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RESUMO

STADLER, Franciélly. Antifungicos naturais e tiabendazol no controle de
Colletotrichum gloesporioides, Alternaria alternata e Fusarium solani. 2018. 76
f. Dissertagcao (Mestrado Profissional em Tecnologia de Alimentos) - Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Londrina, 2018.

A fruticultura contribui expressivamente no agronegocio brasileiro, entretanto, a
perda pos-colheita pode chegar a 30 % da produgao de frutas, sendo a infecgao por
fungos patogénicos uma das principais causas. A antracnose, causada pelo fungo
Colletotrichum gloeosporioides esta envolvida na deterioracdo de frutas como
mamao, manga, maracuja, acacate, fruta do conde e morango, Fusarium solani no
mamao e maracuja e Alternaria alternata em mamao, citrus, morango, melao e
manga. Devido ao surgimento de cepas fungicas resistentes, cresce a preocupagao
com a seguranga alimentar e questdes ambientais, elevando o interesse por
meétodos alternativos para o controle das perdas pdés-colheita. Neste contexto,
compostos naturais, dentre eles os peptideos antimicrobianos e o carvacrol vém se
destacando como uma alternativa no controle devido a sua alta especificidade, baixo
nivel de resisténcia e amplo espectro de agéo. O presente estudo objetivou sintetizar
quimicamente e aplicar dipeptideos como agentes antifungicos, assim como aplicar
o carvacrol isolado e em combinacdo com o tiabendazol como antifungicos. Os
peptideos c(D-Tyr-L-Leu) e c(D-Pro-D-Tyr) foram sintetizados em fase liquida pelo
acoplamento entre residuos de aminoacidos protegidos e as reagdes de ciclizagao
dos dipeptideos esterificados sob refluxo. Os produtos sintéticos foram analisados
em cromatografo liquido e sua identidade quimica confirmada por espectrometria de
massas. A atividade antifungica dos compostos foi avaliada em ensaio in vitro pelo
método de microdiluicdo contra C. gloesporioides, F. solani e A. alternata. O ensaio
de sinergismo foi realizado através do método “tabuleiro de xadrez”. O c(D-Tyr-L-
Leu) e ¢(D-Pro-D-Tyr) ndo apresentaram acgao inibitéria contra C.gloesporioides, F.
solani e A. alternata nas concentracdes avaliadas. O carvacrol apresentou CIM de
282 pug mL™, 282 yg mL" e 563 pg mL", para C. gloesporioides, F. solani e A.
alternata, respectivamente. Ainda, foi capaz de matar estes trés fungos na
concentracdo 563 ugmL™". O carvacrol quando associado ao tiabendazol mostrou
efeito aditivo contra C. gloesporioides (FICI 0,5) e sinérgico contra A. alternata (FICI
0,141). Desta maneira, foi possivel reduzir a concentracdo do carvacrol e do
tiabendazol em 75% para o C. gloesporioides e em 87,5% e 98,4% para A. alternata,
respectivamente. A combinacado de carvacrol com tiabendazol € uma proposta de
reducao da quantidade de antimicrobianos comerciais a ser aplicado na fruticultura.

Palavras-chave: Peptideos antimicrobianos. Dicetopiperazina. Antifungico,
Concentragao inibitéria minima.



ABSTRACT

STADLER, Franciélly. Natural antifungals and thiabendazole in the control of
Colletotrichum gloesporioides, Alternaria alternata and Fusarium solani. 2018.
76 f. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Tecnologia de Alimentos) - Federal
Technology University - Parana. Londrina, 2018.

Fruit production contributes significantly to the Brazilian agribusiness, however, post-
harvest loss can reach up to 30% of fruit production, and pathogenic fungal infection
is one of the main causes. The anthracnose, caused by the fungus Colletotrichum
gloeosporioides, is involved in the deterioration of fruits such as papaya, mango,
passion fruit, avocado, sugar-apple and strawberry, Fusarium solani in papaya and
passion fruit and Alternaria alternata in papaya, citrus, strawberry, melon and mango.
Due to the emergence of resistant fungal strains, concern for food safety and
environmental issues has grown, raising interest in alternative methods to control
post-harvest losses. In this context, natural compounds, among them antimicrobial
peptides and carvacrol, have been highlighted as an alternative in the control due to
their high specificity, low level of resistance and wide spectrum of action. The present
study aimed to chemically synthesize and to apply dipeptides as antifungal agents,
as well as to apply carvacrol alone and in combination with thiabendazole as
antifungal agents. Material and methods: peptides ¢(D-Tyr-L-Leu) and c¢(D-Pro-D-Tyr)
were synthesized in the liquid phase by the coupling between protected amino acid
residues and the cyclization reactions of the esterified dipeptides under reflux. The
synthetic products were analyzed in liquid chromatograph and their chemical identity
confirmed by mass spectrometry. The antifungal activity of the compounds was
evaluated in vitro by the microdilution method against C. gloesporioides, F. solani
and A. alternata. The synergism test was performed using the "checkerboard"
method. The ¢(D-Tyr-L-Leu) and c(D-Pro-D-Tyr) showed no inhibitory action against
C.gloesporioides, F. solani and A. alternata at the concentrations evaluated.
Carvacrol presented MICs of 282 pyg mL™", 282 ug mL™ and 563 pg mL™" for C.
gloesporioides, F. solani and A. alternata, respectively. Yet, it was able to kill these
three fungi in concentration of 563 ug mL™". When carvacrol was associated with
thiabendazole, it showed an additive effect against C. gloesporioides (FICI 0.5) and
synergistic against A. alternata (FICI 0.141). This way, it was possible to reduce the
concentration of carvacrol and thiabendazole by 75% for C. gloesporioides and
87.5% and 98.4% for A. alternata, respectively. The combination of carvacrol and
thiabendazole is a proposal to reduce the amount of commercial antimicrobials to be
applied in fruit farming.

