangrena de extremidades
Claviceos purptrea Ergotamina ~
geral. e convulsées
Milho Fusarium verticillioides Fumosinas Cancer de esbfago

Aspergillus ochraceus e Hepatotoxica, vomitos e

Cevada, café e vinho. ) ) Ocratoxina .
Aspergillus carbonarius dermatites.
Frutas e sucos de frutas. Asperg/.//us expansum e Patulina Toxicidade vagamente
Aspergillus griseofulvum estabelecida
Milho, cevada, aveia, Fusarium sp. Myrothecium . Hemorragia, vomito e
sp. Stachybotrys sp. Tricotecenos

trigo e centeio. dermatites.

Trichothecium sp.
Baixa toxicidade, sindrome
Cereais Fusairum graminearum Zearalenona de masculinizagao e
deminizagdo em suinos.
Fonte: FOOD INGREDIENTES BRASIL (2009).
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2.5. Fungos filamentosos produtores de micotoxinas

Fungos produtores de micotoxinas podem surgir em produtos agroalimentares,
tornando-os toxicos a humanos e animais. Estas toxinas s&o produzidas
principalmente por fungos filamentosos pertencentes aos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium. (SOARES, ABRUNHOSA e VENANCIO, 2013) Este trabalho
abordara o género Aspergillus, mais especificamente as espécies Aspergillus flavus,
Aspergillus carbonarius, Aspergillus ochraceus e Aspergillus parasiticus.

As espécies do género Aspergillus sdo representadas por fungos filamentosos
pertencentes a familia Trichocomaceae, caracterizados pela ubiquidade, podendo
ser isolados do ar, solo ou agua. Ocorrem em uma grande diversidade de
ambientes, uma vez que crescem rapidamente, produzindo e dispersando grande
quantidade de conideos. (FRAGA E PEREIRA, 2012) Ao contrario de fungos de
outros géneros, Aspergillus suportam baixos teores de umidade, podendo crescer
em substratos de menor teor aquoso, tais como vegetais, graos e cereais.
(EVANGELISTA, 2008)

Aspergillus sp. sédo caracterizados pela presenca de micélios tabiques e
conidioforos eretos terminais em hifas, dos quais emergem radialmente conidios
unicelulares de coloragao, parda, verde, amarelada ou preta. Dentre as espécies de
Aspergillus, algumas sao reconhecidas como produtoras de micotoxinas. (ZUKIFLI e
ZAKARIA, 2017; BENNETT e KLICH, 2003)

Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus estédo relacionados a producgao de
aflatoxinas, estando presentes em graos, alimentos e bebidas processadas. (WHO,
2001) As aflatoxinas sao derivados de difuranocumarina, produzidas pela via de
policetideos. As quatro principais aflatoxinas sdo nomeadas com base em sua
fluorescéncia sob luz ultravioleta e sua mobilidade durante a cromatografia em
camada delgada, sendo que as aflatoxinas B1 e B2 emitem fluorescéncia azulada
(blue) e as aflatoxinas G1 e G2 emitem fluorescéncia esverdeada
(green).(BENNETT e KLICH, 2003; IARC, 1997)

Aspergillus flavus sao caracterizados pela formagdo conidioforos longos e
abundante formagdo de esporos de coloragdo verde oliva, verde amarelada ou
amarela, de aparéncia granular a lanosa (Figura 7A). (FONSECA ET AL, 1974)
Estéo relacionados a producéo de aflatoxinas B1 e B2. (IARC, 1997)



28

Colbnias de Aspergillus parasiticus se assemelham as col6nias de Aspergillus
flavus, por sua densidade, aparéncia aveludada a pulverulenta e coloracado verde
oliva. (Figura 7B) Aspergillus parasiticus sao produtores de aflatoxinas do tipo B1,
B2, G1 e G2. (IARC, 1997)

A maior parte dos estudos sobre os efeitos da exposicdo as aflatoxinas
concentra-se em seus efeitos carcinogénicos e mutagénicos, sobretudo da aflatoxina
B1 (Figura 5), a qual apresenta uma dupla ligagdo nas posi¢des 8,9, podendo ser
metabolizada a um composto reativo AFB1-8,9-epoxido, capaz de se ligar a
moléculas celulares, incluindo DNA. (IARC, 2012) Em varios estudos a aflatoxina B1
€ considerada genotoxica, sendo responsavel por alteragdes em células humanas e
animais e anomalias cromossomais em roedores € macacos, além de promover
danos no DNA e mutagédo génica em células humanas e de animais in vitro. (IARC,
1997)

Figura 5. Estrutura quimica da aflatoxina B1.

