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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar os efeitos inibitérios, “in vitro”, de éleos essenciais dos condimentos, alecrim
(Rosmarinus officinalis L.), cebola (Allium cepa L.), manjericdo (Ocimum basilicum L.), menta (Mentha piperita L.) e orégano
(Origanum vulgare L .), sobre o desenvolvimento de fungos. Os 6leos foram extraidos pela técnica de arraste a vapor e testados nas
concentragdes de 500; 1000; 1500 e 2000 mg/mL 1. Como culturas de teste foram utilizados os fungos Fusarium sp.; Aspergillus
ochraceus Wilhelm.; Aspergillus flavus Link e Aspergillus niger van Tieghem obtidos da micoteca do EcoCentro/EPAMIG em
Lavras, MG. O 6leo essencia do orégano inibiu o desenvolvimento dos fungos testados em todas as concentracfes exceto o fungo A.
niger que teve o seu desenvolvimento micelia inibido a partir da concentracdo de 1000 mg/mL1,. Os 6leos de alecrim, menta, cebola
e manjerico tiveram um efeito pronunciado a partir da concentrag&o de 1500 mg/mL L.

Termos paraindexagdo: Condimentos, 6leos essenciais, fungos, inibicéo.

ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate “in vitro” effect of essentia oils of the condiments, rosemary (Rosmarinus
officinalisL. ), onion (Alliumcepa L.), basil (Ocimum basilicumL.), mint (Mentha piperita L.) and oregano (OriganumvulgareL.)
about fungi development. The essential oilswere extracted by utilizing the vapor “dragging” technique and tested inthe concentrations
of 500; 1000; 1500 and 2000 mg/mL 2. The fungi Fusariumsp; Aspergillus ochraceus Wilhelm; Aspergillus flavus Link and Aspergillus
niger van Tieghem were obtained from the Fungal Culture Collection, EcoCentro/EPAMIG in Lavras, MG. The essential oil oregano
inhibited completely the tested fungi development except the fungus A. niger that had its development inhibited starting from the
concentrations of 1000 mg/mL-2. The rosemary, mint, onion and basil cils presented a pronounced effect starting from the concentration
of 1500 mg/mL .

Index terms: Condiments, essentia oils, fungi, inhibition.

(Recebido para publicacdo em 2 de margo de 2005 e aprovado em 28 de julho de 2005)

INTRODUGCAO

Por definic@o, condimentos e especiarias sdo
produtos aroméaticos de origem vegetal empregados
principalmente para conferir sabor aos alimentos. Além
desta utilidade possuem também propriedades
antimicrobianas, antioxidantes e medicinais e existem
aproximadamente 70 condimentos diferentes, cultivados e
utilizados em todo mundo (SHELEF, 1983).

Segundo 0 mesmo autor, os condimentos e as
especiarias foram amplamente utilizados por civilizagdes
antigas para melhorar a palatabilidade de alimentos e
bebidas. Os egipicios aproveitavam também as
caracteristicas preservativas destes temperos; as

propriedades dos 6leos essenciais de cravo, canela e cassia
foram empregadas no processo de mumificagdo de seus
mortos. Atualmente, vérios 6leos e extratos com alta
atividade bactericida e fungicida, extraidos de ervas e
outras plantas tém sido utilizados em hospitais e,
particularmente, em salas de cirurgia no processo de
desinfeccéo.

A utilizacdo de substancias naturais, de origem
vegetal, torna o alimento mais atrativo ao consumidor por
n&o apresentarem efeito toxico, mesmo quando empregadas
em concentracdes relativamente elevadas. Além dos
beneficios proporcionados a salide, diversos estudos tém
demonstrado o efeito inibidor de condimentos no
desenvolvimento de microrganismos deterioradores e
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patogénicos veiculados por aimentos. Existe também a
perspectiva de substituir os aditivos sintéticos por
conservantes naturais presentes nos condimentos (BARA,
1992). Deans & Ritchie (1987) afirmam que a substituicdo de
aditivos sintéticos por naturais, dependera
fundamentalmente da determinacdo de uma concentragdo
ideal e, segundo Shelef (1983), as concentracdes
normal mente empregadas para realcar o aroma e sabor que
variam de 0,5 a 1% ndo inibem o desenvolvimento
microbiano que depende de concentractes superiores a 1%.