Keywords: Antimicrobial peptides. Diketopiperazine. Antifulgal. Minimum inhibitory
concentration.
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1 INTRODUGAO

A producgao nacional de frutas supera os 40,0 milhdes de toneladas, sendo o
Brasil o responsavel por 4,8 % do volume mundial colhido (DERAL, 2014). Devido a
grande variedade de culturas a fruticultura vem conquistando resultados expressivos
para o agronegocio brasileiro (SEBRAE, 2015). Contudo, melhorias em alguns
aspectos sao imprescindiveis para a manutengao da competitividade do setor, como
0 aumento da eficiéncia produtiva e a redugdo das perdas pos-colheita (COSTA;
GUILHOTO; BURNQUIST, 2015). De fato, o Brasil possui 30% da sua producéao de
frutas e hortalicas desperdicadas na pés-colheita (FAO, 2011; SEBRAE, 2015)
sendo a deterioracdo por fungos uma das principais causas destas perdas
(BAUTISTA-BANOS et al., 2013; ALKAN; FORTES, 2015).

Atualmente, o principal método de controle dessas doencas sao os fungicidas
comerciais. Porém, com o uso frequente, e recorrente, destes defensivos agricolas
aumentam a pressédo de sele¢cdo natural de cepas de microrganismos resistentes
(NUNES, 2012). Além disso, seu uso indiscriminado na agricultura € um problema de
saude publica (PIGNATI et al.,, 2017). Por esta razdo, existe uma crescente
preocupagao relacionada a seguranga alimentar e ao meio ambiente.
Consequentemente, isto eleva o interesse por métodos alternativos para o controle
das perdas pos-colheita (NUNES, 2012).

Nesse contexto, os produtos naturais vém se destacando, dentre eles o
carvacrol e peptideos antimicrobianos, ambos reconhecidos na literatura por suas
variadas agbes bioldgicas (PAPALIA, 2012; NOSTRO; GYAWALI; IBRAHIM, 2014;
KUMAR; KIZHAKKEDATHU; STRAUS, 2018).

O carvacrol, € um monoterpeno presente no orégano e tomilho, usado em
alimentos como aromatizante e conservante, além de poder ser aplicado como um
agente antimicrobiano contra microrganismos resistentes a antibidéticos comerciais
(SUNTRES; COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 2015; MOHAMMAD et al., 2017). Entretanto,
seu uso é limitado em alimentos, por causar alteragdes de sabor e aroma, (ZHOU et
al., 2007). Buscando a redugdo da concentracdao de carvacrol aplicado, esse
composto natural, a combinagdo com outros compostos antimicrobianos vém sendo
estudada (BURT, 2004; ZHOU et al., 2007; ALVES et al., 2016).
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Os peptideos antifungicos possuem alta especificidade, baixo nivel de
resisténcia e amplo espectro de agdo, sendo considerados de grande potencial para
a industria de alimentos. A maioria dos peptideos antifungicos possui entre 11 a 20
residuos de aminoacidos e a tendéncia € sintetizar peptideos cada vez mais curtos
em busca da reducgédo de custos (AKKAM, 2016). Assim, os dipeptideos ciclicos,
constituidos por dois residuos de aminoacidos, produzidos de forma sintética vém de
encontro a essa tendéncia (CROWLEY; MAHONY; SINDEREN, 2013; PERZBORN;
SYLDATK; RUDAT, 2013). Dentre os naturais, foi reportado que o dipeptideo ciclico
c(D-Tyr-L-Leu) mostrou atividade antifungica in vitro contra C. gloeosporioides
(KUMAR et al.,, 2013). O ciclo c(D-Pro-D-Tyr) também foi estudado, e mostrou
atividade contra alguns fungos incidentes no mamao, como, Rhizoctonia sonali,
Fusarium sp. e Penicillium sp. (KUMAR; NAMBISAN; MOHANDAS, 2014).

A reducdo de perdas através de solugdes eficientes na cadeia produtiva
agroindustrial torna-se essencial para garantir a seguranga alimentar e nutricional, e,
representa ganhos econdémicos substanciais. Estudos mostram que a diminuigdo das
perdas pode ampliar o valor da producgado agricola para R$ 9,8 bilhdes, elevando em
R$ 18 bilhdes o valor da economia e, em 9,7 bilhdes o produto interno bruto do pais,
e ainda, pode gerar mais de 300 mil empregos (FAO, 2011; COSTA; GUILHOTO;
BURNQUIST, 2015).

Frente a este panorama de crescente importancia da fruticultura no pais, e a
problematica perda de frutos na pods-colheita, este trabalho pretendeu usar as
potencialidades antifungicas do carvacrol e dos peptideos antifungicos no combate
aos fungos deteriorantes do mamé&o. Adicionalmente, usar este antifungicos em
baixas concentragcbes a fim atingir o efeito antimicrobiano na menor concentragao
possivel, minimizando alteragdes indesejaveis nos alimentos e reduzindo o custo de

aplicacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Aplicar antifungicos naturais isolados ou em combinagdo com o tiabendazol
no controle da proliferagdo de Colletotrichum gloesporioides, Fusarium solani e

Alternaria alteranata.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade fungistatica in vitro dos compostos naturais, c(D-Tyr-L-
Leu) e c(D-Pro-D-Tyr) e carvacrol contra Colletotrichum gloesporioides,
Fusarium solani e Alternaria alteranata;

e Determinar a agdo fungicida dos compostos naturaris que apresentaram
acao fungistatica;

e Testar o carvacrol e o tiabendazol de forma associada na inibicdo da
multiplicagado de Colletotrichum gloesporioides, Fusarium solani e Alternaria

alternata.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PERDAS POS-COLHEITA DO MAMAO

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de frutas, com uma producgao de
40,9 milhées de toneladas em 2015. Esses expressivos resultados na oferta de
frutas tropicais e de clima temperado devem-se a ampla diversidade de gendtipos de
culturas e a vasta variedade de condigdes edafoclimaticas do pais (SEBRAE, 2015,
DERAL, 2017). O maméao é de grande importancia econémica, social e nutricional,
sendo o Brasil o segundo maior produtor mundial da fruta (FAO, 2014), com uma
producao, em 2016, de mais de 1,5 milhdes de toneladas em uma area plantada
superior a 30 mil hectares e um valor da produgédo de 1,2 milhdes de reais (IBGE,
2016).