9] (@]

OCH,

Fonte: Bennett e Klich (2003)

Outras espécies de Aspergillus estao relacionadas a producao de ocratoxinas. As
ocratoxinas sao uma classe de metabdlitos secundarios derivados de isocumarinas,
ligada a um grupo amino que por sua vez se liga a um grupo L,B-fenilalanina .
Dentre as ocratoxinas, a ocratoxina A (Figura 6) € uma das mais importantes, devido
a sua alta toxicidade e incidéncia em grande variedade de culturas, estando
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associada a doengas nefrolégicas e cancer em humanos e animais (DUARTE, 2010;
D'MELLO, 1997) A OTA é absorvida pelo trato gastrointestinal em mamiferos e se
liga fortemente a proteinas do plasma sanguineo, sobretudo albumina, sendo
distribuida para os rins, figado, musculos e tecido adiposo. (LESZKOWICZ E
MANDERVILLE, 2007)

Figura 6. Estrutura quimica da Ocratoxina A

Fonte: BENNETT e KLICH, 2003

Dentre os fungos produtores de ocratoxina A estdo os Aspergillus A.
ochraceus e A. carbonarius. (WHO, 2001). Aspergillus ochraceus sao
caracterizados pela formagao de colbnias rugosas de crescimento lento e coloragéao
amarela ocre. (Figura 7C) (TOME E MARQUES, 2013) Aspergillus carbonarius
caracterizam-se pela formagao de col6nias negras com esporos espagados (Figura
7D ), sendo considerado um dos principais produtores de ocratoxina A em uvas, a

qual é persistente em sucos e vinhos. (FAVILLA et al.,2008)
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Figura 7. Aparéncia de colonias de Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus,

Aspergillus ochraceus e Aspergillus carbonarius apoés sete dias de cultivo em meio

agar extrato de malte.

C: Aspergillus ochraceus  D: Aspergillus carbonarius
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antifungica do 6leo de sementes e extrato de folhas de

Moringa oleifera sobre fungos Aspergillus sp. produtores de micotoxinas.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar a concentragdo minima inibitéria (CMI) do 6leo de sementes de
moringa e do extrato de folhas de moringa sobre os fungos Aspergillus flavus,
Aspergillus carbonarius, Aspergillus ochraceus e Aspergillus parasiticus pelo
meétodo de microdiluicdo em placas.

e Determinar as concentragdes minimas fungicida e fungistatica do éleo de
sementes de moringa e do extrato de folhas de moringa sobre os fungos
Aspergillus flavus, Aspergillus carbonarius, Aspergillus ochraceus e

Aspergillus parasiticus pelo método agar difusdo em placas de Petri.
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4. Metodologia

Os experimentos foram realizados no laboratério biotecnoldégico e no laboratério
de Microbiologia e Enzimologia da Universidade Federal de Sao Jo&o del Rei -
Campus Alto Paraopeba, Ouro Branco - MG

4.1. Preparo do extrato de folhas de moringa.

As folhas de Moringa oleifera foram cedidas pelo grupo de pesquisa coordenado
pela professora Doutora Cristiane Medina Finzi Quintdo, do departamento de
Engenharia quimica estatistica da Universidade Federal de Sdo Jodo del Rei -
Campus Alto Paraopeba. O processo de extragdo foi baseado nos protocolos
descritos por Oliveira J. M. G. et al (2016) e Teles et al.(2016), sendo adicionados
20 gramas das folhas secas e trituradas a 100 ml de solugdo hidroalcodlica a 90%
(v/v). A mistura foi mantida sob agitacdo magnética por 5 minutos e permaneceu em
repouso por 48 horas em frasco tampado sob abrigo da luz. O extrato foi filtrado e
submetido a evaporagdo em rotaevaporador a 55°C para remogao do etanol. O
extrato obtido foi mantido sob refrigeracao e abrigo de luz até o momento dos testes.
O rendimento da extracao foi calculada a partir da equacéao 1, descrita por Rodrigues
et al. (2011).