Bullerman (1974) analisando o desenvolvimento de
fungos em pées brancos e adicionados de uva-passa e
candla, verificou neste Gltimo uma inibicdo acentuada de
micotoxinas e do desenvolvimento micelial de Aspergillus
parasiticus Speare, chegando a 100% quando foi utilizado
extrato acadolico de canela a 20%, j& em concentragdes
menores o extrato de canelafoi mais eficiente nainibicdo de
micotoxinas do que no desenvolvimento micelial do fungo.
Bullerman €l al. (1977) observaram que os 0leos essenciais
de canela a 200 mg/mL e de cravo a 250 mg/mL foram
inibidores do desenvolvimento e da producéo de toxina de
A. parasiticus, enquanto que o aldeido cinémico e o eugenal,
principais constituintes dos seus 6leos essenciais de canela
e cravo, respectivamente, apresentaram efeito inibidor a 150
e 125 mg/mL, respectivamente e concluiram que estes so
0s compostos de maior atividade antifingica.

Véarios estudos tém comprovado o efeito de
compostos isolados extraidos de 6leos essenciais de plantas
que atuam como fungicidas naturais inibindo a atividade
fungica e, um nimero significativo destes constituintes tem
se mostrado eficaz (CHAO & Y OUNG, 2000).

Hitokoto et a. (1980) testaram 29 condimentos e
observaram uma inibicdo completa de trés espécies
toxigénicas de Aspergillus por extratos de cravo, semente
de anis e pimenta, enquanto que os outros condimentos
foram eficientes somente na inibicdo da aflatoxina. O
eugenol e o timol extraidos respectivamente do cravo e do
tomilho causaram inibicdo completa no desenvolvimento
deAspergillusflavus e A. versicolor (Vuill) Tirab a0,4mg/
mL ou menos; na concentracdo de 2mg/mL o anetol extraido
das sementes de anis inibiu 0 desenvolvimento de todas
as estirpes testadas. Benjilali et al. (1984) testaram o efeito
de 6 Oleos essenciais em 39 espécies de fungos do género
Penicillium, Aspergillus e outros, o dleo de tomilho foi o
mais eficiente, seguido de 3 tipos de estragdo, alecrim e
eucalipto. Farag et al. (1989) obtiveram a segiiéncia
decrescente de maior atividade fungicida de 6leos
essenciais para A. parasiticus: tomilho, cominho, cravo,
acaravia, alecrim e sdlvia.

O dleo essencial de menta e 0 mentol podem ser
usados ainda numa infinidade de outros produtos, pois
seu efeito sobre os microrganismos pode ser aproveitado
de varias maneiras (MAIA, 1994). Singh et al. (1993)
demonstraram o efeito fungicida e fungistético desse 6leo
sobre 23 espécies, entre elas Alternaria sp, Curvalaria
lunata (Wakker) Boedijn, Fusarium moliniforme Sheld. e
F. solani Mart. (Sacc), os autores usaram concentragoes
variando de 500 a 10.000 mg/mL de éleo de menta nos
respectivos meios de cultura, e observaram inibicdo de
100% dos micélios, a partir de 2.000mg/mL, o que levou a
afirmar que o dleo de menta (Menta arvensis), devido a
suaforte atividade fungicida e largo espectro de atividade,
superior a alguns fungicidas comerciais, pode ser usado
como um forte produto no controle de doengas de plantas
eanimais. Singh et al. (1992) concluiram em seus estudos
que o0 6leo de menta, além de antifingico, desempenha um
papel antibacteriano, controlando o desenvolvimento de
Salmonella sp e Staphylococcus sp; entre os fungos
controlou-se Alternaria sp, Fusarium sp, Sclerotiumrolfsii
Sacc. e Aspergillus parasiticus. Os autores sugerem 0 uso
direto sobre gréos e alimentos armazenados, visando o
controle de microrganismos e insetos.

