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RESUMO

A carne de frango vem ganhando um espaco cada vez maior no mercado
consumidor, fazendo com que a industria avicola no Brasil crescesse
consideravelmente quando comparada aos demais setores da economia. Contudo
uma atencdo especial deve ser dada a cama de aviario, por que € atribuida a
mesma a responsabilidade pela contaminacao fungica das aves. Desta forma, € de
grande importancia que o tratamento do material a ser utilizado possua comprovada
acado antifungica. Os 0Oleos essenciais sdo uma alternativa para esse tratamento,
visto que apresentam em sua composicdo compostos com propriedades fungicidas
e/ou fungitoxicas. Assim visando o desenvolvimento de um método alternativo para
o tratamento de cama de aviarios e que também contribua para a preservacdo do
meio ambiente, o objetivo deste trabalho é avaliar a atividade antifungica do 0leo
essencial de arruda na contagem total de bolores e leveduras, em materiais de cama
de aviarios. Para a verificacdo da atividade antifungica do Oleo essencial de Ruta
graveolens foi feito o estudo das amostras de bagaco sem e com a aplicacdo do
Oleo essencial. Para o tratamento do bagaco, utilizou as concentracdes 4% e 6% do
6leo essencial, realizando as diluicbes 10" a 103 As diluicdes fora feitas em
duplicatas em placas de Pétri com o meio ABG. As placas foram incubadas a 25°C
por 7 dias .O estudo foi repetido efetuando-se diluicdes de 10 a 10°.0s resultados
das placas com as concentracdes 4% e 6% do Oleo essencial, ndo se mostraram
satisfatorio pois ndo foi possivel observar a inibicéo e realizar a contagem de bolores
e leveduras,o que levou a repeticdo do experimento utilizando em maiores diluicbes
(10, 107") . Nessas diluicées observou-se inibicdo, mas ndo houve reprodutibilidade.
Os resultados indicaram que as concentracoes do 6leo essencial em relacdo a
quantidade de bagaco utilizada, ndo se mostraram eficiente frente a atividade
antifingica, ndo sendo possivel realizar a contagem total de bolores e leveduras.
Contudo o resultado sugere uma continuacdo do trabalho, utilizando uma menor
guantidade de amostra de bagaco de cana-de-acucar.

Palavras-chave: Oleo essencial, Ruta graveolens, Cama de aviario



ABSTRACT

Chicken meat is gaining more and more space in the consumer market, causing the
poultry industry in Brazil grew considerably compared to other sectors of the
economy. However special attention should be given to poultry litter, why is assigned
the same responsibility for fungal contamination of birds. Thus, it is of great
importance that the treatment of the material to be used has proven antifungal action.
Essential oils are an alternative to this treatment, since they exhibit in their
composition compounds with fungicidal and / or antifungal activities. Thus aiming to
develop an alternative method for treating poultry bed and also to contribute to the
preservation of the environment, the aim of this study was to evaluate the antifungal
activity of the essential oil of rue in the total count of molds and yeasts in materials of
poultry bed. To verify the antifungal activity of the essential oil of Ruta graveolens
was made the study of residue samples with and without the application of essential
oil. For the treatment of bagasse, the concentrations used 4% and 6% of the
essential oil by performing the dilutions 10 and 103. The dilution was done in
duplicate into Petri plates with the medium ABG. The plates were incubated at 25 ° C
for 7 days .The study was repeated making dilutions of 10™ to 10°°.0s results of the
concentrations plates with 4% and 6% of essential oil, were not satisfactory because
It was not observed and the inhibition perform molds and yeasts, which led to repeat
the experiment using at higher dilutions (10, 107). In these dilutions inhibition was
observed, but there was no reproducibility. The results indicated that the essential oil
concentrations relative to the amount of bagasse used, were not effective against the
antifungal activity is not possible to carry out the total count of molds and yeasts.
However, the results suggested a continuation of the work using a smaller amount of
sample sugarcane bagasse.

Keywords: Essential oil, Ruta graveolens, Bed aviary.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Exemplos de compostos monoterpénicos de ocorréncia em 6leos

B S SBINICIAUS .ttt ettt ettt ettt 17
Figura 2— Exemplos de compostos sesquiterpénicos de ocorréncia em 6leos

LTS IST = g od =TSP 17
Figura 3 — Ruta graveolens L. (Arruda) ........ooeuueeiiiieeee e e e eeeeees 20
Figura 4 — Estrutura quimica dos principais constituintes quimicos presentes nas
folhas de arruda: (a) quercetina, (b) rutina, (c) psoraleno e (d) alantoina ................. 21
Figura 5 — Compostos identificados na amostra do 6leo essencial extraido das folhas

B AITUA ... 24
Figura 6 — Antibioticos de origem fungica: penicilina F e cefalosporina C................ 28
Figura 7 — Micrografia eletronica de Nifas.................uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 29
Figura 8 — Morango mofado. llustracdo da formag&o do micélio.............ccccceeeernnnnns 30

Figura 9 — Representacédo individual da cabeca aspergilar das espécies de
Aspergillus. a) Aspergillus flavus (conidioforo unisseriado); b) Aspergillus flavus
((oTo] g1 To [To) (0] (ol o] 1S3 Y=1 4= Lo [0 ) PSR 31
Figura 10 - Colbénia de Aspergillus flavus em meio Sabouraud dextrose agar
incubada Por 7 dias @ 25°C. .....coo i 31
Figura 11 — Exemplo de contaminac¢ao do milho por Aspergillus flavus.................... 32
Figura 12 — Colbnia de Apergillus fumigatus em MEA, apés crescimento de 2 dias, a
A (8 1 OSSO 33
Figura 13 —Aspecto microscopico: Cabecas aspergilares de Aspergillus fumigatus. 34
Figura 14 —Representacéo individual da cabeca aspergilar das espécies Aspergillus
L1810 F= LU I PP PP PPPPPPPPP 34

Figura 15— Patologia por Aspergillus fumigatus. Les&o nos sacos aéreos e difusédo

no sistema respiratorio de granulomas de tons brancos em Gallus gallus................ 35

Figura 16 — Modo de infec&o por inalagdo de conidios de Aspergillus fumigatus. ...36
Figura 17 — Resultado das placas contendo s6 o bagago de cana-de-acucar .......... 45

Figura 18- Resultado das placas contendo sO o bagaco de cana-de-agucar na



o 1% 1o T 0 LR 46
Figura 19 — Resultado das placas contendo s6 o bagac¢o de cana-de- aglUcar na

GIUIGED 1073 .ottt ettt ettt 46
Figura 20 —Resultados da placa contendo 0 Tween 80. ......ccccoveeevviiviiiiiiiieeeeeeeeeenns 47
Figura 21 — Resultados das placas contendo a solugéo 4% na diluicdo 10™............ 47
Figura 22 — Resultados das placas contendo a solugéo 4% na diluicdo 107............ 48
Figura 23 — Resultados das placas contendo a solugéo 4% na diluicdo 107°............ 48
Figura 24 — Resultados das placas contendo a solugéo 6% na diluicdo 10™............ 49
Figura 25 — Resultados das placas contendo a solugéo 6% na diluicdo 107............ 49
Figura 26 — Resultados das placas contendo a solugéo 6% na diluicdo 107............ 50
Figura 27 — Resultado das placas contendo s6é o bagaco de cana-de-acucar na

TIIUIGED 07 ...ttt ettt e et ettt e e e e 50
Figura 28 — Resultado das placas contendo s6 o bagaco de cana-de-agUcar na

o 1o 1o o RO 51
Figura 29 — Resultados das placas contendo a solucdo 6% na diluicdio 107............ 51
Figura 30 — Resultados das placas contendo a solugéo 6% na diluicdo 10°............ 52

