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RESUMO

RIBEIRO, C.D. Avaliagao da atividade antifiungica do extrato de casca de roma
sobre fungos deteriorantes do pao. Trabalho de Conclusao de Curso (Tecnologia
de Alimentos) - Universidade Tecnoldogica Federal Do Parana (UTFPR). Campo
Mouréo, 2017.

Punica granatum L. (Romd@) €& um arbusto lenhoso, ramificado, da familia
Punicaceae. A roma é rica em compostos fendlicos que exibem forte atividade
antioxidante e antimicrobiana. Todos os produtos de panificagdo com elevada
atividade de agua podem ser colonizados por fungos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial de inibigdo do crescimento de cinco espécies fungicas isoladas de
paes de forma na presenga do extrato alcodlico de cascas de roma. Foram
analisados o diametro micelial da coldnia, o peso seco da coldnia e a porcentagem
de inibicdo fungica do peso seco e do didmetro do micélio de cinco espécies
fungicas, sendo elas Penicillium panemun, Penicillium citrinum, Cladosporium
oxysporum, Cladosporium subliforme e Aspergillus chevalieri. As analises foram
realizadas em duplicata e todas as concentragdes testadas do extrato de Punica
granatum L. apresentaram inibicdo fungica. A analise da concentragéo Inibitoria
Minima apresentou uma capacidade de inibigdo do crescimento fungico, com valores

significativos para Penicillium paneum, Penicillium citrinum e Aspergillus chevalieri.

Palavras-chave: Extrato de roma, fungos, inibicdo fungica, concentracao inibitoria

minima.



ABSTRACT

RIBEIRO, C.D. Evaluation of the antifungal activity of the pomegranate peel
extract on deteriorating fungi of the bread. Completion work (Food Technology) -

Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR). Campo Mouréo, 2017.

Punica granatum L. (Pomegranate) is a woody, branched shrub of the Punicacea.
Pomegranate is rich in phenolic compounds that exhibit strong antioxidant and
antimicrobial activity. All baking products with high water activity can be colonized by
fungi. The objective of this work was to evaluate the potential of inhibition of growth
of five fungal species isolated from breads of form in the presence of the alcoholic
extract of pomegranate peels. The mycelial diameter of the colony, the dry weight of
the colony and the percentage of fungal inhibition of the dry weight and mycelial
diameter of five fungal species were analyzed, being Penicillium panemun,
Penicillium citrinum, Cladosporium oxysporum, Cladosporium subliforme and
Aspergillus chevalieri. The analyzes were performed in duplicate and all tested
concentrations of the extract from Punica Granatum L. showed fungal inhibition. The
Minimum Inhibitory Concentration showed a capacity for inhibition of fungal growth,
with significant values for Penicillium paneum, Penicillium citrinum and Aspergillus
chevalieri.

Key words: Pomegranate extract, fungi, fungal inhibition, minimal inhibitory
concentration.
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1 INTRODUGAO

A deterioragédo tem sido uma das grandes preocupacdes € uma das maiores
causas de perdas de alimentos, diminuigdo da produtividade e de danos a saude do
homem. O uso de aditivos tem sido efetivo na prevencdo da deterioracdo de
alimentos. Entretanto, existe uma tendéncia cada vez maior de utilizar aditivos
naturais devido a conscientizacdo sobre os efeitos toxicos de alguns destes. Além
disto, novos patégenos veiculados por alimentos tém surgido e tem-se observado o
desenvolvimento de resisténcia de varios deles, aos biocidas usuais. Assim,
pesquisas sdo necessarias para descobrir substancias naturais capazes de substituir
os aditivos tradicionais de maneira eficaz e segura (ALMEIDA; NAGHETINI ;
NUNAN et al, 2008).

Segundo a ANVISA (1997), o emprego de aditivos justifica-se por razdes
tecnologicas, nutricionais ou sensoriais. A necessidade tecnologica do uso de um
aditivo deve ser justificada sempre que proporcionar vantagens de ordem
tecnolégica e n&do quando estas possam ser alcangadas por operagbes de
fabricagdo mais adequadas ou por maiores precaugbes de ordem higiénica ou
operacional. O uso dos aditivos deve ser limitado a alimentos especificos, em
condicbes especificas e ao menor nivel para alcancar o efeito desejado em
concentragdes tais que sua ingestao diaria ndo supere os valores de ingestdo diaria
aceitavel (IDA) recomendados. O processo de fabricagdo de alimentos deve seguir
as Boas Praticas de Fabricagdo (BPFs) que sdo um conjunto de regras, normas e
atitudes aplicadas ao manuseio de alimentos, para assegurar condigcdes necessarias
para atendimento do que diz a legislagdo em vigor. Um aditivo é considerado BPF
quando possuir uma IDA “ndo especificada”, o que significa que 0 uso estd em
quantidade suficiente para obter o efeito tecnoldgico necessario.