Em média, 30% da producgéo nacional de frutas é desperdicada (FAO, 2011;
SEBRAE, 2015). Porém no mamao, a incidéncia de doengas fungicas no periodo
pos-colheita pode chegar a 70% em alguns estados do Brasil, evidenciando a
importancia econémica oriunda das perdas desse periodo na fruta (FURTUNATO et
al., 2015).

O mamao é cultivado na maioria das regides tropicais e subtropicais do
mundo (BAUTISTA-BANOS et al., 2013). Esta em sexto lugar entre as frutas
exportadas, com 33.688 toneladas em 2014, ficando atras somente do meldo,
manga, limao, banana e mac¢a (SEBRAE, 2015). Porém seu periodo de conservagao
€ curto devido ao rapido amadurecimento e a deterioragao pds-colheita (BAUTISTA-
BANOS et al., 2013; GALO et al., 2014). Possui altas taxas de perdas (40%) quando
comparado a outras frutas, como manga (20%), meldo (20%), melancia (20%), uva
(20%) e laranja (15%), além de um curto periodo de armazenamento de até trés
semanas (EMBRAPA, 2013).

Disturbios fisiolégicos como sardas na pele (perda de latex), translucidez
(acumulo de agua no apoplasto), amaciamento (deficiéncia de calcio) ou grumos
duros na polpa (inativagdo da parede celular por altas temperaturas) afetam
negativamente a qualidade da fruta e reduzem sua vida de prateleira (OLIVEIRA;
VITORIA, 2011).
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A podriddo durante o armazenamento € um dos principais problemas
associados a comercializacdo do mamao, sendo que as doencgas nessa fruta estao
em sua maioria associadas a fungos (BAUTISTA-BANOS et al., 2013; ONIHA;
EGWARI, 2015).

Infecgbes fungicas podem acontecer nas fases de produgéo agricola (20%),
manuseio e armazenamento (10%), processamento e embalagem (20%),
distribuicéo (12%) e consumo familiar (10%). A redugcédo dos mecanismos de defesa
da fruta apds a colheita pode explicar o aumento da incidéncia de fungos nesse
periodo (FAO, 2011; ONIHA; EGWARI, 2015).

Durante o processo de amadurecimento dos frutos ocorrem inumeras
alteracdes fisioldgicas que aumentam a susceptibilidade e facilitam a infeccédo e
desenvolvimento de microrganismos deteriorantes. Fungos fitopatogénicos podem
estar presentes na fruta verde e permanecerem, na forma latente, da maturacao a
senescéncia (ALKAN; FORTES, 2015).

Tais perdas acarretam um desperdicio de importantes recursos, como solo,
agua, energia e insumos, utilizados na produgdo, assim como, emissdes
desnecessarias de gases de efeito estufa. Tudo isso impacta diretamente na
seguranga alimentar (em termos de produgédo de alimentos) e no desenvolvimento
econdmico (FAO, 2011; COSTA; GUILHOTO; BURNQUIST, 2015).

Os mais frequentes fitopatbgenos do mamao séo Colletotrichum
gloeosporioides, Lasiodiplodia theobromae, Fusarium spp., Alternaria alternata,
Alternaria solani, Rhizopus spp., Rhizopus stolonifer, Aspergillus spp., Curvularia
spp., Penicillium spp. e Phomopsis caricae-papayae. A antracnose causada pelo
fungo Colletotrichum gloeosporioides pode ser a principal patologia pds-colheita do
mamao (BAUTISTA-BANOS et al., 2013; FURTUNATO et al., 2015; ONIHA;
EGWARI, 2015).

3.2 RESISTENCIA MICROBIANA AOS ANTIFUNGICOS COMERCIAIS

Os fungicidas comerciais sao o principal método de controle de doenca poés
colheitas em frutos. Porém cresce a preocupagcdo com questdes ambientais,

segurancga alimentar e o aumento de patégenos resistentes (OLIVEIRA et al., 2015).
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A india, maior produtor mundial de frutas segundo a FAO (2014), distribui quase
noventa mil toneladas de pesticidas nos campos. O uso indiscriminado de pesticidas
esta contaminando a terra, a agua, o ar e os alimentos (RAJENDRAN, 2016). O
Brasil esta entre os maiores consumidores de agrotoxicos no mundo, seu uso na
agricultura é um problema de saude publica, tendo em vista as contaminag¢des no
ambiente, em alimentos e as intoxicagdes na saude humana (PIGNATI et al., 2017).

Os principais fungicidas utilizados em algumas plantas frutiferas e
especificamente no mamao, fruta com elevados indices de perdas, sao o tiabendazol
e Benomyl®, gque nao sao utilizados em varios paises devido a propensao a
resisténcia do fungo e a efeitos nocivos a saude humana. Além disso, sua aplicagao
leva a produgédo de aguas residuais que exigem desintoxicacéo (BAUTISTA-BANOS
et al., 2013; PERRUCHON et al., 2017).

O tiabendazol € um antifungico de amplo espectro, pois age contra fungos
patogénicos de varias plantas. O composto ndo apresenta cor, nem cheiro, quando
aplicado na planta é rapidamente absorvido pelas raizes e entao difundido para toda
a planta. E considerado seguro, de baixa toxicidade para pessoas e animais
(ROBINSON; PHARES; GRAESSLE, 1978). SEIDE et al. (2015) afirmam que
fungicidas comerciais podem causar hepatotoxicidade em humanos. O que pode
gerar um grave problema de saude publica. Em seu estudo, concluiu que o
tiabendazol pode suprimir hepatocitos por apoptose, o que indica dano hepatico e
morte celular.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2018) todos os
agrotoxicos causam algum tipo de dano a saude humana se nao forem utilizados de
forma adequada. A exposi¢cdo em longo prazo, em doses relativamente pequenas, a
exposi¢ao cronica dos trabalhadores, ou ainda a ingestdo de alimentos com
residuos pela populagdo podem causar anomalias na gravidez, com morte fetal e
mal formagdes das criangas; anomalias das glandulas de homens e mulheres que
se traduzem pela infertilidade, a feminizagdo masculina, tumores de tiredide, de
testiculos, prostata, mamas e ovarios; o aparecimento de cancer; as anomalias dos
cromossomos que passam de uma geragao a outra, entre outros.