Figura 31 — Resultado das placas contendo a solucdo 8% do 6leo essencial na
o 1o 1o X0 0RO 52
Figura 32 — Resultado das placas contendo a solucdo 8% do 6leo essencial na
GIUIGED 107 ..o ettt ettt e et 53



5.1
5.2

6.1
6.2

7.1

7.1.1
7.1.2
7.1.3
7.1.4
7.2

7.2.1
7.2.2

7.2.3
7.2.4

SUMARIO

INTRODUGAO. .......coooiiieiieee et
OLEO ESSENCIAIS OU VOLATEIS......cooiiieiiraiceee s
Ruta graveolens Linnaeus (ARRUDA)........ccccoovveevviiiiiineee,
COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DA

ARRUDA . ... e a e e
CAMA DE AVIARIO........cooooviiitiiiieieee et
FUNGOS . e
ASPErgillus flavuS..........oie i
Aspergillus fUMIQAtUS.........uuiiiiieiiciiiii e
ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO OLEO ESSENCIAL DE
ARRUDA: UMA ALTERNATIVA PARA UM ESTUDO
INTERDISCIPLINAR. ...t
MATERIAIS E REAGENTES........coii i
PROCEDIMENTO.......cci ittt
MATERIAIS E METODOS........cooiiii it
MATERIAIS. ... e
EQUIPAMENTOS. ... i e a e
Y F= U= = U PP PPPRURPRRPRR
REAGENTES ...
Oleo essencial da arruda e bagaco de can-de-acUcar........................
METODOS. .....ooieieiesieieieeeie ettt ettt st se s s e neneenenens

Prparo dos meios ABG (Potato Dextrose Agar)........ccccccvvvvveveinieeeeennn.

Preparo da Solucéo salina a 0,85%, adicionada de peptona a

Preparo da solucdo 10% de Oleo essencial de arruda........................

Preparo da solucéo 8% de 6leo essencial de arruda.........ccccvveveeennn..



7.2.5
7.2.6

1.2.7

7.2.8

10

Preparo das solucbes 6% e 4% de 6leo essencial de arruda............. 42
Avaliacdo do grau de contaminacédo fungica antes do tratamento
com o antifungico (solucdo de 6leo de arruda).......cccceeeeeeeeeeeeeeeennnnnne. 43

Tratamento do bagaco de can-de-ac~ucar com o antifungico

(solucbes de 4% e 6% Oleo de arruda) e tween 80.......cccevvvveeeeeeeiiiinnn, 43
Contagem de bolores e leveduras........ccccceeeeeiiiiiiiiii e 43
RESULTADOS E DISCUSSAO.......cooi oo 45
CONCLUSAO. ...ttt 55
REFERENCIAS ..ottt ettt 56



14

1. INTRODUCAO

A carne de frango esta ganhando um espaco cada vez maior no mercado
consumidor, o que faz com que a industria avicola no Brasil crescesse
consideravelmente quando comparada aos demais setores da economia (REIS;
RODRIGUES; LEITAO, 2009).

Para o maior desenvolvimento da avicultura, uma atencéo especial deve ser dada a
cama de aviario, pois ela pode constituir um dos grandes entraves ao progresso do
setor, particularmente quanto a sua qualidade sanitaria (SANTOS et al., 2008).
Varios materiais podem compor a cama avicola como casca de arroz, casca de
amendoim, maravalha, bagaco de cana-de-acucar e feno de capim naipé (REIS;
RODRIGUES; LEITAO, 2009, GARCIA et al., 2013). A maravalha é um dos
materiais mais utilizados como cama no Brasil, contudo, dependendo da sua
disponibilidade nas varias regides do pais, seu preco pode se tornar alto. Dentre
varios outros materiais estudados, o bagaco de cana-de-acUcar tem sido
considerado o melhor em termos de maciez e rapida absorcdo de umidade
(TEIXEIRA et al., 2012).

Habitualmente é atribuida a cama do aviario a responsabilidade pela contaminacao
fungica das aves. Esta contaminacdo se da em decorréncia do material empregado
na cama de aviario, ser contaminado durante a estocagem em depdésitos. Encontra-
se com mais frequéncia em materiais de cama de aviarios os fungos do género
Aspergillus, principalmente o Aspergillus flavus e A. fumigatus (SANTOS et al.,
2008).

Os fungos sédo encontrados abundantemente na natureza na forma de esporos,
conseguindo crescer nos mais diferentes materiais. A contaminacéo das aves é feita
no momento em que elas inalam o0s esporos, 0s quais podem estar presentes no
material utilizado como a cama. Esta contaminacdo leva o desenvolvimento de
aspergilose respiratdria, a qual € a mais grave e mais frequente, podendo gerar altas
perdas econdmicas por mortalidade elevada, em aves jovens e por dispor a ascite
(SANTOS et al., 2008).
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Desta forma, para assegurar que a cama utilizada nos aviérios apresente baixa
contaminacdo ou esteja livre de fungos, é de vital importancia que o material a ser
utilizado como cama para aves seja tratado com algum produto de comprovada acao
antifngica. Uma alternativa para esse tratamento sdo os Oleos essenciais de
plantas, visto que apresentam em sua composi¢do, compostos com propriedades
fungicidas e/ou fungitoxicas. Estes compostos naturais apresentam a vantagem de
serem geralmente, menos prejudiciais ao homem e a ao meio ambiente
(VENTUROSO et al., 2011; SANTOS et al., 2008).

Segundo Venturoso et al (2011), estudos realizados com extrato bruto de dleo
essencial obtidos de plantas medicinais, indicaram que as mesmas apresentam
potencial para o controle fungico, por sua acdo fungitdéxica direta, inibindo o
crescimento micelial e a germinacdo de esporos.

Orlanda (2011), em seu estudo sobre atividade antifungica do 6leo essencial de
Ruta graveolens L. (arruda), verificou que para inibir o crescimento de
Sacchromyces cerevisiae, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatos e Aspergillus
niger, € necessario uma concentracado minima de 4% (v/v) de 6leo essencial. Ja
para fungos Candida tropicalis e Candida glabarata, a concentracao inibitéria minima
foi de 0.75%, mostrando que estas linhagens fangicas sdo mais susceptiveis ao 6leo
essencial de arruda.

Visando o desenvolvimento de um método alternativo para o tratamento de cama de
aviarios e gque também contribua para a preservacdo do meio ambiente, o objetivo
deste trabalho é avaliar a atividade antifungica do 6leo essencial de arruda na

contagem total de bolores e leveduras, em materiais de cama de aviarios.
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2. OLEOS ESSENCIAIS OU VOLATEIS

Os Oleos esséncias sdo caracterizados como compostos naturais, volateis e
complexos que possuem um forte odor, sendo sintetizados por plantas aromaticas
durante o metabolismo secundario para sua sobrevivéncia. Podem ser sintetizados
por todos os oOrgdos das plantas: flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutas,
raizes, madeira e cascas da arvore. Sao normalmente extraidos de plantas
encontradas em paises quentes, como as do mediterraneo e dos tropicos, onde
representam parte importante da farmacopéia tradicional. (MACHADO, JUNIOR
2011; MAIA, DONATO & FRAGA, 2015).