Os fungos sao conhecidos popularmente como mofos e bolores. Com seu
aspecto algodoento, por vezes pigmentados, considerando-se tais alimentos nao
préprios para consumo. No entanto, embora grande parte dos bolores intervenha na
contaminagao de muitos alimentos, algumas espécies sdo uteis na transformacao

benéfica de alguns alimentos ou de seus componentes (FREITAS, 2000).



Todos os produtos de panificagdo com elevada atividade de agua podem ser
colonizados por fungos. Deste modo, paes, bolos e panetones estdo amplamente
expostos a contaminagdes. As informagdes acerca das perdas provocadas por
fungos em produtos de panificagdo no Brasil sdo praticamente inexistentes.
Observagdes preliminares indicam, contudo, que s&o semelhantes as perdas ja
avaliadas em outros paises. Em um dos primeiros estudos conduzidos na Alemanha
e nos EUA, as perdas foram estimadas em pouco mais de 1%. Até o momento, os
géneros de fungos mais comumente encontrados tém sido: Aspergillus, Chrysonilia,
Cladosporium, Curvularia, Eurotium, Fusarium, Penicillium, Rhizopus e Mucor.
Espécies de Aspergillus, Cladosporium e Penicillium ocorrem com maior frequéncia.
(FREIRE, 2011).

Algumas plantas contém multiplos fitoquimicos potentes, os quais tem sido
tradicionalmente utilizados como fungicidas naturais para controle de fungos
fitopatogénicos. Neste propdsito, plantas aromaticas, medicinais e especiarias tem
sido estudadas como potencial fonte de agentes antimicrobianos (EFSTRATIOU et
al., 2012; HUSSAIN et al., 2011). As plantas produzem metabdlitos como compostos
fendlicos, alcaloides, saponinas, glicosideos, esteroides, terpenos e flavonoides os
quais possuem multiplos atributos biolégicos, como capacidade antioxidante,
antimicrobiana e pesticida e seus extratos com compostos bioativos podem ser
aplicados no armazenamento e conservacgao de alimentos (NASEER et al, 2014).

Desta forma o objetivo deste trabalho foi analisar o potencial de inibicao do
crescimento de cinco espécies fungicas isoladas de paes de forma na presenga do

extrato alcoodlico de cascas de roma.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do extrato de romé& sobre a inibicdo

do crescimento fungico em fungos isolados de paes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a concentracgao inibitéria minima do extrato de casca de roma sobre

os isolados fungicos.

* Preparar o meio de cultivo com diferentes concentragdes de extrato de casca
de roma.

* Avaliar a atividade do extrato de casca de roma sobre o crescimento micelial
dos fungos isolados, através do didametro da coldnia.

* Avaliar a atividade do extrato de casca de roma sobre o peso seco dos

fungos isolados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ROMA (Punica granatum L.)

A roméazeira, Punica granatum L. (P. granatum), é um arbusto lenhoso,
ramificado, da familia Punicaceae, nativa da regido que abrange desde o Ira até o
Himalaia, a noroeste da india. Tem sido cultivada ha muito tempo por toda a regido
Mediterranea da Asia, América, Africa e Europa. Apresenta folhas pequenas, rijas,
brilhantes e membranaceas, flores vermelho-alaranjada dispostas nas extremidades
dos ramos, originando frutos esféricos, com muitas sementes em camadas as quais
se acham envolvidas em arilo polposo (LORENZI ; SOUZA, 2001).

A roméa (Punica granatum L.) é rica em compostos fendlicos que exibem forte
atividade antioxidante in vitro (SAXENA et al, 2004). Sao popularmente consumidas
nas formas in natura, sucos, alimentos como doces e geléias e extratos, os quais
sdo utilizados como ingredientes botanicos na medicina natural e suplementos
alimentares (MOHAGHEGHI et al; 2011). A roma é composta de trés partes: cascas,
sementes e suco.