A eliminagcdo desses compostos em estacbes de tratamento de agua
convencionais € praticamente nula, consequentemente os residuos desses
compostos sdo descarregados na natureza, agravando ainda mais o potencial de

resisténcia dos microrganismos (PEREZ et al., 2013).
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O uso de produtos quimicos inadequados, em quantidades superiores ao
necessario, assim como colheita logo apds a pulverizagdo fazem com que hajam
niveis excessivos de pesticidas em vegetais, frutas, legumes e graos. Esses
residuos podem causar inUmeras complicagdes a saude, como cancer, defeitos
genéticos e impoténcia (RAJENDRAN, 2016). Existem cepas resistentes para quase
todas as classes de fungicidas agricolas (ISHIl, 2006; DEISING; REIMANN;
PASCHOLATI, 2008). O tipo de resisténcia depende de varios fatores, como o0 modo
de agao, o gene-alvo unico, a extensado da aplicagéo, a exclusividade de uso, a taxa
de crescimento do fungo e a resisténcia cruzada na classe fungicida (CAMPBELL,
CHAN; KIM, 2012).

Crescem os obstaculos no uso de agentes antifungicos na agricultura, além
do desenvolvimento de resisténcia microbiana, outras questdes que preocupam sao
os elevados custos e os efeitos colaterais dos compostos comerciais. Esses
problemas séao intensificados devido aos esforgos para controle de microrganismos
resistentes, onde s&o usadas doses cada vez maiores, por periodos mais
prolongados (CAMPBELL; CHAN; KIM, 2012). Outro problema a ser considerado € a
toxicidade a saude humana. A resisténcia cruzada dos fungos infecciosos humanos
pode ser uma consequéncia dos fungicidas aplicados na agricultura. Isso pode
acontecer com os triazdis, agentes antifungicos usados na agricultura e na medicina
(FISHER, et al., 2018).

O mecanismo de resisténcia pode sacontecer pela mutacdo de um
aminoacido de proteina do fungo alvo, tornando o antifungico ineficaz,
independentemente da quantidade aplicada. Outros tipos de resisténcia incluem a
reducao da absor¢cado do fungicida devido a estrutura alterada da membrana, a
superexpressao do gene alvo ou a degradacao do fungicida (CAMPBELL; CHAN;
KIM, 2012).

Apesar dos avangos nos antifungicos comerciais, 0 aumento dos casos de
infeccao e resisténcia a antifungicos é preocupante, o que torna dificil o controle de
doencgas fungicas (SCORZONI et al.,, 2017). CABAN et al. (2009) avaliaram a
resisténcia de cepas de Penicillium expansum isoladas de mac¢as ao tiabendazol,
concluindo que até 69% das cepas apresentavam resisténcia. Evidencia-se a
importancia do desenvolvimento de novos agentes antifungicos com novos
mecanismos de agao, tanto para a protecdo humana quanto vegetal (JIANG et al.,
2008; WEERDEN; BLEACKLEY; ANDERSON, 2013; AKKAM, 2016). Surge entao
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com grande relevancia a ideia do emprego de produtos naturais para controle de
doengas pos-colheita como alternativa a fungicidas sintéticos comerciais
(BAUTISTA-BANOS et al., 2013).

3.3 COMPOSTOS BIOATIVOS

O uso inadequado de antimicrobianos resultou no aumento da resisténcia de
alguns microrganismos, incluindo patégenos transmitidos pelos alimentos. Os
mesmos, além de resistentes aos antimicrobianos, estdo tornando-se tolerantes aos
métodos de conservagao de alimentos. Além disso, os consumidores estdo mais
atentos quanto o impacto negativo dos conservantes artificiais (sintéticos) a saude
(GYAWALLI; IBRAHIM, 2014).

Alimentos processados com concentragdes minimas de aditivos alimentares
sdo uma tendéncia crescente entre os consumidores (PINHEIRO et al., 2011). Para
tanto se faz necessario o desenvolvimento de bioprocessos que possibilitem a
producdo ou extracdo de compostos bioativos de origem natural (MARTINS et al.,
2011).

Os compostos bioativos sdo naturalmente produzidos e isolados a partir de
plantas, animais, bactérias, algas e fungos, e também fazem parte dos sistemas de
defesa do hospedeiro (BARREIRO; BOLZANI, 2009; GYAWALI; IBRAHIM, 2014). O
Brasil, possui vasta diversidade bioldgica, que esta fortemente vinculada a
alternativas para a descoberta de novos compostos antifungicos. Os avangos sao
em sua maior parte baseados em produtos naturais, estes aprovados por 6rgaos
fiscalizadores em todo o mundo. Neste sentido, a quimica de compostos naturais &
de grande impacto na descoberta e sintese de novos compostos antifungicos
(BARREIRO, 2009).

Compostos naturais, como a natamicina, a nisina, os 6leos essenciais de
plantas vem sendo relatados como agentes antimicrobianos contra microrganismos
patogénicos e deteriorantes (MARCHESE et al., 2016; DALHOFF, 2018; JHONSON
et al., 2018). E assim, a acao conservante destes compostos naturais pode contribuir

com a reducdo das etapas de processamento fisico dos alimentos, que muitas vezes
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altera as propriedades organolépticas dos mesmos (JUNEJA; DWIVEDI; YAN,
2012).

O emprego de compostos bioativos na industria de alimentos € uma
abordagem alternativa e segura para o controle de patdégenos, no intuito de melhorar
a seguranga, a qualidade e, estender a vida util dos alimentos, inibindo o
crescimento de células microbianas (JUNEJA; DWIVEDI; YAN, 2012). Além de agéo
antimicrobiana, podem apresentar agcao antioxidante (ALVES-SILVA et al., 2013),
anti-inflamatéria (MICHALAK; CHOJNACKA, 2015) antitumoral (RAFFA et al., 2017)
e contra doencas cardiovasculares (RANGEL-HUERTA et al., 2015).

Compostos bioativos sdo considerados uma inovagcdo no que se refere a
segurancga alimentar, normalmente ndo alteram as propriedades sensoriais como
sabor, odor, cor, textura e valor nutricional do produto. Entretanto, podem impactar
em alguns aspectos intrinsecos e extrinsecos, na formulagcdo e no armazenamento
de alimentos, o que justifica a necessidade de estudos detalhados, com abordagens
quantitativas, para avaliar a eficiéncia antimicrobiana (TIWARI et al., 2009).