R-MeXIDD 1

Onde:

Re — Rendimento de extragéo (g de extrato/g de folhas seca);
Me — massa de extrato obtido (g);

Mf — Massa de folhas secas utilizada (g).

Para o preparo da solugao aplicada ao método de microdiluicdo, o extrato foi
diluido em solucgao tween 80 a 2% (v/v), obtendo-se a concentragao de 6 mg/mL.
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4.2. Preparo da solugao de 6leo de moringa

O dleo de semente de moringa extraido segundo o método de Bhutada, Jadhav
e Pinjari (2016), foi cedido pelo grupo de pesquisa coordenado pela professora
Doutora Cristiane Medina Finzi Quintdo, do departamento de Engenharia quimica e
estatistica da universidade Federal de Sdo Joao del Rei - Campus alto Paraopeba.

Para o preparo da solugdo aplicada ao método de microdiluicdo, o 6leo de
sementes de moringa de foi diluido em solugdo tween 80 a 2% (v/v), obtendo-se a
concentragédo de 400 mg/mL. A solugcado foi mantida sob refrigeragcéo e abrigo da luz

até o momento dos testes.
4.3. Preparo da solugao de esporos

Os fungos Aspergillus flavus (CCDCA 10124), produtor de aflaoxinas B1 e B2,
Aspergillus carbonarius (CCDCA 10104) e Aspergillus ochraceus (CCDCA 1099),
produtores de ocratoxina A; e Aspergillus parasiticus (CCDCA 10122), produtor de
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2; foram cedidos pela Colecdo de Cultura de
Microrganismos do Departamento de Ciéncias dos Alimentos - CCDCA da

Universidade Federal de Lavras.

A reativagao dos fungos foi realizada a partir do repique de cada um das placas
“‘mae” em placas contendo meio agar extrato de malte, composto por extrato de
malte (20 g/L), agar (20 g/L), peptona (1 g/L) e glucose (10 g/L), seguido de
incubacdo por 7 dias em estufa a 25°C. Verificada a pureza das culturas, as
solugdes de esporos foram preparadas, em solugdo de NaCl 0,85% (m/v) , seguido
de raspagem dos esporos e filtragdo com gaze estéril. Foram realizadas as
contagens de esporos em solugdo utilizando camara de Neubauer, e as
concentracdes foram ajustadas para 10° esporos/mL pela adigdo de solugdo de NaCl
0,85%.

4.4. Determinagcdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) dos

compostos bioativos da moringa

Os testes de concentragdo minima inibitéria para o 6leo das sementes de
moringa e para o extrato de folhas de moringa foram realizados em duplicata pelo
método microdiluicdo segundo a norma M-38 (CLSI, 2017) adaptada, tomando como
base os valores de MIC sobre fungos filamentosos descritos na literatura. Os testes



34

foram realizados em microplacas de 96 pogos contendo inicialmente 100 uL de caldo
extrato de malte, composto por malte (20 g/L), peptona (1 g/L) e glucose (20 g/L). A
disposi¢cdo dos testes esta representada na Figura 8. As colunas 1, 2 e 3 foram
destinadas ao teste 1, onde o dleo de sementes de moringa foi testado nas
concentragdes finais de 100, 50 e 25 mg/mL, respectivamente. As colunas 4, 5 e 6
foram destinadas ao teste 2, onde o extrato de folhas de moringa foi testado nas
concentragdes finais de 3, 1,5 e 0,75 mg/mL, respectivamente. As colunas 7 e 8
foram destinadas aos controles do experimento, sendo a coluna 7 destinada ao
controle negativo (100 pyL de solucdo Tween 80 a 2% v/v) e a coluna 8 ao controle
positivo (100 uL de cetoconazol 100 ug/mL). Cada um dos pogos recebeu 100 uL de
solucdo de esporos a 10° esporos/mL. A microplaca foi incubada por 70 horas em
estufa a 25°C. A leitura dos resultados foi realizada em leitor de absorbancia de

microplacas a 492 nm.
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Figura 8. Representagao da placa destinada aos testes de concentragdo minima
inibitoria para o 6leo de sementes e moringa e o extrato das folhas de moringa sobre
os fungos Aspergillus flavus, Aspergillus carbonarius, Aspergillus ochraceus e

Aspergillus parasiticus em concentragao de 10° esporos/mL.
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O percentual de inibicao foi determinada pela equagao 2, descrita por Rozatto

(2012).