S&o0 quimicamente caracterizados como misturas complexas de compostos de baixo
peso molecular, sendo alguns altamente volateis, capazes de gerar sabores e/ou
aromas. Apresentam-se fisicamente no estado liquido a temperatura ambiente, com
aspecto incolor ou claro. Ndo se misturam a agua, e podem ser extraidos de
diferentes modos, como hidrodestilacdo, CO, supercritico, ou com a utilizacdo de
solventes organicos ou gorduras (PROBST, 2012). Na grande maioria das vezes o0s
Oleos essenciais sdo extraidos através da técnica de arraste a vapor, e também pela
prensagem do pericarpo de frutos citricos, como por exemplo, flores (rosas), folhas
(eucalipto), cascas (canela), rizomas (gengibre), e frutos (laranja) (BIZZO, HOWELL
& REZENDE, 2009; MAIA, DONATO & FRAGA, 2015).

Os constituintes dos 6leos essenciais variam desde hidrocarbonetos terpénicos,
alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenbdis e compostos aromaticos
encontrados em todos os tecidos vivos das plantas. Sempre ocorre a predominancia
de uma, duas ou trés substancias que constituem os O6leos esséncias, 0s quais
caracterizardo as fragrancias. (GODINHO, 2012). Os terpenos representam a
maioria dos componentes e ocorrem com muito mais freqiéncia e abundancia
(BELTRAME et. al, 2010). Os compostos terpénicos mais comuns nos Oleos
esséncias sdo 0s monoterpenos e 0s sesquiterpenos (GODINHO, 2012). A figura 1

apresenta alguns monoterpenos divididos nos seus trés subgrupos:
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Aciclicos Monoaciclicos
H N OH
/H\ OH
mirceno geraniol a-terpineol terpinoleno
Biciclicos
0]
Z ¢O
a-pineno canfora
tujona

Figura 1 — Exemplos de compostos monoterpénicos de ocorréncia em 6leos
essenciais(In: SIMOES et al., 2000, p. 391).

A figura 2 apresenta alguns sesquiterpenos, divididos nos seus subgrupos.

Aciclicos Monociclicos

N X
HOCH,_ = S
P o
) acido abscinico
farnesol nerolidol
Biciclicos
E\
B-selineno

B-cariofileno

Figura 2— Exemplos de compostos sesquiterpénicos de ocorréncia em dleos
essenciais (In: SIMOES et al., 2000, p. 391).
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Por possuirem grande importancia industrial os 0leos essenciais sdo empregados
nas industrias de perfumaria e cosmeética, devido a sua complexa e refinada
composicdo aromatica, alimenticia, devido ao seu potencial como flavorizante,
farmacéutica, devido ao seu potencial terapéutico, area de aromatizacdo ambiental e
produtos sanitarios, bem como na é&rea da moda, onde o0s Oleos essenciais
inicialmente retidos nas fibras confeccionadas véo sendo liberados na medida de
sua utilizacao (MAIA, DONATO & FRAGA, 2015).

Algumas substancias presentes nos 6leos essenciais possuem alto valor comercial.
Essas substancias podem ser isoladas do Oleo ou mesmo sintetizadas em

laboratorio. Um exemplo € o mentol das espécies de menta. (TRANCOSO, 2013).

Vale frisar que nem todos os 6leos essenciais possuem aroma agradavel e nem
sempre as espécies que 0s contem apresentam propriedades terapéuticas
(TRANCOSO, 2013).

Para caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais utiliza-se cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas. Alguns Oleos apresentam mais de 60
compostos diferentes. Os componentes majoritarios representam as vezes mais de
85% do total, enquanto outros compostos aparecem em quantidades pequenas,
ainda que a proporcdo nao esteja relacionada com a grandeza de sua atividade,
pode esta proporcdo ser fundamental para a acdo farmacolégica dos demais
(PROBST, 2012).

Os Oleos essenciais apresentam diferentes propriedades bioldgicas, tais como, acéo
larvicida, atividade antioxidante, acdo analgésica e antiinflamatéria, fungicida,
antibacteriana e atividade antitumoral. Em virtude dessas propriedades, os 6leos
essenciais vém sendo estudados na area médica e para preservacao de alimentos
(MACHADO & JUNIOR, 2011; GODINHO , 2012). Observa-se, portanto, que 0s
Oleos essenciais estdo relacionados com diversas funcdes necessarias a
sobrevivéncia da planta, sendo fundamental na defesa contra micro-organismos.
Estudos indicam que cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem propriedades
antifangicas e 35% propriedades antibacterianas (MAIA, DONATO & FRAGA, 2015).

Com o objetivo de identificar substéncias alternativas ao uso de medicamentos

tradicionais, existem diversos estudos sobre a atividade antimicrobiana de 6leos
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essenciais. Dessa forma, buscam-se 0s produtos naturais que apresentem uma
acdo antifungica eficiente frente a micro-organismos resistentes (CAVALCANTI,
ALMEIDA & PADILHA, 2011).
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3. Ruta graveolens Linnaeus (ARRUDA)

A arruda (Ruta graveolens L.) (figura 3) popularmente conhecida como arruda-
fedorenta, ruta-de-cheiro-forte, arruda-doméstica e arruda-dos-jardins € uma espécie
perene, pertencente a familia Rutaceae, largamente utilizada como recurso

medicinal pela populagéo local em todo o Brasil (YAMASHITA et al., 2009).

Figura 3- Ruta graveolens L. (arruda) (In: ORLANDA 2011, p.8)

A arruda € uma planta de existéncia longa, que se renova a cada primavera. Chega
a atingir cerca de um metro de altura, apresentando haste lenhosa com ramificagcbes
desde a base. As flores sdo de cor verde-amarelada e os frutos tém a forma de
capsulas arredondadas e as sementes sdo pardas e rugosas (SILVA et al, 2010;
ORLANDA, 2011; TORIANI & OLIVEIRA 2006).

Todas as partes da planta estdo repletas de pontos transparentes e, as folhas,
cobertas por pequenas glandulas que contém 6leo com peculiar odor balsédmico, de

forte cheiro fétido e ativo, devido ao 6leo essencial que encerra de sabor amargo e
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muito espesso (ORLANDA, 2011).

Popularmente é conhecida como uma planta magica, utilizada desde muito tempo
em rituais de protecéo, principalmente contra o mal olhado, desordens menstruais,
inflamacdes na pele, caimbras, doencas dos olhos, sarna, micoses e piolhos
pondendo também ser usada para tratar dor de ouvido e problemas nos olhos,
(ORLANDA, 2011; SOUZA et al., 2011).

A espécie Ruta graveolens pode apresentar diversas atividades, entres elas:
analgésica, anti-hemorragica, antiinflamatoria, calmante, estimulante, repelente,
vermicida. Justamente por apresentar essas propriedades medicinais, atrai a
atencdo dos pesquisadores, fazendo com que venha sendo muito estudada nos
altimos anos. (SILVA et al ., 2010).

A variedade genética e os fatores ambientais variam a composicdo quimica da
arruda. Nesta planta sdo encontrados principios amargos, resinas, gomas, taninos,
flavonoides, rutina, psoraleno, quercetina, alcaldides, acidos organicos, alantoina,
saponina (figura 4) (ORLANDA, 2011; TORIANI & OLIVEIRA, 2006).

OH @] OH OH
(a) OH
(0)

OH

H
[ o}
Y 0
(/m 04<Nl/ J\
o o X0 N '}' NH;
LOH

(d)

Figura 4 - Estrutura quimica dos principais constituintes quimicos presentes
nas folhas de arruda: (a) quercetina, (b) rutina, (c) psoraleno e (d) alantoina
(In: ORLANDA 2011, p.9)
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Sao atribuidas a quercetina as propriedades analgésica, antialérgica, bactericida,
antidiabética, carminativa, anti-gastrica, hepatoprotera, anti-histaminica, anti-
inflamatoria, antioxidante, antiespasmaodica, antitumoral, antiviral e larvistatico. O

psoraleno é empregado em casos de vitiligo e psoriase (ORLANDA, 2011)

A rutina presente na composi¢cdo quimica facilita a absor¢cdo da vitamina C pelo
organismo, 0 que promove a inibicdo da aldose-redutase combatendo a fragilidade
dos capilares. A rutina também apresenta atividade antibacteriana e alelopatica
(SANTOS et al., 2009).