Para incorporagao desses agentes bioativos em frutas, uma opgédo que vem
sendo estudada s&o os revestimentos comestiveis, uma tecnologia ambientalmente
segura, que controla os processos de oxidagdo, a transferéncia de umidade e a
troca de gases (DHALL, 2013; RAGHAV; AGARWAL,; SAINI, 2016).

3.3.1 Carvacrol

A fim de reduzir a contaminagcdo microbiana, os 6leos essenciais podem ser
aplicados em industrias de alimentos e bebidas (MIRANDA et al., 2016). Eles s&o
liquidos, volateis, limpidos e normalmente sem cor; podem ser solubilizados em
solventes organicos ou em lipideos e sua densidade € em geral mais baixa que a da
agua. Estudos evidenciam que os 6leos essenciais sejam uma opg¢ao ambiental e
economicamente viavel para substituicdo ou acgdo conjunta a antioxidantes e
antimicrobianos tradicionais, buscando reduzir a quantidade dessas substancias nos
alimentos, através do efeito sinérgico entre os produtos (MARCHESE et al., 2016;
MIRANDA et al., 2016).
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Carvacrol € um fenol monoterpénico presente majoritariamente no 6leo
essencial do orégano (Origanum vulgare) sendo assim, o principal responsavel pelas
atividades bioldgicas do orégano (BASER, 2008). Este composto natural, cujo nome
IUPAC é 5-isopropil 2-metilfenol, esta presente também no tomilho (Thymus vulgaris)
(RYU et al., 2018) e alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham) (COSTA et al., 2007).

O carvacrol é obtido biosinteticamente a partir do y-terpineno com o auxilio de
p-isopropil tolueno, ndo podendo ser citado como derivado do fenol (BASER, 2018).
Pode ainda ser sintetizado quimicamente ou obtido por métodos biotecnoldgicos. Ele
apresenta caracteristicas lipofilicas, € insoluvel em agua e altamente soluvel em
etanol, éter etilico e acetona. Ainda, sua densidade é de 0,976 g mL'em
temperatura ambiente (SHARIFI-RAD et al., 2018).

Estudos in vitro e in vivo do carvacrol evidenciam uma ampla variedade de
propriedades farmacoldgicas e biolégicas, como antibacteriana, antifungica,
antioxidantes, anticancerigenos, antigenotoxica, antimutagénica, analgésica,
antiespasmodica, espasmolitica, angiogénica, anti-inflamatéria, antiagregante
plaquetaria, antiparasitaria, inseticida, anti-hepatotéxica e hepatoprotetora (BASER,
2008; SEQOW et al., 2014; SUNTRES; COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 2015).

Pode ser aplicado como um agente antimicrobiano alternativo contra bactérias
patogénicas resistentes (MOHAMMAD et al.,, 2017), assim como patdégenos
presentes em alimentos, como Escherichia coli, Salmonella (LANDRY et al., 2015) e
Bacillus cereus (ULTEE, et al., 2000) e fungos como Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, Aspergillus furmigatus, Aspergillus ochraceus, Alternaria alternata, Botrytis
cinerea, Clodosporium spp, Penicillium citrinum, Penicillium chrysogenum, Fusarium
oxysporum, Rhizopus oryzae (ABBASZADEH et al., 2014).

A acdo antimicrobiana do carvacrol se deve ao grupo hidroxila livre, sua
hidrofobicidade e sua porgao fendlica (SHARIFI-RAD et al., 2018). De acordo com
RAO et al. (2010) tanto a presencga dos terpendides, quanto sua natureza hidrofébica
atuam na difusdo através da membrana lipidica. A estrutura quimica possui uma
hidroxila livre e um anel aromatico, que podem estar associados a sua acao
antimicrobiana.

Utilizado em baixas concentragbes, o carvacrol, atua como ingrediente e
conservante de condimentos alimentares, também faz parte de fragréancias em
formulagcbées cosméticas (SUNTRES; COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 2015). O carvacrol

tem seu uso limitado na aplicagdo em alimentos, devido as alteracbes de sabor e
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aroma, para isto o efeito antimicrobiano desejado deve ser alcangado em baixas
concentracdes, a fim de minimizar o sabor e aroma dos alimentos (SIVAKUMAR,;
BAUTISTA-BANOS, 2014).

SEOW et al. (2014) evidenciaram que combinagdes de 6leos essenciais com
outros aditivos alimentares demonstraram efeitos aditivos ou sinérgicos, propondo
uma alternativa lucrativa, saudavel e sem perda de qualidade sensorial a industria
alimentar e aos consumidores (ZHOU et al.,, 2007; LANGEVELD; VELDHUIZEN;
BURT, 2014). Desta maneira, na busca da redugdao da concentragao inibitoria
minima da proliferagdo de microrganismos, a aplicagdo do carvacrol em combinagao
com outros compostos antimicrobianos vém sendo estudada (ZHOU et al., 2007). De
fato, o carvacrol possui acdo de forma isolada ou em conjunto com outros
compostos, e demonstram acéo sinérgica entre o carvacrol e o seu precursor p-
cimeno (ULTEE et al., 2000).

ALVES et al. (2016) testaram o sinergismo entre alguns Oleos essenciais,
dentre eles o carvacrol e a nisina, contra bactérias presentes no leite, encontrando
atividades inibitorias de nisina e os compostos testados, bem como sinergismo nas
combinagdes contra Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. Peptideos
antimicrobianos também podem ser aplicados com sucesso em combinacdo com
antifungicos comerciais (TAVEIRA et al., 2016).

3.3.2 Peptideos antifungicos

As proteinas sao formadas através da unido de dois ou mais residuos de
aminoacidos por ligagdes peptidicas entre os grupos amina e carboxila, podendo
chegar a milhares de residuos ligados. Os peptideos, que séo classificados como
aqueles que possuem até 100 residuos de aminoacidos, sao diferenciadas pela sua
estrutura quimica, podem conter éster ou amida em sua carboxila terminal, podem
ser sulfatados ou fosforilados em um ou mais residuos ou possuir uma acetila em
seu grupo amino terminal. Podem ser ciclicos, semiciclicos ou lineares, constituidos
por D-aminoacidos ou aminoacidos ndo usuais € 0 seu residuo N-terminal pode

conter um acido piroglutdmico (GUTTE, 1995). Os peptideos sdo obtidos pela
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hidrolise quimica ou enzimatica das ligagdes peptidicas e pela tecnologia do DNA
recombinante (MACHADO et al., 2004).