1
I = Ac ®* 100 (2)

Onde:

| - Percentual de inibigdo fungicas (%);



36

At - Média das absorbancias dos pocos referentes aos testes 1 e 2 apds 70 h de

cultivo subtraida da média das absorbancias iniciais;

Ac - Média das absorbancias dos pogos referentes ao controle negativo apos 70

h de cultivo subtraida da média das absorbancias iniciais.

A concentragdo minima inibitoria foi definida como as concentragdes de dleo de
semente de moringa e de extrato das folhas de moringa capazes de inibir 90% o

crescimento dos fungos testados.

4.5. Determinagdo das concentragées minimas fungicida e fungistatica

do 6leo de sementes de moringa e do extrato de folhas de moringa.

As concentragdes minimas fungicida e fungistatica foram determinadas a partir
do método descrito em Cortez et al (2015) adaptado, em duplicata. Foram
transferidos 10 yL do conteudo dos pogos da microplaca para placas de Petri
contendo meio agar extrato de malte, seguido de incubagéo por 7 dias em estufa a
25°C. As concentragdes cujas placas nao apresentaram crescimento foram definidas

como a concentragdo minima fungicida.
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5. Resultados e discussao

5.1. Extrato de folhas de moringa

O processo de evaporagdo do solvente presente no extrato se deu a
temperatura de 55°C até a total secagem do extrato, resultando em um composto

viscoso e de coloracdo verde escura, levemente amarronzada, como mostra a

Figura 9.

Figura 9. Extrato de folhas de moringa.

Obteve-se uma massa de 0,67g de extrato de folhas de moringa, o que
representa um rendimento de 3,35% (g de extrato/g e folhas secas). Durante o
processo houve uma pequena perda no volume final, atribuida principalmente ao
processo de filtracdo e ao acumulo de material no baldo empregado na

rotaevaporagao.

A escolha do solvente empregado baseou-se em estudos anteriores, os quais

apontam que solugdes hidroalcoolicas favorecem a extracdo de compostos ativos
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omo taninos, flavonoides e compostos fendlicos. (OLIVEIRA, V. B. et al., 2016;
MONTEIRO et al. 2015)

A solugao de extrato de folhas de moringa a 6 mg/mL apresentou coloragao
amarelo clara e translucida (Figura 10), podendo ser aplicada ao teste de CMI sem
que haja interferéncia na leitura de absorbéancia dos pogos.

Figura 50. Solugao de extrato de folhas de moringa de concentragao 6 mg/mL

5.2. Solugao de 6leo de moringa

O dleo de moringa utilizado consiste em um 6leo de coloragdo amarela,
translucido, liquido a temperatura ambiente e sélido sob refrigeragdo, como mostra a

Figura 11.
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Figura 6. Oleo de sementes de moringa.

Para a realizagao do teste de concentracdo minima inibitéria do éleo de
sementes de moringa foi necessaria a realizagao prévia de testes de solubilidade, a

fim de garantir a estabilidade das solugdes e sua interagdo com o meio de cultura

empregado.

Verificou-se que o 6leo apresenta boa solubilidade em solugéo tween 2%, sendo
assim empregada no preparo da solugao inicial de concentragao 400 mg/mL. O
tween 80 ou polissorbato 80 é um liquido oleoso dispersivel em agua, que atua

como tensoativo hidrofilico, sendo empregado como emulsificante. (PUBCHEM,
2018)

A solugdo de dleo de sementes de moringa de concentracdo 400 mg/mL
apresentou coloracdo amarelada, levemente turva (Figura 12) e se manteve estavel
a temperatura ambiente até o momento do teste de CMI. Ao decorrer do periodo de

incubacéao do teste CMI, nao foi observada a separacao de fases.
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Figura 7. Solugao de 6leo de semente de moringa de concentragao 400 mg/mL

5.3. Concentragao minima inibitéria (CMI) do 6leo de sementes de

moringa e do extrato de folhas de moringa

O percentual de inibicado do 6leo de sementes de moringa e do extrato de folhas
de moringa em diferentes concentragbes sobre os fungos Aspergillus flavus,
Aspergillus carbonarius, Aspergillus ochraceus e Aspergillus parasiticus estao

demonstrados na Tabela 5.
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Tabela 5. Percentual de inibicdo do 6leo de semente de moringa e do extrato de folhas
de moringa sobre os fungos Aspergillus flavus, Aspergillus carbonarius, Aspergillus

ochraceus e Aspergillus parasiticus.