A alantoina é responséavel pelo efeito cicatrizante, possui acdo anti-irritante o que
auxilia o sistema de defesa da pele no processo de proliferacdo de novas células e
apresenta acdo hidratante e queratolitica, que por esta razdo € usada no tratamento
da psoriase, ictiose e hiperqueratoses. A presenca de mucilagem contribui para o
efeito emoliente e restaurar a oleosidade perdida devido ao ressecamento da pele
(ORLANDA , 2011).

A planta também produz um 6leo essencial rico em substancias volateis, que
possuem propriedades calmantes, que ao serem aspiradas, aliviam as dores e
diminuem a ansiedade (ORLANDA, 2011).

3.1 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DA ARRUDA

Segundo Laszlo (2013), o Oleo essencial de arruda é rico principalmente em
cetonas. A tabela 1 apresenta os componentes presente no 6leo essencial e suas

respectivas porcentagens.
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18-Cineol 0.64
Nonan-2-ona 2.71
Decan-2-ona 1.3

Cénfora 0.22
Undecan-2-ona 89.43
Dodecan-2-ona 0.46

Undecan-2-ol 0.85
Tridecan-2-ona 0.19
trans-Anetol 0.41

Carvacrol 15

TOTAL 97.71

Tabela 1 - Componentes do 6leo essencial da Arruda (In LASZLO, 2013, p.2)

SILVA et al., (2010) obtiveram em seus estudos, o 6leo essencial de R. graveolens
através de hidrodestilacdo em doseador tipo Cleavenger, sendo identificado 50% de
seus componentes, 0s quais equivalem a cerca de 90% da constituicdo quimica do
6leo. Os componentes majoritarios identificados foram: nonan-2-ona (33,9%), decan-
2-ona (1,3%) e undecan-2-ona (56,8%) (figura 5).

Orlanda (2011) determinou a composi¢ao quimica do 6leo essencial da arruda (Ruta
Graveolens L.) via cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa (CG-
MS). Esta metodologia permitiu a identificar os compostos nonan-2-ona, decan-2-
ona, undecan-2-ona e dodecan-2-ona, 0s quais pertencem a classe metilcetdnica ou
monoterpendide. Foram identificados também os ésteres, acetato de octila, ftalato
de etila e acetato de pentadecanila (figura 5). Segundo o mesmo autor, 0

cromatograma do 6leo essencial de arruda mostrou dois picos mais intensos, que
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foram definidos como majoritarios, os quais correspondiam aos compostos nonan-2-

ona e undecan-2-ona.

0] 0 0
)k CHj3(CH,),CH CH
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Figura 5— Compostos identificados na amostra do 6leo essencial extraido das
folhas de arruda (In: ORLANDA, 2011, p. 57)

Lima (2013), utilizando a técnica do headspace para a determinagcédo dos compostos
organicos volateis, obteve também os compostos nonan-2-ona e undecan-2-ona das

folhas da arruda (Ruta Graveolens L.).

Segundo Orlanda (2011), as metilcetonas nonan-2-ona e undecan-2-ona
apresentam as seguintes propriedades comprovadas: bactericida, fungicida,
aleloquimicos, antioxidante, inseticida, repelente, alelopatico, expectorantes,
antivirais, descongestionantes hepdticos, estimulantes da circulacdo e do sistema

nervoso central.

De acordo com (LASZLO, 2013), as cetonas como undecan-2-ona, nonan-2-ona, e
decan-2-ona, presentes no 6leo de arruda, sdo uma classe quimica geralmente com
potencial antimicrobial vasto (fungos, bactérias e virus), algo notavel no 6leo

essencial de



25

4. CAMA DE AVIARIO

A cama de frango consiste na mistura de excretas juntamente com material
absorvente, utilizado como substrato para receber e absorver a umidade das
excretas, penas e descamacoes da pele das aves e restos de alimento que caem
dos comedouros. Auxilia na reducdo das oscilacdes de temperatura no aviario e,
consequentemente, na melhoria do conforto das aves que de uma forma esta
associado ao bem estar animal. (VIRTUOSO et al., 2015).

Residuos organicos, como a cama de frango, sdo considerados insumos de baixo
custo e de alto retorno econbmico para a agropecuaria, além do retorno direto da
atividade (BRATTI, 2013).

A boa qualidade da cama deve ser indispensavel, independente do material
utilizado, deve cobrir 0 piso do galpdo de maneira uniforme, atingindo espessura de
5a 8 cm no verdo e 8 a 10 cm no inverno, possibilitando o bem-estar das aves e seu
desempenho produtivo (VIRTUOSO et al., 2015).

O conhecimento de sua composi¢do quimica € importante para um correto manejo
deste residuo, que de forma geral € composto predominantemente de agua e
carbono, com menores quantidades de nitrogénio e fésforo e leves tracos de cloro,
calcio, magnésio, sédio, manganés, ferro, cobre, zinco e arsénico, média de 14% de
proteina bruta, 16% de fibra bruta, 13% de matéria mineral, e 0,41% de extrato
etéreo. Esta composicdo é muito variavel, porém, rica em nutrientes o que propicia o
desenvolvimento de bactérias e fungos. Além disso, as préprias condicdes
ambientais, como as variacdes de temperatura de 20 a 32°C, dependendo da
semana de criacdo, tornam favoraveis a proliferacdo desses micro-organismos
(SANTOS et al., 2012 ; CARVALHO et al, 2011).

Diversos fatores podem afetar a composicdo da cama aviaria, como: tipo ou
composicdo da racdo, natureza e quantidade do material de cobertura do piso do
galpéo, periodo de permanéncia das aves sobre o material, nUmero de aves por

area, condicbes e periodo de estocagem, temperatura ambiente e utilizacdo de
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equipamentos de resfriamento, como nebulizadores e ventiladores, entre outros. O
tamanho das particulas também tem grande importancia sobre a compactacdo da
cama, absorcdo de umidade, diminuicdo de calos de peito e escoriacdes (GARCIA
et al., 2013).

Segundo Virtuoso et al. (2015), a escolha do material a ser utilizado como cama é de
grande importancia, uma vez que as aves passardo todo seu ciclo de vida em
contato direto com o material que sera utilizado para composicdo da cama de
frango. Uma boa escolha da cama contribui para diminuir a incidéncia de lesdes em
regides como peito, articulagdes e coxim plantar das aves, devendo possuir, entre
suas caracteristicas, capacidade de absorcdo e liberacdo de umidade, isolamento
térmico, facilidade de obtencéo e baixo custo (VIRTUOSO, et al., 2015).

Um dos materiais mais utilizados como cama no Brasil € a maravalha, contudo,
dependendo da sua disponibilidade nas varias regides do pais, seu preco pode se
tornar alto. Dentre varios outros materiais estudados, o bagaco de cana-de-acUcar
tem sido considerado o melhor em termos de maciez e rapida absorcéo de umidade
(TEIXEIRA et al., 2012).
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5. FUNGOS

Os fungos séo conhecidos popularmente como mofos e bolores (SILVA & COELHO
2006). Compreendem um grupo heterogéneo de micro-organismos heterotroficos
como saprobios ou parasitas, com menos freqiiéncia como simbiontes, e vivem em

associacao com outros organismos (OLIVEIRA, 2005).