Destacam-se na literatura por suas propriedades biologicas diverdificadas.
Apresentam propriedades anti-envelhecimento, anticancerigena, antidiabética, anti-
hipertensivas, antioxidante, anti-inflamatéria, atuam ainda na reducédo do colesterol,
na regulacdo da saciedade e da homeostase entre glicose e insulina (AGYEI,
DANQUAH, 2012; CASTRO; SATO, 2015; LI-CHAN, 2015). Os potenciais
terapéuticos sao atribuiveis as caracteristicas quimicas e estruturais, como
hidrofobicidade, basicidade, composicdo e sequéncia de aminoacidos (AGYEI;
DANQUAH, 2012).

Dentro do grande grupo dos peptideos destacam-se os peptideos bioativos,
0s quais vem da hidrolise de proteinas, estes possuem alta especificidade e baixa
toxicidade, tornando-os altamente interessantes para as industrias alimenticias como
antimicrobianos (CASTRO; SATO, 2015).

O banco de dados BioPep (http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/
pl/biopep) contempla 3263 peptideos bioativos, que podem ser obtidos a partir de
alimentos de origem animal ou vegetal. A limitagdo quando se trata de peptideos é a
falta de métodos de alto rendimento para a produgdo de grandes quantidades dos
mesmos (AGYEI; DANQUAH, 2012).

Os peptideos antimicrobianos (AMPs) fazem parte da imunidade inata e estao
na primeira linha de defesa de varios organismos. No homem, encontram-se dois
grandes grupos: catelicidinas e defensinas. Fornecem protecéo frente a patégenos
ambientais, atuando contra bactérias, leveduras, fungos, virus, entre outros (LAI;
GALLO, 2009; SILVA; MACHADO, 2012; COSTA et al., 2015). Seu rapido efeito
sobre microrganismos e suas atividades antimicrobianas de largo espectro, o tornam
de grande interesse para as areas da saude e agricultura (MAROTI et al., 2011).

Apos adsorgao inicial dos AMPs a integridade citoplasmatica da bactéria &
comprometida por alguns eventos. Destacam-se trés modelos de mecanismo de
acao dos peptideos, sao eles ripas de barril, carpete e poro toroidal (NGUYEN;
HANEY; VOGEL, 2011).

Modelo ripas de barril (barrel-stave): peptideos concentram-se na membrana
até atingir uma concentragédo limite e inserir-se através da mesma (NGUYEN;
HANEY; VOGEL, 2011). O lado hidrofébico do AMP relaciona-se com os lipideos da
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membrana plasmatica através das suas cadeias carbdnicas, expondo seu lado
hidrofilico e compondo o lumen do canal transmembranar formado (TOKE, 2010).

Modelo carpete: € o modelo mais citado de ruptura de membrana por AMP.
Prediz a interagao eletrostatica entre residuos positivos do peptideo e cargas
negativas dos fosfolipideos; os peptideos concentram-se na superficie da membrana
plasmatica, recobrindo-a de modo semelhante a um tapete, podendo levar a
permeabilizagcado (TOKE, 2010; COSTA et al., 2015).

Modelo poro toroidal: nesse modelo os poros de peptideos e lipideos estao
alinhados. O peptideo anfipatico une-se a membrana plasmatica fosfolipidica, por
meio de uma interagdo eletrostatica, unindo-se a mesma. Separam-se as cabecas
polares dos fosfolipideos e a monocamada lipidica superior € induzida a dobrar-se
através do poro. O lumen do poro constitui-se por moléculas de peptideos e cabecgas
polares dos fosfolipideos alternadas (TOKE, 2010; NGUYEN; HANEY; VOGEL,
2011).

A membrana citoplasmatica € importante para muitas fungdes celulares
essenciais, como a permeabilidade seletiva, energia celular e a motilidade. A
interrupcado de processos intracelulares associam-se a morte e permeabilizacao
celular. Sdo estudados trés mecanismos de morte celular: disfungdo da membrana,
inibicdo de fungdes intracelulares e inibigdo da sintese de biopolimero extracelular.
Esses mecanismos ocorrem individualmente ou simultaneamente, mesmo sobre os
mesmos microrganismos, alguns mecanismos podem prevalecer de acordo com as
configuragbes ambientais, a fase de crescimento e a presenga de respostas imunes
(COSTA et al., 2015).

Alguns peptideos sdo capazes de atravessar a bicamada lipidica sem causar
danos a mesma, através da segmentacdo de componentes intracelulares, do
bloqueio da atividade enzimatica ou da inibicdo da sintese de proteinas e de acido
nucleico. Estes mecanismos sao reforcados pela cationicidade, que promove
interacdes com porgdes negativas como as proteinas fosforiladas, os lipideos da
membrana externa, e os acidos nucleicos. Essa propriedade, que em conjunto com a
significativa quantidade de residuos hidrofébicos, promove a seletividade a
membranas citoplasmaticas carregadas negativamente (NGUYEN; HANEY; VOGEL,
2011; COSTA et al., 2015).

Muitos AMPs possuem uma eficiente atividade antifungica, com potencial de

aplicagéo para o controle de fungos que ameagam a saude e a seguranga da
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alimentar humana (WEERDEN; BLEACKLEY; ANDERSON, 2013). E dificil
classificar os AMPs exclusivamente como Peptideos Antifungicos (AFPs) ou
antibacterianos devido a seu amplo espectro de atividade (AKKAM, 2016).

Peptideos antifungicos possuem um grande potencial como novos
medicamentos, considerando sua alta especificidade, baixo nivel de resisténcia e
amplo espectro antifungico. Possuem caracteristicas biofisicas e modo de agéo
diversos, provavelmente, cada familia de peptideo tem uma unica relagao estrutura-
atividade (AKKAM, 2016).