A arvore cresce em regides aridas e a produgao do fruto se da no periodo de
setembro a fevereiro (MARTINS, 1995). O suco da roma apresenta em sua
composi¢do compostos fendlicos como: antocianinas (delfinidina, cianidina e
pelargonidina), quercetina, acidos fendlicos (caféico, catequinico, clorogénico, orto e
paracumarico, elagico, galico e quinico) e taninos (punicalagina) (ARTIK,
MURAKAMI, MORI, 1998; NODA et al., 2002; POYRAZOGLU; GOKMEN; ARTIK,
2002).

As cascas de roméa sao consideradas partes nao comestiveis ou subproduto,
obtido durante o processamento do suco. E caracterizado pela presenca significativa
de polifendis como elagitaninos, acido elagico e acido galico (NEGI et al, 2003;
FARIA, 2010) e de flavondides, os quais estdo associados a propriedades
bioldgicas, como agente antioxidante e antimicrobiano (DOYMAZ, 2011).

O seu cultivo é realizado em mais de 100 paises do mundo. Dos paises do
Mediterraneo, atravessou o Atlantico e chegou ao Brasil, onde encontrou condigbes

favoraveis para um crescimento vegetativo, florescimento, frutificagdo e produgao de
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frutos de primeira qualidade. O seu maior interesse no mundo esta no seu cultivo
para o consumo como fruta fresca (MANICA, 2007).

Os maiores produtores mundiais de roma sdo india, China e Ira, paises que
consomem a maior parte de sua produgao, seguidos da Turquia, Espanha, Tunisia e
do Azerbaijdo. Nas ultimas décadas, surgiram novos mercados de produgdo e
comercializagdo: Estados Unidos, Israel, Africa do Sul, Peru, Chile e Argentina
(CAMBICI, 2011).

3.2 FUNGOS FILAMENTOSOS

Os fungos sao importantes microrganismos com beneficios biotecnoldgicos,
como a producdo de antibidticos, enzimas, alimentos e bebidas. Também
desempenham importantes fungdes de biodegradacdo de matéria organica (LI ;
YANG, 2004).

Os fungos s&o organismos eucarioticos que possuem grande capacidade de
adaptacao e crescimento sob condi¢gdes de umidade e temperatura extremamente
variaveis. Por ndo exigir uma quantidade de nutrientes elevada, conseguem crescer
em quase todo tipo de alimento. Os fungos podem ser divididos em pluricelulares ou
filamentosos (bolores ou mofos) e os unicelulares (leveduras). Nos bolores, a
unidade fundamental é a hifa e o conjunto desses elementos € denominado micélio,
que exerce fungao de assimilagdo, nutricdo e fixacdo, podendo diferenciar-se em
estruturas de frutificagéo, que servem a sua propagacao (CORREA, 1995).

Os fungos podem crescer em uma grande variedade de substratos e ampla
faixa de pH, atividade da agua (aw) e temperatura. Sao capazes de crescer de
maneira rapida e invasiva no tecido, além de desenvolverem mecanismos de
deteccdao do ambiente, permitindo-lhes condicbes ambientais por acidificacao e
alcalinizagéo, para melhor instalar seu arsenal ofensivo (PRUSKY ; YAKOBY, 2003).
Fungos sdo capazes de crescimento invasivo rapido em tecido, enquanto as
bactérias ndo sado. Assim sendo, deterioragdo microbiana de frutas e produtos de
frutas é sempre iniciada por fungos (PITT ; HOCKING, 2009).

A maior parte dos alimentos de origem vegetal ou animal se deteriora com

facilidade, perdendo a qualidade com consequente diminuicdo na vida de prateleira.
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Essa perda €& dependente de varios fatores, dentre eles o tipo, a composigao,
formulacdo, embalagem e condigdo de estocagem do alimento (MELO; SOARES;
GONCALVES, 2005).

O fungo Aspergillus sp. € encontrado na microflora do ar, com grande
frequéncia contaminante. Tém capacidade de crescer em alta concentragcdo de
agucares e sal, e sdo capazes de extrair a agua dos substratos relativamente secos
(PELUQUE, 2014).