Os fungos s@o micro-organismos que crescem em diversos ambientes possiveis,
devido o sistema enzimatico altamente desenvolvido (RIBEIRO, 2013). Os esporos
dos fungos sdo abundantemente encontrados na natureza, germinam rapidamente
no solo, em plantas, em alimentos, em papel e até em vidros. Os alimentos
armazenados representam excelente campo para a proliferagdo dos fungos,
principalmente quando os principios béasicos de secagem adequada e
armazenamento correto sdo desconhecidos ou desprezados (PEREIRA;
CARVALHO & PRADO, 2002).

Na maior parte das vezes, sdo lembrados somente pelos danos que causam, seja
parasitando plantas, causando problemas de saude para o ser humano, e
deterioracdo de grande variedade de materiais. No entanto todos os dias somos
beneficiadas por produtos originados direta ou indiretamente de fungos, por
exemplo: acdo fermentativa de fungos na sintese de alcool etilico e dioxido de
carbono, (producdo de bebidas como vinho e cerveja, alimentos como paes e
massas em geral). Podem ainda proporcionar sabor e aroma distintos em diferentes

tipos de queijos e consumo de cogumelos comestiveis (SILVA & COELHO, 2006).

Para a industria farmacéutica, importantes farmacos de uso clinico em vérias
patologias sdo obtidos de fungos, destacam-se como 0s exemplos mais conhecidos,
os antibioticos penicilina, produzida por fungos do género Penicillium, descoberta em
1928 por Alexander Fleming, e a cefalosporina, isolada de culturas de
Cephalosporium acremonium em 1948 por Brotzu, (figura 6) (OLIVEIRA, 2010).
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Figura 6- Antibiéticos de origem fungica: penicilina F e cefalosporina C.(In:
OLIVEIRA, 2010, p.11).

Fonte do in6culo, substrato ideal, 4gua, oxigénio e temperatura adequada, sdo 0s
cinco fatores principais para a proliferacdo de fungos em qualquer substrato, devem
ser levado em consideracdo também os niveis de CO,, o pH e, em alguns casos,
presséo, luz, e outras formas de radiagcdo (RIBEIRO, 2013). Os fungos crescem em
substratos que outros organismos ndo sao capazes de crescer, por exemplo:
crescimento com atividade de agua reduzida (a, >0,65 até a,, <0.99), crescimento
em valores de pH reduzido: 3,0 e abaixo, crescimento em uma grande variedade de
temperatura: maior que 0°C a menor que 40°C, utilizacdo de uma grande variedade
de substrato, capacidade de esporulacdo e disseminacdo em diferentes condigbes
(RITTER, 2007).

Os bolores sdo multicelulares e crescem em compridos filamentos chamados hifas
(figura 7). Essas, da maioria das espécies sdo divididas em sec¢des que contem
geralmente muitos ndcleos por seccdo (JONES & GAUDIN, 2000). A observacao
microscopica do sistema reprodutivo é fundamental para a classificacdo desses
fungos, o que permite a identificacdo do género e da espécie (PEREIRA, 2012). Ja
as leveduras sao fungos unicelular com reproducdo por gemulacdo ou brotamento
por blastoconidios, algumas apresentam a capacidade para a producdo de hifas,
cuja, podem surgir de um blastoconidio denominadas hifas verdadeiras, ou as
pseudo-hifas que surgem da conjuncdo de varios blastoconidios, se mantendo
unidos apos a formacédo (PERREIRA, 2012).



29

Essencialmente aerdébica com limitada capacidade anaerdbica, acumula glicogénio
como material reserva (PEREIRA, 2012). Embora comparado muitas vezes com 0s
vegetais, os fungos sdo organismos que nao possuem clorofila em suas células, ou
seja, nao realizam fotossintese. Todos os fungos sao eucariotos. Normalmente
possuem dois nucleos em suas células os quais podem ser visualizados pelo
microscépio O6ptico empregando-se técnicas de coloragcdo apropriadas. S&o
organismos heterotréficos (obtém nutrientes por absorcéo, ou seja, langcam enzimas
aos substratos onde colonizam e absorvem o0s nutrientes através da parede e
membrana celular) (SILVA & COELHO, 2006), unicelulares ou pluricelulares, estes
ultimos caracterizados pela formacdo de estruturas filamentosas, as hifas, que
constituem o micélio (figura 8). O micélio pode ter duas fun¢des distintas: promover
a fixacdo do bolor no substrato (micélio vegetativo) e promover reproducao atraves
da producédo de esporos (micélio reprodutivo) (RITTER, 2007). Na fase reprodutiva,
o micélio forma estruturas assexuadas e/ou sexuadas que originam 0S esporos,

principais responsaveis pela propagacédo das espécies. (MAIA & JUNIOR, 2010).

Figura 7: Micrografia eletronica de hifas.(In: SILVA & COELHO, 2006, p.4)
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Figura 8: Morango mofado. llustracédo da formacéo do micélio. (In: SILVA &
COELHO, 2006, p.4)

5.1 Aspegillus flavus

Aspergillus flavus € um fungo filamentoso, pertencente a classe Ascomycetes,
subclassse Eurotiomycetidae; ordem Eurotiales, familia Trichomaceae e género
Aspergillus (PINHEIRO, 2004). A. flavus foi descrito pela primeira vez por Link em
1809 (CARVALHO, 2013), seus condi6foros surgem a partir de hifas vegetativas
septadas. As fidlides podem surgir diretamente de uma vesicula globosa (condi¢do
unisseriada) ou a partir da métula que envolve uma vesicula (condi¢do bisseriada)
representadas respectivamente na figura 9. A cabeca conidial (vesicula, métula,

fidlides e adeias de conideos) é variavel na espécie A. flavus (REIS, 2009).
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Figura 9- Representacdao individual da cabeca aspergilar das espécies de
Aspergillus. a) Aspergillus flavus (conidiéforo unisseriado); b) Aspergillus
flavus (conidioforo bisseriado). (In: VALENTE, 2014, p.8)

Macroscopicamente, as colbnias pertencentes ao género Aspergillus caracterizam-
se pelo desenvolvimento de colonia coloridas e brilhantes. As colbnias A. Flavus
(figura 10), s&o caracteristicamente verdes a amarelo-oliva, embora eventualmente
possam apresentar coloracdo amarelo puro tornando-se acinzentadas com a idade
(CASTRO, 2011).

Figura 10 - Coldnia de Aspergillus flavus em meio Sabouraud dextrose agar
incubada por 7 dias a 25°C. (In: CARVALHO, 2013, p.7)
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O género A.flavus cresce em substratos com umidade entre 22-23% e UR entre 90-
100%. A faixa de umidade relativa para a producdo aflatoxinas ¢ de 80 a 85%,
umidade relativa 6tima para esporulacdo: 85% (RITTER, 2007). Atividade de agua
(Aa) minima para se desenvolverem é de 0.78, com teor de umidade minima de 16%
(REIS, 2007), umidade relativa do ar entre 80 e 90%, temperatura acima de 25°C
favorece o0 crescimento de A.flavus, caracterizando-o como fungo de

armazenamento, e temperatura 6tima de crescimento 35°C (CASTRO, 2011).

Embora Aspergillus flavus tenha a capacidade de afetar os seres humanos, a sua
maior ameaca para a saude € através da producdo de aflatoxinas (CARVALHO,
2013) e acido ciclopiazdnico (GONCALEZ et al., 2013) que contaminam as culturas
alimentares, incluindo o milho, amendoim e nozes (figura 11), sendo que a presenca
dessas micotoxinas em alimentos e racdes pode levar a um efeito toxico no homem
e em animais (GONCALEZ et al., 2013).