Os peptideos antifungicos disponiveis atualmente na base de dados de
peptideos antimicrobianos em maio de 2018 (http://aps.unmc.edu/AP/database/
query_input.php), totalizam cerca de 1063 AMPs com atividade antifungica,
considerando “fungos” como opc¢ado de busca, na selecdo da secdo, atividade
antimicrobiana (WANG; LI; WANG, 2009).

Para o desenvolvimento de AFPs € necessario conhecer seu mecanismo de
acao sobre as células fungicas. As atividades antibacterianas dos peptideos tém
sido muito estudadas, porém pouco se sabe sobre os efeitos antifungicos
(WEERDEN; BLEACKLEY; ANDERSON, 2013).

Vérios peptideos antimicrobianos possuem especificidade sobre células
fungicas e n&o s&o ativos contra as bactérias. Outros podem ter diferentes
mecanismos de acao frente a bactérias e fungos. Inicialmente acredita-se que os
AMPs agem através da permeabilizacdo da membrana. O mecanismo de agao
antifungico € mais complexo e, normalmente envolve a entrada do peptideo para
dentro da célula. Um unico peptideo pode ter mais de um modo de acéo,
dependendo do tipo de célula alvo (WEERDEN; BLEACKLEY; ANDERSON, 2013).

A parede celular em fungos é composta principalmente de quitina, glucanos,
mananos e glicoproteinas, existindo evidéncias de liga¢gdes cruzadas entre eles.
Portanto, mais dificil de atravessar quando comparada as bactérias (JIANG et al.,
2008).

Peptideos antifungicos sao ricos em aminoacidos polares e neutros,
sugerindo uma relagéo unica estrutura-atividade (JIANG et al., 2008). Os agentes
antifungicos padrbdes interagem ou inibem o ergosterol, o principal esterol na
membrana plasmatica fungica. Os AMPs que atuam na permeabilizacdo de
membranas, nao interagem de maneira especifica com a membrana e o ergosterol

nao € seu unico alvo. Os principais fosfolipideos em fungos sdo fosfatidilcolina e
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fosfatidiletanolamina. Existem ainda pequenas quantidades de fosfatidilinositol
carregado negativamente, fosfatidilserina e difosfatidilglicerol (JIANG et al., 2008).

Os peptideos antifungicos possuem carga liquida majoritariamente catidnica,
com carga global positiva, que varia entre 1-15 e liga-se a membrana carregada
negativamente por interagao eletrostatica. O aumento da carga liquida positiva afeta
de diferentes maneiras a atividade antifungica, sua quantidade pode n&o ser tao
importante quanto a localizagao do residuo catiénico. Existem alguns AFPs neutros
e anidnicos com cargas liquidas entre -1 a -8 a pH neutro, que pode levar repulsao
com a membrana carregada negativamente. Nesse caso, a interacédo entre as
bicamadas lipidicas e o peptideo € modulada pela estrutura secundaria e pela
distribuicdo de carga. Os residuos de aminoacidos estao distribuidos possibilitando a
acessibilidade e limitando a aversao de residuos carregados negativamente, porém
isso ndo se adequa a todos os aniénicos (AKKAM, 2016).

O aumento da atividade antifungica depende da sequéncia peptidica e da
estrutura. Os AFPs podem ser divididos em cinco categorias de acordo com a sua
conformacao: a-hélice, B-folha, a-hélice/B-folha misto, peptideos ricos em
aminoacidos e desconhecidos. Mais de 50% sao desconhecidos, e entre os
restantes, as a-hélices sdo mais abundantes. Estes peptideos tornam-se helicoidais
através de interagcdo com uma membrana anfipatica, como uma membrana fungica.
Os AFPs com estrutura 3-folha possuem uma caracteristica em comum, a presenca
de dois residuos de cisteina (AKKAM, 2016).

A maioria dos AFPs formam estruturas anfipaticas apds a interacdo com as
membranas alvo. A anfipaticidade € determinada pelo momento hidrofobico, onde a
hidrofobicidade medida em diferentes angulos de rotagao (0-180 graus) por residuo.
Em geral, ha um aumento da atividade antifungica com o aumento do momento
hidrofébico, devido a permeabilizacdo da membrana, independentemente da
estrutura secundaria e da carga liquida. Porém, o aumento da anfipaticidade n&o
interfere apenas na atividade antifungica, sugere-se para manter momento
hidrofébico menor que 0,381 no desenvolvimento de novos peptideos (AKKAM,
2016).

A hidrofobicidade da maioria dos peptideos antifungicos varia entre 30-60%
(AKKAM, 2016). A hidrofobicidade tem diferentes efeitos sobre a atividade
antifungica, de acordo com a classe dos fungos. Aumentando a hidrofobicidade

observou-se um impacto negativo sobre a agdo antimicrobiana, exceto em fungos da
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classe Ascomycota, onde a atividade antifungica aumentou com o aumento da
hidrofobicidade (JIANG et al., 2008).

3.3.2.1 Dipeptideos ciclicos

O total de residuos de aminoacidos € importante para a estrutura secundaria
€ 0 modo de acao de AFPs. A maior parte dos AFPs tem entre 11 e 40 residuos de
aminoacidos. Em alguns AFPs o comprimento completo n&o é essencial para atingir
plena atividade, sendo uma tendéncia, conceber peptideos curtos buscando reduzir
custos (AKKAM, 2016).

Os dipeptideos ciclicos, também conhecidos como dicetopiperazinas sao
pequenos peptideos encontrados na natureza em uma grande variedade, de
importancia indiscutivel (THAJUDEEN et al., 2010). Constituidos por dois residuos
de aminoacidos, vem sendo estudado devido a suas propriedades bioativas, como a
acao antifungica (CROWLEY; MAHONY; SINDEREN, 2013; PERZBORN;
SYLDATK; RUDAT, 2013).

Podem ser biossintetizados a partir de aminoacidos por varios organismos,
como mamiferos, sendo considerados metabdlitos funcionais secundarios da
clivagem terminal do peptideo (MARTINS; CARVALHO, 2007). Também podem ser
isolados de fungos, de bactérias Gram-positivas, e cerca de 90% das bactérias
Gram-negativas produzem dipeptideos (CARVALHO; ABRAHAM, 2012).