A espécie Aspergillus chevalieri cresce lentamente a 37°C formando colénias
numerosas esporuladas com didametro de 10-18 mm depois de 7 dias, possuem cor
variada de acordo com o meio de cultura utilizado podendo ser de um marrom
amarelado até um verde acinzentado na superficie e no inverso apresentar uma
coloragéo incolor a verde palido. E mais comum em regides tropicais e subtropicais,
sendo bastante encontrado no ar, poeira doméstica, cereais, frutas, arroz, alimentos
secos incluindo ervas e salame. Essa espécie ndo possui crescimento elevado em
elevada atividade de agua (SAMSON et al.,2010).

O género Cladosporium sp ocorrem em produtos de vegetais em
decomposicdo e também no solo. Como contaminantes dos meios de cultura,
formam colbnias discretas, com o desenvolvimento espesso e aveludado de micélios
verde-oliva escuros. Os conideos s&o produzidos por gemulagédo, sendo as mais
jovens e menores localizadas nas extremidades. Os conideos gemulantes sao
formadas por uma unica célula, quando jovens, podendo conter duas células quando
mais velhas. Sendo possivel a formagdo de mais de uma gémula, encontra-se
cadeia de conideos ramificadas (PELCZAR; REID ; CHAN, 1996).

O género Penicillium sp. possui a maior quantidade de espécies e pode ser
encontrado em quase todos os substratos. A maioria das espécies habita o solo e
sua ocorréncia em alimentos pode se dar de forma acidental. Algumas tém alto
poder de causar patogenias graves e destrutivas em frutos e cereais. Crescem em
baixas temperaturas e presenca de oxigénio, sendo capazes de causar deterioracéo
alimentar em produtos mantidos sobre refrigeracao (MEIRELES ; SREBERNICH,
2008).

Penicillium citrinum apresentam colénias que crescem de forma restrita em
agar Czapeck Yeast (CYA) em 25°C, com didmetro de 25-33 mm apds 7 dias.
Possuem conidiéforos densos, aveludado ou as vezes coriaceo, as colbnias sao

sulcadas com esporulagdao moderada a forte e conidios verdes ou cinzas a azuis. As
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colénias em meio agar extrato de malte (MEA) normalmente crescem mais rapido e
sdo menos densas, embora a esporulagdo seja mais forte e as colénias sao verdes
ou cor cinzento a azul. O reverso da col6nia possui coloracdo amarela (SAMSON et
al.,2010).

Penicillium citrinum podem contaminar diferentes alimentos, ocorrendo
especialmente em cereais tropicais, especiarias e amido de sagu. Podem estar
presentes no ar de interiores sendo comum em regides subtropicais temperadas e
principalmente tropicais (SAMSON et al.,2010).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAIS DE REALIZACAO DO TRABALHO

As analises foram realizadas no laboratério de Engenharia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Tecnologica Federal do Parana, Campus Campo
Mourdo-PR, Laboratério Nucleo de Produtos Naturais (NEPRON) Maringa,
Laboratério de Biotecnologia Microbiana (LBIOMIC) Maringa e Complexo de
Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP) da Universidade Estadual de Maringa,

Campus Sede, em Maringa-PR.

4.2 MATERIAL VEGETAL E PREPARO DO EXTRATO DE ROMA (ER)

O preparo do extrato foi gentiimente preparado e cedido pela aluna de
doutorado Livia Benossi.

As roméas (cultivar California) foram coletadas diretamente na unidade
produtora, localizada no municipio de Nova Esperancga, noroeste do Estado do
Parana em dezembro de 2015 e encaminhadas ao Laboratorio Nucleo de Produtos
Naturais (NEPRON). Os frutos foram devidamente padronizadas quanto ao grau de
maturacdo e sanidade e higienizados com hipoclorito de soédio a 20ppm. De forma
manual, procedeu-se a separacdo das cascas, cortando-as em pedacos de
aproximadamente 2 centimetros, lavadas em agua deionizada para retirada do
residuo da polpa do fruto e deixadas ao ambiente para evaporagao do excesso de
agua. Posteriormente, as cascas foram secas em estufa desidratadora (Pardal
Tecnologia para Agro Industria) por 48 horas a temperatura de 50°C. Apds este
periodo, as cascas foram trituradas em moinho de facas (MARCONI) até obtengao
de uma farinha de cascas, com granulometria de 60 mesh e conservada a vacuo a
temperatura de -18°C.