Chalfoun et al. (2004) avaliaram o efeito “in vitro”
de 6leos essenciais dos condimentos a ho, canela, cravo e
tomilho testados em concentracfes de 500, 1000, 1500 e
2000 mg/ml, e do 6leo de cravo nas concentragdes de 200,
400, 600 e 800 mg/ml, sobre o desenvolvimento micelial
dos fungos Rhizopus sp., Penicillium spp., Eurotium
repens De Bary e Aspergillus niger e constataram uma
inibicdo total do 6leo de canela sobre fungos testados, os
Oleos de tomilho e alho tiveram o mesmo efeito nas
concentragdes mais altas, o cravo inibiu o desenvolvimento
dos fungos a partir da concentragéo de 600 mg/ml, exceto
o fungo Penicillium spp. que foi verificado na
concentracdo de 800 mg/ml.

Com o presente trabal ho, objetivou-se determinar
o efeito da adicdo de dleos essenciais em meio sintético
sobre o desenvolvimento micelia dos fungos Aspergillus
niger, Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus e
Fusarium sp.

MATERIAL E METODOS

Efeito “in vitro” de 6leos essenciais sobre o
desenvolvimento fungico.

O presente trabalho foi desenvolvido no
Laboratorio do EcoCentro da EPAMIG, localizado no
municipio de Lavras, sul de Minas Gerais.
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Como culturas de teste foram utilizados géneros
e espécies de fungos, Fusarium sp., Aspergillus
ochraceus, A. niger e A. flavus obtidos da micoteca do
EcoCentro. O método utilizado foi o bioanalitico “in
vitro” observando o desenvolvimento ou inibicéo dos
microrganismos em diferentes concentragdes dos 6leos
usando o meio de cultura BDA (Batata-Dextrose e Agar)
apropriado para o desenvolvimento desses fungos. Ao
meio de cultura autoclavado por 20 minutos a 120°C,
ap0ds o resfriamento, foram adicionados os 6leos
essenciais que foram diluidos diretamente no meio de
cultura nas concentragdes de 500, 1000, 1500 e 2000 mg/
mL de meio, preparando-se para cada concentracdo 200
mL de meio mais 6leo essencial, operacdes essas
realizadas sob condicOes assépticas (capela de Fluxo
Laminar mod. FL7752).

Posteriormente, o meio contendo as diferentes
concentracOes dos 6l eos essenciais foi vertido em placas
de Petri com 9 cm de diémetro e o indculo, constituido
por um disco de micélio de 8 mm de didmetro, contendo
os fungos em estudo, foram transferidos para o centro
das placas. A incubago ocorreu em BOD (mod. 347CDG)
com temperatura de 25 °C, e fotoperiodo de 12 horas,
durante 7 dias.

Apos este periodo de desenvolvimento foram
efetuadas medic¢Bes ortogonais do didametro das
colbnias tendo como referéncia o desenvolvimento da
placa controle contendo apenas os fungos
desenvolvendo sob 0 meio de cultura sem adi¢do dos
Oleos essenciais. O esquema fatorial adotado foi com
trés repeticdes, em delineamento inteiramente
casualizado, obtendo assim, ataxa de desenvolvimento
micelia.

Os 0leos essenciais que foram testados sdo os
seguintes: alecrim (Rosmarinus officinalis), cebola (Allium
cepal..), manjericdo (Ocimum basilicun L.), menta (Mentha
piperital.) e orégano (Origanum vulgari L.).