Figura 11- Exemplo de contaminag&o do milho por Aspergillus flavus. (In:
CARVALHO, 2013, p.8).

O consumo de alimentos contaminados com essas micotoxinas pode levar a
aflatoxicose aguda que resulta em morte ou a aflatoxicose crénica que resulta em
situacdes patolégicas mais prolongadas, incluindo cancro e imunossupressao. O
figado é o principal 6rgdo alvo, e os danos hepaticos tém sido documentados em

roedores, aves domesticas, apds a ingestédo da aflatoxina (CARVALHO, 2013).
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5.2 Aspergillus fumigatos

Aspergillus fumigatus foi descrito pela primeira vez em 1863, pelo médico Johann B.
G. W. Fresenius (CARVALHO, 2013). E considerado o maior e comum etioldgico
agente patogénico responsavel pelas primeiras causas de morbidade e mortalidade
e por 90% de infeccbes em variadas espécies de animais, com incidéncia especial
em aves domeésticas (frangos, perus, patos) e espécies de aves selvagens
(VALENTE, 2014).

Em relacdo ao aspecto macroscépico das colbnias de A. fumigatus, geralmente tem
um aspeto aveludado, de coloracdo cinza-esverdeado ou cinza-azulada
(CARVALHO, 2013).

Aspergillus fumigatus € termotolerante e cresce a temperaturas variando entre 15°C
a 53°C (CARVALHO, 2013). As colbnias deste fungo, quando em presenca de
condicbes propicias, em meios de cultura de MEA e a temperaturas
correspondentes ao seu Otimo desenvolvimento (de 25 a 37°C), permitem a
observacédo macroscopica das suas particularidades (figura 12). Contudo, este fungo

apresenta-se como um fungo filamentoso (VALENTE, 2014).

Figura 12 - Colonia de Apergillus fumigatus em MEA, ap0s crescimento de 2
dias, a 27,5°C. (In: VALENTE, 2014, p.12)
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O nome Fumigatus é derivado do latim “fumigave”, que significa fumaca referindo-se
ao micélio azul-cinza esfumacado (figura 13) (CARVALHO, 2013).

-

Figura 13 - Aspecto microscoOpico: Cabecas aspergilares de Aspergillus
fumigatus (In: CARVALHO, 2013, p. 4).

Aspergillus fumigatus dispde de conidi6foros curtos, lisos sem irregularidades,
hialinos e de dimensdes de 100-500 x 5-8 um; as vesiculas sdo subglobosas com
fidlides com disposicdo colunar e unisseriadas (sem a presenca de métula) e
hialinas, com dimensées de 20-30 um. Os seus conidios (unidade reprodutiva
assexuada) sao pequenos, incolores e com uma forma globosa, de tamanho 2-5 um,
(figura 14) (VALENTE, 2014).

Figura 14 - Representacéo individual da cabeca aspergilar das espécies
Aspergillus fumigatus (In: VALENTE, 2014, p.8).
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Aspergillus fumigatus é o agente causal de varios tipos de infecdes, tanto em
humanos como em animais, que ocorrem nos pulmdes, ossos, olhos, aparelho

cardiovascular e no sistema nervoso central (CARVALHO, 2013).

A aspergilose ou pneumonia micotica € causada por diversas espécies de fungos do
género Aspergillus € a micose mais comum em aves (FISCHER; SOUZA &
BERSELLI, 2012). Considerada a principal enfermidade micética na exploracéo
econbmica da avicultura comercial, dentre as mais diversas formas de apresentacao
clinica da doenca, a forma respiratoria, que afeta principalmente os pulmdes e sacos
aéreos em aves, sao as de maior importancia (figura 15) (FISCHER; SOUZA &
BERSELLI, 2012).

Figura 15— Patologia por Aspergillus fumigatus. Lesdo nos sacos aéreos e
difusdo no sistema respiratorio de granulomas de tons brancos em Gallus
gallus (In: VALENTE, 2014, p.21).

Considerada uma micose oportunista, a aspergilose acomete principalmente
individuos imunocomprometidos. Aspergillus fumigatus € um importante patégeno de
fungos filamentosos que causa infeccdo invasiva grave e pneumonia nesses
hospedeiros imunocomprometidos o que resulta em altas taxas de mortalidade
(FISCHER; SOUZA & BERSELLI, 2012). O conidio inalado (figura 16) alcanca e
acumula-se nos pulmdes (6rgédo-alvo), onde se iniciaria uma inflamacéao,
acompanhada por libertacdo de enzimas fungicas gerais (elastases, proteases e

fosfolipases), bem como producéo de gliotoxina, especifica de A. fumigatus sensu
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stricto (a sua deteccao foi verificada em 93% dos isolados clinicos com Aspergilose
Invasiva comprovada) resultando danos nos tecidos e disseminagdo para outros
orgaos através da circulacdo sanguinea, gerando Aspergilose invasiva e outras
doencas (VALENTE, 2014)

0,22 )5 comidios'm’
e
109 e 10Ve*

Figura 16- Modo de infecdo por inalacdo de conidios de Aspergillus fumigatus.
(In: VALENTE, 2014, p.18).
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6. ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO OLEO ESSENCIAL DE ARRUDA:
UMA ALTERNATIVA PARA UM ESTUDO INTERDISCIPLINAR NO
ENSINO MEDIO

A Lei de Diretrizes e Bases da Educacdo Nacional — n® 9394/96 estabelece como
finalidades do Ensino Médio, o aprimoramento do educando como ser humano, sua
formacdo ética, o desenvolvimento de sua autonomia intelectual e de seu
pensamento critico, sua preparacado para o mundo do trabalho e o desenvolvimento

de competéncias para continuar seu aprendizado (Art.35) (CAVAGLIER, 2011)

A quimica é a ciéncia que estuda a natureza da matéria, as transformacbes e a
energia envolvida nesses processos. Quando o estudante ingressa no ensino médio,
aprende algumas ciéncias separadas, sendo a quimica uma delas. Esta disciplina
pode ser vista com um olhar mais particular do que durante as séries anteriores,
quando era tratada por ciéncias. Ndo s6 o estudo da quimica, mas como também de
outras areas do conhecimento, € fundamental para desenvolver a capacidade de
raciocinar logicamente, observar, redigir com clareza, experimentar e buscar
explicacbes sobre 0 que se vé e 0 que se |é, para compreender e refletir sobre os
fatos do cotidiano ou sobre questbes veiculadas pela imprensa ou pela televisdo
(CLEMENTINA, 2011).

A grande maioria dos alunos demonstra dificuldades no aprendizado de quimica,
devido na maioria das vezes, ndo conseguirem perceber o significado ou
importédncia, do que estudam. Os conteddos sao trabalhados de forma
descontextualizada, tornando-se distantes da realidade e dificeis de compreender,
nao despertando o interesse e a motivacdo dos alunos. Além do mais os professores
de quimica demonstram dificuldades em relacionar os contetdos cientificos com
eventos da vida cotidiana, priorizando a reproducdo do conhecimento, a cépia e a
memorizacdo, esquecendo, muitas vezes, de associar a teoria com a pratica
(PONTES et al., 2008).

E de grande importancia que os professores estejam atentos a enorme distancia que

tende a se estabelecer entre o mundo da ciéncia e o mundo do cotidiano, distancia
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essa que o academismo exagerado da escola pode tornar ainda maior. Convencoes,
enunciados, conceitos, teorias, modelos e leis podem a primeira vista serem tédo
incompreensiveis quanto palavras e frases de uma lingua estrangeira. Sem duvida
nenhuma, o papel do docente como mediador do processo de ensino-aprendizagem
é essencial (CLEMENTINA, 2011).