O extrato das cascas de roma foi obtido através da técnica de maceragao,
homogeneizando a farinha de cascas e solugao hidroalcodlica a 70% na proporgao
1:10 (m/v), permanecendo a mistura em repouso por um periodo de 24 horas, ao
abrigo da luz e em temperatura ambiente. O sobrenadante de coloragdo amarela foi
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recolhido em frasco &mbar e armazenado em geladeira e ao residuo de maceragéo,
novo volume de solucédo hodroalcodlica foi adicionado, repetindo a extracdo por mais
24 horas. Este procedimento foi realizado por 5 vezes. O volume total de
sobrenadante foi centrifugado (Centribio) a 3500 rpm por 15 minutos e em seguida
fitrado a vacuo, em funil de Buchner e filtro 0,5um (Zeta Plus). O filtrado foi
rotaevaporado (Buchi RE 120) a 50°C, até secagem e armazenado em frasco ambar

sob congelamento a -20°C.

4.3 MICRO - ORGANISMOS

Foram utilizados cinco espécies de fungos isolados de paes deteriorados:
Penicillium panemun, Penicillium citrinum, Cladosporium oxysporum, Cladosporium
subliforme e Aspergillus chevalieri. Os fungos foram isolados a partir de paes de
forma tradicional e integral, gentilmente cedidos pela industria de paes congelados e
assados, Empresa Brasileira de Comercializagdo- EBC Alimentos, localizada em
Maringa-PR. Os fungos foram cultivados em meio BDA, isolados e purificados por
método monospodrico em agar-agua. As cepas isoladas foram encaminhadas ao

Laboratdrio de Biotecnologia Microbiana em Maringa para identificagdo molecular.

4.3.1 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS FUNGOS BASEADO NO
SEQUENCIAMENTO DA REGIAO ITS1-5.8S-ITS2

A identificacdo molecular dos fungos foram realizadas na Universidade
Estadual de Maringa.

O DNA genbmico dos fungos foram extraidos utilizando o kit de extracao
“‘Power Soil DNA Isolation kit” (MoBio Laboratories, Inc.) seguindo as instrugbes da
fabricante, com excec¢éo da fase inicial, onde os fungos foram crescidos em caldo
BD (Batata-dextrose) e utilizado cerca de 200mg de micélio para extragdo. A
integridade do DNA foi verificada em gel de agarose 1%.

Para amplificacdo da regidao de rRNA ITS1-5.8S-ITS2 foi realizada a reagao
da polimerase em cadeia (PCR) utilizando os primers |[ITS1 (5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5-TCCCCGCTTATTGATATGC-3)
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(WHITE et al., 1990) de acordo com metodologia descrita previamente por Rhoden
et al. (2012).

Os produtos de PCR foram purificados utilizando as enzimas shrimp alkaline
phosphatase e exonucleose | (Sigma-aldrich). O sequenciamento foi realizado na
plataforma de sequenciamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyser (Applied
Biosystems). Os resultados foram analisados utilizando o software BioEdit 7.2.5. As
sequencias nucleotideos foram entdo comparados com outras disponiveis no banco
de dados do National Center for Biotecnhology Information (NCBI;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando a ferramenta nBLAST, com filtragem para
“type strains”. As sequéncias mais similares foram entdo resgatadas e alinhadas
utilizando o software MEGA v.6.05 com o método “neighbor-joining”, com “p-
distance” para nucleotideos, com a opgao “pairwise gap deletion” e bootstrap com

10.000 repetigbes para a construcéo filogenética.

4.4 MATERIAIS E PREPARO DO MEIO DE CULTURA

Os materiais utilizados foram cémara de fluxo laminar (marca Bio Seg),
autoclave vertical (marca Phoenix), balanga analitica (marca Bioprecisa FA2104N),
estufa de cultura (marca Fanem LTDA), erlenmeyer, espatulas, placas de Petri
descartaveis e demais instrumentais utilizados em técnicas microbioldgicas.

Os meios de cultura agar batata dextrose (BDA), agar sabouraud dextrose
(ASD), agar-agua, agar extrato de malte (MEA) e caldo batata dextrose (BD) foram
preparados conforme instrugdes do fabricante, esterilizados em autoclave e vertido
em placas de Petri estéreis. Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.
Utilizou-se também RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, Gibco) com L-
glutamina (sem bicarbonato de sédio) e morfolinopropanosulfénico 0,65 M 3-N (pH
7,2) como tampéao (Sigma), suplementado com glucose a 2%.