Percentual de inibicao (%)

_ . Controle
Oleo de sementes de moringa  Extrato de folhas de moringa .
Cepa positivo
(mg/mL) (mg/mL)
(Mg/mL)
100 50 25 3 1,5 0,75 100
Aspergillus flavus 79,22 37,20 ND 58,22 30,33 0,71 91,48
Aspergillus carbonarius 90,12 41,61 ND 90,05 50,80 10,38 97,05
Aspergillus ochraceus 93,84 63,83 ND 90,14 50,14 4,78 95,22
Aspergillus parasiticus 69,32 42,74 7,08 38,70 13,79 ND 96,12

ND: Nao determinada

Nota-se que ambos os compostos apresentaram atividade contra os fungos
toxigéncios testados, obtendo-se melhores resultados para os fungos Aspergillus
carbonarius e Aspergillus ochraceus. No entanto, considerando a concentragéo
minima inibitéria como aquela capaz de inibir 90% do crescimento fungico, foi
possivel determinar apenas as CMI| dos compostos testados sobre os fungos

Aspergillus carbonarius e Aspergillus ochraceus.

Analisando o grafico representado na Figura 13, nota-se que a atividade
inibitéria do 6leo de moringa cai a medida que se reduz concentragao, sendo nula
sobre os fungos Aspergillus flavus, Aspergillus carbonarius e Aspergillus ochraceus
na concentragao de 25 mg/mL. O éleo de sementes de moringa apresentou CMI de
100 mg/mL sobre os fungos Aspergillus carbonarius e Aspergillus ochraceus,
alcangando 90,12% e 93,84% de inibi¢cdo, respectivamente. Nesta concentragao, o
Oleo de sementes de moringa foi capaz de inibir 79,22% do crescimento do fungo

Aspergillus flavus e 69,32% do crescimento do fungo Aspergillus parasiticus.
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Figura 8. Percentual de inibigao do 6leo de sementes de moringa nas concentragoes
100, 50 e 25 mg/mL sobre os fungos Aspergillus flavus, Aspergillus carbonarius,

Aspergillus ochraceus e Aspergillus parasiticus.
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Analisando o grafico representado na Figura 14, nota-se que a atividade
inibitéria do extrato de moringa é consideravelmente menor sobre os fungos
Aspergillus carbonarius e Aspergillus ochraceus em todas as concentragbes
testadas. O extrato de folhas de moringa apresentou CMI de 3 mg/mL sobre os
fungos Aspergillus carbonarius e Aspergillus ochraceus. Nesta mesma concentragao
o extrato de folhas de moringa inibiu 58, 22% e 38, 70% do crescimento dos fungos

Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, respectivamente.
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Figura 14. Percentual de inibigdo do extrato de folhas de moringa nas concentragées 3,
1,5 e 0,75 mg/mL sobre os fungos Aspergillus flavus, Aspergillus carbonarius,

Aspergillus ochraceus e Aspergillus parasiticus.

Percentual de inibigao do
extrato de folhas de moringa

G
100 - —Q,QZQT

m A. flavus

(%)

M A. carbonarius

A. ochraceus

Percentual de inibigao

W A. parasiticus

Concentragao (mg/mL)

Os resultados demonstram que tanto o 6leo de sementes de moringa quanto o
extrato de folhas de moringa apresentam atividade inibitéria sobre fungos Aspergillus
sp. testados. No entanto, ambos demonstraram capacidade de inibigao reduzida
sobre os fungos Aspergillus carbonarius e Aspergillus ochraceus, nao sendo
possivel determinar a CMI por meio dos testes realizados. Para melhores resultados,
€ necessdria a realizagdo de novos testes abrangendo uma faixa maior de

concentragdes.

H4 uma grande variedade de trabalhos que demonstram a atividade
antimicrobiana de extratos, Oleos vegetais e 6leos essenciais obtidos a partir de
folhas, sementes, caule e flores de moringa. (PAL et al., 1995; CHUANG et al., 2007;
ROCHA et al., 2011; GUIMARAES, 2014; RIAD E ABDALLAH, 2014; HUSNAN E
ALKAHTANI , 2016, ZAFFER et al., 2015) No entanto, poucos estudos sao voltados
para fungos Aspergilllus sp. e ha grande variagdo do método empregado na
extragdo dos compostos ativos, dificultando a comparagao entre resultados.