Através do experimento proposto neste trabalho pode-se a discutir sobre as
propriedades biolégicas do Oleo essencial da arruda tais como as atividades:
analgésica, anti-hemorragica, antiinflamatoria, calmante, estimulante, repelente,
vermicida e larvicida. Essa Ultima atividade esta relacionada ao mosquito Aedes
aegypti e € devido a presenca de compostos terpénicos, alcodis e aldeidos

presentes no 6leo essencial (figuras 4 e 5).

Através da apresentacdo da estrutura desses constituintes, € possivel focar nos
grupos funcionais e ensinar as funcdes organicas e as propriedades fisicas dos
compostos organicos, como: polaridade, solubilidade, ponto de fusdo e ponto de

ebulicéo.

Segundo Correia et al., (2004), a abordagem interdisciplinar dos temas das Ciéncias
Naturais favorece a integracdo de conteudos, evita a visdo fragmentada do
conhecimento e expde os alunos a complexidade do processo de geracdo do

conhecimento.

Neste contexto, o 6leo de Ruta graveolens por apresentar atividade antifingica,
pode ser utilizado como ponto de partida para abordar o contetdo de microbiologia,
relacionando com o Reino Fungi, suas caracteristicas gerais e especificas, a
proliferacdo de fungos no dia a dia, bem como seu crescimento em alimentos. Este
crescimento poderia ser exemplificado com fatos corriqueiros no dia-a-dia do aluno
como, por exemplo, o pdo mofado, e mostrar aos alunos como 0s compostos
quimicos dos 6leos essenciais atuam contra esses microorganismos, danificando
suas células. Isto permite abordar a relacdo entre a estrutura quimica e atividade
biolégica dos compostos. Desta forma, observa-se que existe a possibilidade de

integrar diferentes areas, promovendo a interdisciplinaridade.

Propdem-se entdo, um experimento visando a extracdo do Oleo essencial de arruda

utilizando um solvente orgéanico (alcool), para relacionar sua atividade antifingica em
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amostras de morangos.

A pratica poderia fazer com que o professor além de discutir as técinas utilizadas
para extracdo de 6leos essenciais e suas aplicacdes nas industrias (farmacéuticas,
alimenticias, perfumaria entre outras), abordar na pratica a atividade antifingica e

sua importancia no dia a dia.

O experimento proposto juntamente com 0S materiais e reagentes, estédo

apresentados a seguir :

6.1 MATERIAIS E REAGENTES

- Folhas de arruda
- Alcool 70%

- Pistilo

- Béquer

- Medidor

6.2 PROCEDIMENTO

Para que se possa extrair 0 6leo essencial, inicialmente as folhas de arruda devem

ser trituradas com o auxilio do pistilo.

Em seguida colocar as folhas trituradas em um béquer (ou outro recipiente de vidro)

juntamente com o alcool, e deixar em repouso por 30 minutos.
Apés esse tempo, com o auxilio de uma peneira, separar a solucao das folhas.

Para verificar a atividade do extrato alcéolico do Oleo essencial de arruda, utilizar
dois morangos: um sem a aplicagdo da solucdo e o outro morango tratado com 20
mL da solugcdo. Deixar 0s morangos em repouso por 7 dias em temperatura

ambiente. Dado os 7 dias, visualizar o crescimento de mofo nos dois morangos.



7. MATERIAIS E METODOS

7.1 MATERIAIS

7.1.1 Equipamentos

- Estufa Bacteriol6gica MA 032 (MARCONI)

- Auto-Clave Vertical (PHOENIX)

-Balanca semi-analitica (Radwag RS 232)

-Capela para plaqueamento (fluxo laminar) - Série 1341 - Filtros TROX (MERCK)

7.1.2 Materiais

- Baldo Volumétrico de 25 mL - Erlenmayer 500 mL

- Placa de Pétri -Proveta 300 mL

- Bastéo de Vidro - Pipeta Graduada 1 mL

- Alca de drigalski - Pipeta Volumétrica 2 mL

-Pipeta volumétrica 20 mL

40
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7.1.3 Reagentes

- Alcool 70% - Meio de cultura ABG (Potato Dextrose Agar)

-Tween 80 - Oleo essencial de arruda

7.1.4 Oleo Essencial De Arruda e Bagaco De Cana-de-aglcar

Utilizou-se para o estudo o 6leo essencial de arruda comercial, produzido na cidade
de Juiz de Fora (MG).

A amostra de bagaco de cana-de-aclcar € proveniente do Sitio Sdo Pedro,

Taquarussu, Candido Mota —SP .

7.2 METODOS

7.2.1 Preparo dos meios ABG (Potato Dextrose Agar)

Pesou-se em 2 erlenmeyers de 500 mL, 11,7g do meio ABG (Potato dextrose Agar).
Através de uma proveta transferiu-se 300 mL de agua destilada em cada erlenmeyer
e a solucdo foi misturada.O meio de cultura foi esterilizado em autoclave por 20
minutos a uma temperatura de 121 °C. O meio foi retirado da autoclave e resfriado
até atingir 50 °C. Em seguida foi adicionado 3 mL do acido tartarico 10% para

acidificar o meio, e depois o0 meio foi distribuido em placas de Pétri estéreis.

7.2.2 Preparo da Solucao Salina a 0,85%, adicionada de peptona a 0,1%.

Pesou-se em um becker de 1000 mL, 7,65g de NaCl e 0,9g de peptona .Através de

uma proveta, transferiu- se 900 mL de agua destilada e agitou-se com o auxilio de
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um bastdo de vidro até a dissolugdo. Em uma proveta de 250 mL mediu-se 225 mL e
transferiu-se para 4 erlenmeyer de 500 mL, os quais foram autoclavados a 121°C

por 20 minutos e depois resfriados a 50°C.

7.2.3 Preparo da solucdo 10% de Oleo essencial de arruda

Com o auxilio de uma pipeta volumétrica e adicionou-se ao baldo volumétrico de 25
mL 2,5 mL do 6leo essencial de arruda. Em seguida com o auxilio de uma pipeta
graduada adicionou-se 0,25mL de tween 80. A mistura foi homogeneizada e aos

poucos completou-se o volume com agua destilada.

7.2.4 Preparo da solucéo 8% de Oleo essencial de arruda

Com o auxilio de uma pipeta volumétrica e adicionou-se ao baldo volumétrico de 25
mL 2,0 mL do 6leo essencial de arruda. Em seguida com o auxilio de uma pipeta
graduada adicionou-se 0,20 mL de tween 80. A mistura foi homogeneizada e aos

poucos completou-se o volume com agua destilada.

7.2.5 Preparo das solucfes 6% e 4% de 6leo essencial de arruda

As solucdes de 6% e 4% foram preparadas s partir da solugdo 10% (v/v). Para
preparar estas solu¢des foram transferidas, respectivamente, aliquotas de 15 mL e
10 mL para balées de 25 mL. Em seguida o volume dos bales foi completado com

agua destilada.
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7.2.6 Avaliacdo do Grau de Contaminacao Fungica, antes do Tratamento com o
antifungico (solugcdes de 6leo de arruda)

Para esta avaliacdo preparou-se um frasco de vidro estéril com 225 mL da solugéo
salina a 0,85%, adicionada de peptona a 0,1%. Em seguida o frasco recebeu 25 g
de bagaco de cana-de-aclcar, obtendo-se a diluicdo de 10™. Apdés a devida
homogeneizacdo do contetido do frasco efetuou-se as de mais diluicdes até 10>, De
cada diluicdo semeou-se 1,0 mL em placas de Pétri com o meio ABG. Todas as
diluicdes foram feitas em duplicata. As placas foram incubadas a 25°C por 7 dias e
depois feita a contagem de fungos, sendo expressa em Unidade Formadora de

Coldnia por um grama de amostra (UFC/Q).