O meio de cultura MEA possui a seguinte composicao: 20g de extrato de
malte, 1g de peptona, 20g de glicose e 20g de agar. Para o seu preparo cada
componente foi pesado e dissolvido em agua, por aquecimento sob agitagdo. O
meio foi esterilizado em autoclave a uma temperatura de 121° C por 20 minutos e
vertidos em placas de Petri estéreis.

Para a realizagdo do experimento foram preparados os meios controle (MEA

sem adicao de ER) e testes (com adi¢do de 1% e 5 % de ER).
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Os demais meios foram preparados conforme instrugcdes do fabricante,

esterilizados e armazenados sob refrigeracao antes do uso.

4.7 CONCENTRACAO INIITORIA MiNIMA (CIM)

4.7.1 PREPARO DA~SUSPEN,SAO DO EXTRATO DE ROMA (ER) PARA O TESTE
DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

Para a realizagao dos ensaios de concentragao inibitéria minima, foi utilizada
uma suspensdo de ER, a qual foi preparada a 20% em uma solucdo estéril de
Tween 80 (0,1%).

4.7.2 DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MiNIMA

A CIM foi determinada de acordo com o documento da CLSI, norma M38 A
preconizada pela National Committee for Clinical Laboratory Standart (NCCLS,
2002), que traz o Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo para a
Determinagéo da Sensibilidade a Terapia Antifungica dos Fungos Filamentosos, com
adaptagdes para macrodiluicdo em caldo para fungos filamentosos. Para a
realizacdo do CIM foram utilizados 12 tubos testes contendo o meio RPMI.

Os fungos foram inoculados em BDA por 7 dias a 25°C para o crescimento e
producéo dos esporos. Apos, Uma solugao estéril de tween 80 a 0,1%, foi vertida
sobre o micélio e feita a raspagem da colénia para liberagdo dos esporos, os quais
foram contados em Céamara de Neubauer. O indculo foi diluido para uma
concentracdo final de 10* esporos/mL, o qual foi utilizado para a determinacéo da
CIM. Esse procedimento foi realizado para cada um dos isolados.

Para a analise da CIM, foram utilizados 12 tubos por fungo, 10 como tubos
testes contendo o meio RPMI e a suspensédo de ER, e os demais como controle
positivo (apenas o meio e o in6culo - tubo 11) e controle negativo (apenas o meio -
tubo 12). Nesta bateria de tubos, foi adicionado 500 yL do meio RPMI nos tubos 2
ao 10 e 1000 pL no tubo controle negativo. Nos tubos 1 e 2 foi adicionado 500 ul do
ER a 200 mg/mL. A partir do tubo 2 foi realizada uma diluicdo seriada do ER 1:2 até
o tubo 10, transferindo-se 500 uL para cada tubo teste e ao final desprezando 500
uL do tubo 10. Adicionou-se 500uL da suspensdo do fungo 10* esporos/mL nos

tubos testes (tubos 1 ao 10) e controle positivo (tubo 11), reduzindo a concentragéo
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do ER em cada tubo pela metade. Os tubos foram agitados levemente para
homogeneizagdo do conteudo, e incubados em estufa a 35 °C por 48 h. Apds este
periodo foi verificado o crescimento através da turvacdo do meio e confirmagdo em
microscopio estereoscépio. Foi considerada CIM, a menor concentracdo em que o
ER impediu o crescimento do inéculo em teste. A concentragdo fungicida minima
(CFM) também foi determinada inoculando cada concentragédo do teste de CIM em
placas que continham ASD. As placas foram entdo incubadas a 35°C durante 24 h.
O MFC foi definido como a menor concentragao de extrato de cascas de roma que

impediu o crescimento fungico.

4.8 VERIFICAGAO DO CRESCIMENTO MICELIAL E DO PESO SECO

Cada isolado fungico foi inoculado em MEA por 4 dias a 25°C. A partir destas
coldnias foram retirados plugs de 5 mm de didmetro e inoculado em placas de Petri
com os meios controle e testes e incubados a 25°C por 7 dias.

Para a determinagao do crescimento micelial e peso seco utilizou-se a técnica
descrita por Marques et al, (2004) com modificagdes.

ApOs os sete dias determinou-se o diametro das colénias através de medidas
em milimetros, de cada colénia.