I Obtencado dos 6leos essenciais

Para obtencdo dos 6leos essenciais das plantas,
foi utilizado a metodologia de arraste a vapor. Foram
pesados 100 g dos condimentos, folhas secas (orégano,
manjericdo, menta e alecrim) e bulbos (cebola) ficando
estes em contato direto com 1 litro de agua em ebulicao,
flutuando ou imerso no liquido, dependendo da
densidade do material colocado no recipiente de
destilacéo. A aguafoi postaem ebulicdo por aguecimento
direto conduzindo o vapor d’agua, descritapor Koketsu
& Gongalves (1991).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados apresentados na
Tabela 1 e Figuras 1,2,3,4 e 5 observa-se que alguns
6leos essenciais obtidos dos condimentos testados
apresentaram indices variaveis de inibicdo do
desenvolvimento micelial dos fungos estudados quando
comparados com a testemunha ndo tratada.

Com relacdo ao orégano, conforme apresentado
na Tabela 1 e Figura 2, observa-se que a partir de 500
mg/ml todos os fungos estudados tiveram o
desenvolvimento significativamente inibido, com
excecdo do fungo Aspergillus niger, resultado
semel hante ao observado por (AKGUL & KIVANC, 1988;
VELLUTI et al., 2003, 2004). A reducao do
desenvolvimento micelia do fungo Aspegillus niger foi
obtida apartir da concentracdo de 1000 mg/ml, resultado
este que concorda com aquel es relatados por AZZOUS
& BULLERMAN, 1982; BEUCHAT, 1976; CONNER &
BEUCHAT, 1984, evidenciando o poder antimicrobiano
do orégano.

De acordo com a Figura 2, pode-se observar que 0
0leo essencial de manjericdo apresentou um controle do
fungo Aspergillus ochraceus a partir da concentracdo 1000
mg/ml, em relag@o aos fungosA. niger eA. flavus aredugéo
do desenvolvimento micelial foi obtida apenas na
concentracdo de 1000 mg/ml e o desenvolvimento desses
fungos foi estimulado com 0 aumento das concentraces,
resultados semelhantes foram observados por Chalfoun
et al. (2004) e Pereira (2001), que relatam que esse tipo de
comportamento requer um estudo especifico por se tratar
de vérios fatores tais como: tipo de substrato, reacdo do
fungo ao substrato e diferentes tipos de compostos que
podem interferir sobre o comportamento do fungo. O fungo
Fusarium sp. ndo foi inibido em nenhuma das
concentracfes testadas.

Os resultados referentes a adicdo do 6leo
essencial de alecrim, conforme apresentado na Figura 3,
demonstram que em relacdo ao fungo A. ochraceus,
observou-se um tendéncia de aumento nos indices de
inibicdo do desenvolvimento micelial proporcional ao
aumento das concentragfes testadas. Os fungos
Fusariumsp. e A. flavus tiveram o seu desenvolvimento
micelial afetado a partir das concentracdes de 1500 e
2000 mg/ml, respectivamente. O fungo A. niger ndo teve
0 seu desenvolvimento micelial afetado nas
concentragbes testadas. Véarios estudos comprovam
as propriedades antimicrobianas deste condimento
(BENJILALLI et d., 1984; FARAG et a., 1989; SHELEF,
1983).
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TABELA 1 —Eficiéncia de vérias concentracdes de 6leos essenciais sobre o desenvolvimento micelial de fungos.