O estudo foi repetido efetuando-se diluicées de 10° a 10™.

7.2.7 Tratamento do bagaco de cana-de-acUcar com o antifungico (solucdes de
4% e 6% Oleo de arruda) e Tween 80.

Para a composicdo dos tratamentos, pesou-se 50 g de bagaco de cana-de-acucar e
espalhou-se em 3 bandejas de polipropileno de 23x30 centimetros de superficie, e

posteriormente realizou-se a incorporacao dos produtos testados.

Na primeira amostra adicionou-se 20 mL do Tween 80 e na segunda e terceira
amostras, 20 mL de solucdo de Oleo essencial de arruda a 4% e 6%,
respectivamente, misturando bem os produtos testados com o bagaco de cana-de-
acucar. ApGs a incorporacao, os tratamentos foram deixados em repouso por 48

horas a temperatura ambiente.

7.2.8 Contagem de Bolores e Leveduras.

Apoés este tempo e para a avaliagdo da atividade antifungica dos tratamentos
efetuados no estudo, foram pesados 25 g de cada amostra de bagaco de cana-de-
acucar de cada tratamento, que foram diluidos em 225 mL de solucdo salina a

0,85%, adicionado de 0,1% de peptona, obtendo-se diluicdo 10, seguindo-se com
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diluicBes até 107 e repetindo-se o que foi feito para as amostras de bagaco de cana-
de-acucar antes da aplicagdo do Tween 80 e das solucdes de 6leo essencial de

arruda a 4% e 6%.

O mesmo estudo foi feito com o bagaco de cana-de-acUcar tratado com Oleo
essencial de arruda nas concentracdes 6% e 8%, mas utilizando-se diluicbes 10 a
10®. A repeticéo do estudo com o bagaco sem tratamento foi feito a diluicdes 10™ a
10", Os in6culos foram feitos pela técnica de superficie em PDA. Apés inocular, as

placas foram incubadas por 7 dias a 25°C.
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8. RESULTADOS E DISCUSSAO.

O trabalho para verificacdo da atividade antifungica do 6leo essencial de Ruta
graveolens seguiu a metodologia Orlanda (2011) e Santos et al., (2008) com
adaptacdes. Os resultados estdo relacionados aos fungos presentes nas amostras
de bagaco de cana-de-agUcar sem e com a aplicacdo do 6leo essencial. As figuras
17, 18 e 19 mostram os resultados obtidos contendo apenas o bagaco, e a figura 20
os resultados contendo a solucdo de tween 80, este precisou ser verificado para

constatar se apresentaria alguma inibicdo que atrapalhasse o estudo.

- .

Figura 17 - Resultado das placas contendo s6 o bagaco de cana-de-acucar na
diluicdo 10*
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Figura 18- Resultado das placas contend $6 0 bagaco de cana-dé-agucar na
diluicdo 102

Figura 19 - Resultado das placas contendo s6 o bagaco de cana-de- agucar na
diluicdo 103
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Figura 20 - Resultados da placa contendo o Tween 80.

Nas placas contendo apenas o bagaco e a solugéo de tween 80, (figuras 17, 18, 19
e 20) verificou-se um grande crescimento de col6nias fungicas, indicando que a

solucéo de tween 80 ndo apresenta atividade antifungica.

As figuras 21, 22, 23, 24 25 e 26 representam as placas referente ao bagaco de

cana-de-acucar com a solucao 4% e 6% do 6leo essencial.

Figura 21- Resultados das placas contendo a solucéo 4% na diluicdo 10™
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Figura 22 - Resultados das placas contendo a solucdo 4% na dilui¢éo 107

Figura 23 - Resultados das placas contendo a solucdo 4% na diluicéo 107
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Figura 25- Resultados das plac;és contendo a solucéao 6% na di‘Iuigéo 102

49
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Figura 26 - Resultados das placas contendo a soluc&o 6% na diluicdo 107

Os resultados obtidos indicam que nas concentracfes de Oleo essencial utilizadas
(4% e 6%) e nas diluicbes empregadas, ndo foi possivel realizar a contagem de
bolores e leveduras, devido ao alto crescimento de colbnias. Estes resultados
indicaram a necessidade da repeticdo do experimento em maiores diluicdes, 10 até
10~° para o bagaco, 10™ até 10" para o bagaco tratado. Foram obtidos melhores

resultados nas diluicdes 10° a 10° do bagaco tratado, cujo estes, estdo

apresentados nas figuras, 27, 28, 29, 30,31 e 32.

Figura 27- Resultado das placas contendo s6 o bagaco de cana-de-acucar na
diluicdo 10°
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Figura 28 - Resultado das placas contendo s6 o bagaco de cana-de-acucar na
diluicd010®

Figura 29 - Resultados das placas contendo a solui;éb 6% na diluicdo 10°
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Figura 30 - Resultados das placas contendo a soluc&o 6% na diluicdo 10°

Figura 31 - Resultado das plaéas contendo a solucédo 8% do 6leo essencial na
diluicdo 10°
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Figura 32- Resultado das placas contendo a solugéo 8% do oleo essencial na
diluicdo 10®

Os resultados obtidos mostram que para a quantidade empregada do bagaco de
cana-de-acgucar, as solucdes 4% e 6% do oOleo essencial de Ruta graveolens ndo
mostraram eficiéncia antifingica esperada, mesmo procedendo a maiores diluigdes
(107> -, 107%) a fim de facilitar a contagem total de bolores e leveduras em relacio a
concentragdo anterior, observou-se que houve inibicdo, mas néo reprodutibilidade.
Isto sugere um novo estudo, utilizando uma quantidade menor do bagaco de cana-

de-acucar com as mesmas diluicdes proposta para este trabalho.

Em comparagéo a estudos realizados para verificagdo da atividade antifungica do
6leo essencial de arruda, Orlanda (2011), verificou que para inibir o crescimento de
Sacchromyces cerevisiae, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatos e Aspergillus
niger, € necessario uma concentracdo minima de 4% (v/v) de Oleo essencial de
arruda. Os fungos testes foram cultivados em placas de Petri, contendo agar
Sabouraud.

Santos et al (2008) em seu estudo sobre avaliacdo da atividade antifingica de
alguns composto recomendados para o tratamento de cama de aviério, realizou a
pesquisa com trés antifingicos: composto A - constituido de acido propiénico a 38%,
acido férmico a 34% e hidroxido de amoénia a 32%; composto B — constituido de
cloreto de dodecil dimetil ambénio e cloreto de alquil dimetil; e composto C —
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constituido de acido sulfurico a 46%, incorporado em argila. O autor concluiu que o
composto (A) apresenta eficacia elevada no controle de fungo podendo ser usado

para o tratamento de cama de aviario.

Esse estudo foi realizado com compostos quimicos que apresentam uma maior

eficacia em relacdo ao um composto natural, no caso o 6leo essencial de arruda.
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9. CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram que para a quantidade empregada do bagaco de
cana-de-agucar, as solucdes 4% e 6% do Oleo essencial de Ruta graveolens ndo
mostraram eficiéncia antifingica esperada, mesmo procedendo a maiores diluicbes
(107> -, 107%) a fim de facilitar a contagem total de bolores e leveduras em relacéo a
concentracdo anterior, observou-se que houve inibicdo, mas nao reprodutibilidade.
Isto sugere um novo estudo, utilizando uma quantidade menor do bagaco de cana-

de-acucar com as mesmas diluicdes proposta para este trabalho.
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