A porcentagem de inibicdo foi obtida através da formula de Albuquerque et al,
(2006) modificada por Tian et al, (2011).

Dc em que: Dc = didmetro do controle e Dt = didmetro do teste

Para o peso seco, o cultivo foi liquefeito através de aquecimento do meio e o
micélio retirado e transferido para papéis de filtro previamente pesados. Os papéis
com o micélio foram levados a estufa a 70°C e apds 72 horas foram pesados
diariamente até atingirem peso constante. O peso seco foi determinado pela
diferenga entre o peso final e o peso do papel de filtro.

A porcentagem de inibicio do peso foi obtida através da férmula
Albuquerque et al, (2006) modificada por Tian et al, (2011), adaptada para peso

seco. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de CIM (concentragao inibitéria minima) (acéo fungistatica) e CMF
(acao fungicida) do extrato hidroalcodlico de cascas de roma estdo apresentados na
Tabela 1. O ER apresentou capacidade de inibicdo do crescimento fungico, com
valores significativos para Penicillium panemum, Penicillium citrinum e Aspergillus
chevalieri. Cladosporium oxyxporum, Cladoporium subliforme nao foram inibidos
pelo extrato nas doses testadas.

A atividade antifungica do 6leo essencial de C. winterianus sobre fungos
filamentosos das espécies Aspergillus, Rhizopus, Penicillium e Fusarium foi
investigada por Souza et al. (2005), sendo verificada a agao antifungica apenas na
concentracdo pura. Sobre bactérias Gram negativas e Gram positivas, o 6leo
essencial de C. winterianus apresentou CIM entre as concentragdes de 20% e 5%.

Shukla et al., (2008) verificou a eficacia antifungica no extrato aquoso de
Adenocalymma alliaceum contra isolados de fungos que causam deterioragdo, foi
observado que a CIM Aspergillus flavus foi de 15,0 mg/mL e 20,0 mg/mL e
Aspergillus niger 17,5 mg/mL e 20,0 mg/mL.

Tabela 1- Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo minima fungicida (CMF) do extrato
de roma sobre fungos.

Isolados CIM(%) CMF (%)
1- Pp 2,5° 2,5°

2- Pc 1,25 2,5°
3-Co ND ND
4-Cs ND ND

5- Ac 5 5°

ab.c | etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<5%) pelo teste t-Student. ND: N&o foi verificada agéo
inibitéria e fungicida. Pp: Penicilium panemum. Pc: Penicilium citrinum. Co: Cladosporium oxysporum. Cs: Cladosporium
subliforme. Ac: Aspergillus chevalieri.

Os resultados encontrados na verificacdo do didmetro do micélio, peso seco,
porcentagem de inibigdo micelial e porcentagem de inibicdo do peso seco dos
fungos estao descritos na Tabela 2. Observa-se que todos os isolados inoculados
em meio teste obtiveram diferenga no tamanho do micélio quando comparados os

isolados do meio controle.
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Tabela 2- Diametro e porcentagem de inibicdo micelial em diferentes concentracdes de ER.

F CcD* CP* C1% C 5%
(mm) (9)
D P D %D P %P D %D P %P

Pp 5482  0,064° 2° 63,51  0,086° - 217° 60,41 0,043° 67,18
Pc 1,64°% 0,0551° 1,7° - 0,003° 9455  0,82° 50,0  0,002° 96,37
Co 47%  0,1863% 2,9° 38,30 0,029° 8443 1,38 7064 0,062° 66,73
Cs 39% 0,1371° 168> 56,92 0,065 52,58 1,56° 60,0 0,098° 28,58
Ac 1,91  0,0233® 1,1° 4241 0,016 31,33  1,86° - 0,012 485

ER: Extrato de roma; F: Fungos; CD*: controle do didmetro; CP*: controle do peso seco, D: média do didmetro da colénia em
mm apds 7 dias de incubagdo em BDA controle e testes; %D: porcentagem de inibicdo micelial; (-): ndo houve porcentagem de
inibicdo; P: peso seco em gramas da colénia em mm apds 7 dias de incubagdo em MEA controle e testes; %P: porcentagem
de inibicdo do peso seco; Meio de cultura controle sem a adigdo (*) ER a 1% e 5%; C: concentragdo. Pp: Penicillium panemun,
Pc:Penicillium citrinum, Co: Cladosporium oxysporum, Cs: Cladosporium subliforme e Ac: Aspergillus chevalieri. ®° Letras

diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p<5%) pelo teste t-Student.