Tratamentos Fungos®
A. niger A. flavus A. ochraceus Fusarium sp.
Orégano 500 pg/ml 9,0f 6,50 d 453 f 4,86 d
Orégano 1000 pg/ml 233c 3,76 b 3,53¢c 2,33b
Orégano 1500 pg/ml 0,90b 1,50 a 2,13b 0,00 a
Orégano 2000 pg/ml 0,00 a 0,93 a 0,00 a 0,00 a
Manjericéo 500 png/ml 9,0f 8,23 e 4769 9049
Manjericdo 1000 pg/ml 70e 7,16 d 4,46 f 9,09
Manjericdo 1500 pg/ml 9,0f 8,26 e 4,46 f 9,09
M anjericéo 2000 pg/ml 9,0f 793 e 4,46 f 9,0¢9
Alecrim 500 pg/ml 9,0f 80e 4,60 f 9,0¢g
Alecrim 1000 pg/ml 9,0f 7,70 e 420 e 8,66 g
Alecrim 1500 pg/ml 9,0f 7,66 e 4,00d 7,40 f
Alecrim 2000 pg/ml 9,0f 7,00d 353¢c 6,13 e
Menta 500 pg/ml 9,0f 8,20 e 4769 6,93 f
Menta 1000 pg/ml 9,0f 8,16 e 48049 4,20 c
Menta 1500 pg/mi 7,0d 8,20 e 4,809 9,09
Menta 2000 pg/mi 2,16 ¢ 533c 4,73 g 9,09
Cebola 500 pg/ml 9,0f 8,20 e 4,709 90¢g
Cebola 1000 pg/ml 9,0f 8,16 e 4,669 90¢g
Cebola 1500 pg/ml 9,0f 8,16 e 4,60 f 9049
Cebola 2000 pg/ml 190c 8,00 e 453 f 9049
Testemunha 9,0f 8,30 e 490¢ 90g¢
CV (%) 6,26 6,86 1,98 4,58

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Scott & Knott ao nivel de 5% de
probabilidade.
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FIGURA 1 —Efeito do 6leo essencia de orégano sobre o desenvolvimento micelial dos fungos Fusarium sp., Aspergillus
ocrhaceus, A. flavus e A. niger.
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FIGURA 2 — Efeito do 6leo essencial de manjericdo sobre o desenvolvimento micelial dos fungos Fusarium sp.,

Aspergillus ocrhaceus, A. flavus e A. niger.
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FIGURA 3 —Efeito do 6leo essencial de alecrim sobre o desenvolvimento micelial dos fungos Fusarium sp., Aspergillus

ocrhaceus, A. flavus e A. niger.

Com relagdo a atuacdo do 6leo essencial de menta
(Figura 4), observou-se umainibic¢éo do desenvolvimento
micelial dosfungosA. niger e A. flavus nas concentractes
1500 e 2000 mg/ml, respectivamente. O fungo Fusarium
sp. teve o seu desenvolvimento micelial afetado nas
concentragtes de 500 e 1000 mg/ml, sendo que nas
concentragdes de 1500 e 2000 mg/ml o desenvolvimento
micelial aumentou acentuadamente, conforme relatado
anteriormente este comportamento requer um estudo
especifico. Em relacéo ao fungo A. ochraceus ndo houve

diferenca estatistica em relacdo atestemunha.

Com relagéo ao efeito da adicdo do dleo essecial de
cebola (Figura 5), observa-se que ndo houve inibi¢cdo do
desenvolvimento micelia dos fungosA. flavus e Fusarium
sp. em nenhuma das concentracOes testadas. Em relagéo
aos fungos A. ochraceus e A. niger estes tiveram o seu
desenvolvimento micelial afetado a partir das
concentrages de 1500 e 2000 mg/ml, respectivamente,
resultados semelhantes foram obtidos por CONNER &
BEUCHAT 1984; DEWIT et dl., 1979.
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FIGURA 4 —Efeito do 6leo essencia de menta sobre o desenvolvimento micelia dos fungos Fusarium sp., Aspergillus

ocrhaceus, A. flavus e A. niger.
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FIGURA 5 —Efeito do 6leo essencial de cebola sobre o desenvolvimento micelial dos fungos Fusarium sp., Aspergillus

ocrhaceus, A. flavus e A. niger.

CONCLUSOES

O 6timo desempenho do 6leo essencia de orégano
sobre os fungos testados confirma a sua eficiéncia
fungicida e/ou fungistatica.

O resultado inferior dos 6leos essenciais de cebola,
menta, manjericdo e alecrim, sobre alguns dos fungos
testados pode ser atribuida a uma possivel inadequacdo
das doses empregadas, sugerindo que em trabalhos
futuros sejam utilizadas doses mais elevadas.

Os 06leos essenciais por se tratarem de misturas

complexas de diferentes compostos devem ser
identificados e testados separadamente com o intuito de
elucidar a acdo destes compostos sobre 0 comportamento
dos fungos.
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