5.4. Concentragoes minimas fungicida e fungistatica do 6leo de
sementes de moringa e do extrato de folhas de moringa

Apos o periodo de 7 dias de incubagéo das placas de Petri referentes ao teste

de concentragdes minimas fungicida e fungistatica, verificou-se o crescimento de
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todos os fungos submetidos aos tratamentos com 6leo de semente de moringa e
extrato de folhas de moringa em todas as concentragdes testadas, como mostra os

quadros representados nas figuras 15 e 16.

Os antifungicos podem ser denominados fungicidas, quando s&o capazes de
inviabilizar totalmente as células fungicas; ou fungistaticos, quando sé&o
responsaveis por inibir o crescimento fungico. (LEWIS, GRAYBILL e HARDIN, 1997.
Dessa forma, ndo foi possivel determinar a concentragdo minima fungicida do 6leo
de sementes de moringa e do extrato de folhas de moringa sobre nenhum dos

fungos testados, visto que houve crescimento em todas as placas.

A atividade fungistatica de ambos os tratamentos foi evidente somente para o
fungo Aspergillus carbonarius, de forma que as placas tratadas com maiores
concentragbes de oOleo de semente de moringa e extrato de folhas de moringa
apresentaram menor esporulagédo, quando comparadas ao controle negativo. Assim,
temos definidas as concentragdes minimas fungistaticas do 6leo de sementes de
moringa e do extrato de folhas sobre o fungo como 100mg/mL e 3 mg/mL,

respectivamente.
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Figura 95. Resultado do teste de concentragao minima fungicida do éleo de sementes
de moringa ao final de 7 dias de incubagao das placas.

Teste 1 — Oleo de sementes de moringa Controles

100 mg/mL 50 mg/mL 25 mg/mL C- C+

A. Flavus

A. carbonarius

A. ochraceus

A. parasiticus
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Figura 106. Resultado do este de concentragdao minima fungicida do extrato de folhas
de moringa apos 7 dias de incubagao das placas.

Teste 2 — Extrato de folhas de moringa Controles

3mg/mL 1,5mg/mL 0,75 mg/mL C- C+

A. flavus

A. carbonarius

A. ochraceus

A. parasiticus
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Aspergillus flavus nao apresentou esporulagéao ao final dos 7 dias de incubagéo,
no entanto, este comportamento ndo pode ser relacionado aos tratamentos

aplicados, uma vez que se repete para o controle negativo.

A auséncia do efeito fungicida pode estar relacionada ao fato de que nenhum
dos tratamentos empregados foi capaz de inibir 100% o crescimento fungico. Assim,
pode-se considerar que, nas concentragdes testadas, o 6leo de semente de moringa
e o extrato de folhas de moringa ndo sao capazes de inviabilizar completamente os
fungos Aspergillus flavus, Aspergillus carbonarius, Aspergillus ochraceus e

Aspergillus parasiticus.
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6. Conclusao

Conclui-se que o 6leo de sementes e extrato de folhas de Moringa oleifera
apresentam potencial antifUngico contra espécies toxigénicas, sendo capaz de inibir
acima de 90% os fungos Aspergillus carbonarius e Aspergillus ochraceus. No
entanto, para melhor avaliar os efeitos fungistatico e fungicida de derivados de
moringa contra fungos produtores de micotoxinas € necessaria a otimizagdo da
metodologia, a fim de abranger faixas de concentragdo mais amplas e diferentes

géneros de fungos toxigénicos, avaliando a significancia dos resultados.

A elucidacdo dos mecanismos de agado dos compostos ativos presentes na
moringa € um fator determinante para a otimizagdo das condi¢gbes do tratamento
antifungico. Assim, deve-se estudar mais afundo a composigao de extratos e 6leos
derivados de diferentes partes da Moringa oleifera e avaliar seus efeitos sobre a

morfologia de células fungicas.

Os resultados obtidos in vitro abrem espago para investigacao dos efeitos
praticos da utilizacdo de derivados de moringa, os quais podem ser aplicados para
reducdo da carga microbiana, seja na conservacgao alimentos e cosméticos naturais

ou no tratamento de agua e efluentes.
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