Deste modo observa-se que o crescimento micelial diminui a medida que a
concentracéo do extrato aumenta (Grafico 1).

Frias; Kozusny, 2009 verificou que os extratos das onze espécies vegetais
avaliadas somente os extratos de citronela, roma e eucalipto foram eficientes no
controle de T.mentagrophytes.

Em um estudo realizado por Almeida et al., (1999) para explorar o efeito dos
Oleos volateis de Eucalyptus citriodora e seu principal constituinte o citronelol contra
dois conhecidos patégenos Rhizoctonia solanie e Helminthosporium oryzae, mostrou
que o peso seco de ambos os fungos foram drasticamente reduzidos em resposta
aos volateis dos o6leos, e uma completa inibicdo de R. solani e H. oryzae foi
observada em 10 e 20 ppm, respectivamente, e o citronelol sozinho foi mais eficaz

do que os oOleos de eucalipto.
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Grafico 1- Comparacgao grafica do didmetro do micélio dos isolados no meio controle e teste.
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Pp:Penicillium panemun, Pc: Penicillium citrinum, Co: Cladosporium oxysporum, Cs: Cladosporium
subliforme e Ac: Aspergillus chevalieri.
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Catéo et al. (2006), evidenciaram sensibilidade de todas as 17 cepas de S.
aureus submetidas ao extrato etandlico de roma a 10%. Registraram que a eficacia
diminuia a medida que se aumentava a diluicdo do extrato.

Recentemente observou-se que a punicalagina, um tanino elagico derivado
do fruto da romanzeira, é provavelmente um dos principais constituintes
antimicrobianos desta fruta (MACHADO et al., 2003).

Anesini ; Perez (1993), avaliando 132 extratos de plantas usadas na medicina
popular na Argentina em atividades antimicrobianas, observaram que o pericarpo do
fruto de P. granatum produziu extratos ativos que inibiram o crescimento de
Aspergillus niger.

Varios estudos tém comprovado o efeito de compostos isolados extraidos de
Oleos essenciais de plantas que atuam como fungicidas naturais inibindo a atividade
fungica e, um numero significativo destes constituintes tem se mostrado eficaz
(CHAO ; YOUNG, 2000).
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Grafico 2- Comparacao grafica do peso seco dos isolados no meio controle e teste.
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Pp:Penicillium panemun, Pc: Penicillium citrinum, Co: Cladosporium oxysporum, Cs: Cladosporium
subliforme e Ac: Aspergillus chevalieri.
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Pela analise de peso seco (Tabela 1) nota-se que os fungos isolados no meio
teste com a adicdo do ER dependendo da concentragdo testada, apresentaram
diferenga significativa em comparacdo aos isolados inoculados no meio controle,
sem a adi¢ao do ER.

Através do Grafico 2 é possivel perceber que o isolado Penicillium citrinum foi o
fungo que apresentou maior diminuigio do peso seco, apresentando
aproximadamente 94,55% de inibigdo fungica.

Velluti et al., (2004) observaram reducédo do desenvolvimento micelial do fungo
Aspegillus niger que foi obtida a partir da concentragdo de 1000 mg/ml, evidenciando
o poder antimicrobiano do orégano.

Rosal et al., (2009) verificaram que o extrato aquoso de Salvia officinalis pode ser
usado como alternativa para o controle de Penicillium sp. causador do mofo azul em
maca pos-colheita, sendo que, este estudo apontou que a medida em que foi
aumentada a concentragao da solugao aplicada, maior foi a eficacia sobre o controle

do patégeno.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se com este trabalho que, as concentragcées 1% e 5% do extrato de
Punica granatum L. mostraram inibicdo fungica diminuindo significativamente o
crescimento das espécies de Penicillium panemum, Penicillium citrinum,
Cladosporium oxysporum, Cladosporium subliforme e Aspergillus chevalieri. Em
nenhuma das concentragoes testadas houve inibicdo total do crescimento micelial e
peso seco dos fungos testados. Estudos futuros podem ser realizados em diferentes
meios e concentracdes e diretamente nos alimentos, para verificar a capacidade de
inibicdo do extrato sobre os fungos. Desta forma, torna-se promissor o uso da
Punica granatum L. como um possivel agente antifungico a ser aplicado aos

alimentos.
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