Devido ao sistema heterociclico existente em varios produtos naturais os
dipeptideos ciclicos tornam-se uma fonte importante de novos compostos
biologicamente ativos, com varias possibilidades terapéuticas (MARTINS;
CARVALHO, 2007). Desde 1924, surgiram um grande numero de dipeptideos
ciclicos como agentes antioxidantes (FURUKAWA et al., 2012), anticancerigenos
(VAN DER MERWE et al., 2008), antivirais (SINHA et al., 2004), antifungicos
(KUMAR et al., 2013), antibacterianos (KUMAR et al., 2013) e anti-hiperglicEmico
(SONG et al., 2003).

O dipeptideo ciclico ¢(D-Tyr-L-Leu) mostrou atividade antifungica contra
Colletotrichum gloeosporioides em uma concentragao inibitéria minima: 8 g mL™"
(KUMAR et al., 2013). O peptideo c(D-Pro-D-Tyr) apresenta atividade contra os
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fungos Fusarium oxysporium, Rhizoctonia sonali e Penicillium expansum (KUMAR;
NAMBISAN; MOHANDAS, 2014).

Os dipeptideos ciclicos podem ser sintetizados em laboratério (MARTINS;
CARVALHO, 2007), pelo acoplamento de um aminoacido cujo grupo amino esta
protegido com outro aminoacido, um éster de aminoacido, seguido pela desprote¢ao
do grupo amino com acido ou base, e entdo ciclizagdo intramolecular sob condigdes
térmicas (THAJUDEEN et al., 2010).

3.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE COMPOSTOS NATURAIS E COMERCIAIS
COMBINADOS

A lenta evolugdo quando se trata de novos agentes antifungicos limita o
combate a doencgas fungicas. Combinag¢des de antifungicos comerciais ja foram
usadas, porém nem sempre apresentam resultados satisfatorios e vem sendo
frequentemente associados a um aumento de efeitos secundarios. Neste contexto,
surgem os compostos naturais, quando combinados aos antifungicos comerciais
podem aumentar a eficacia dos mesmos (CAMPBELL; CHAN; KIM, 2012).

Esses compostos naturais possuem atividade antifungica, mas em niveis
insuficientes para atuar isoladamente. Sua principal funcao € interromper a resposta
do estresse fungico, desestabilizar a integridade da membrana celular, aumentar o
estresse oxidativo atraveés do estimulo a produgao de espécies reativas de oxigénio
e ainda a apoptose (CAMPBELL; CHAN; KIM, 2012).

A combinagdo de compostos antifungicos comerciais e compostos naturais
surge para melhorar a eficacia de drogas antifungicas. Quando um agente natural é
associado a um agente comercial, pode haver uma interacdo aditiva ou sinérgica,
aumentando a eficacia antifungica, reduzindo as dosagens efetivas, os efeitos
colaterais negativos como a toxicidade e os custos, podendo ainda conter a
resisténcia fungica. A avaliagdo do efeito de uma combinagdo de drogas in vitro
pode ser realizada pelo método do “tabuleiro de xadrez” (CAMPBELL; CHAN; KIM,
2012; SVETAZ, 2016; SCORZONI et al., 2017). As concentragbes do composto A

estdo dispostas horizontalmente e do composto B verticalmente em uma placa de
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micropogos. As diluigdes sdo baseadas na CIM das substancias (BHAT; AHANGAR,
2007).

O efeito dessas combinagdes pode ser classificado de acordo com Bath
(2004) em:

- Aditivo: quando a combinagao de dois produtos é igual a soma do efeito de cada
agente isolado, ou seja, quando a soma da CIM do composto A a CIM do composto
B no teste de sinergismo se iguala a agdo do composto A ou B isolado.

- Sinérgico: quando a combinagao de dois gentes resulta em uma CIM maior que a
de um agente administrado isolado, ou seja, quando a soma da CIM do composto A
a CIM do composto B no teste de sinergismo é superior a agdo do composto A ou B
isolado.

- Antagonismo: um dos produtos diminui a agao de outro produto, pode ser chamado
de antidoto.

O efeito aditivo € mais comum entre produtos quimicos com mecanismos de
agao similares e exercem efeitos toxico sobre o0 mesmo 6rgao. O efeito sinérgico é
mais comum em produtos que possuem diferentes mecanismos de acdo (BATH,
2004). Exemplo de sinergismo € o trabalho de AL-ANI et al. (2015) cuja combinagéo
de veneno de abelha e o antimicrobiano melitina em ensaio em tabuleiro de xadrez
potencializou o efeito bactericida de ambos os compostos pela agcdo dos compostos
em varios alvos moleculares. Ainda, CASTRO et al. (2015) testou a combinacao
entre timol e nistatina contra trés espécies de Candida, pelo mesmo método. Foi
possivel observar 87,4% de reducédo da CIM dos dois compostos € um indice FIC de
0,25.

No que diz respeito ao antifungico comercial tiabendazol, D’AQUINO et al.
(2013) associaram sorbato de potassio ao tiabendazol no controle de Penicillium
digitatum em frutas no periodo pods-colheita, fato que potencializou a acéo do
tiabendazol e possibilitou a reducdo dos residuos do mesmo, quando comparado ao
fruto tratado apenas com tiabendazol.

GONZALEZ et al. (2002) testaram a agao combinada de dois peptideos com
conhecida acgédo antifungica (FRLKFHF-NH,; e FRLKFHI-NH,) e o tiabendazol por
meio do ensaio em tabuleiro de xadrez, obtendo resultados positivos que indicaram
sinergismo dos compostos contra cepas de Fusarium sambucinum resistentes.

Os 6leos essenciais sao relatados na literatura por possuirem acao aditiva ou

sinérgica, tornando-se alternativas para a redugdo do uso de antibidticos
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(LANGEVELD et al., 2014). Essa acéao sinérgica pode ser explicada pelos diferentes
mecanismos de acdo dos compostos, a associacdo pode reduzir a resisténcia dos
microrganismos, causar interagdes fisico-quimicas e ainda afetar multiplos alvos na
membrana do microrganismo (LANGEVELD et al., 2014). Situacdo que n&o é
diferente para o carvacrol componente marjoritario do 6leo de orégano (BASER,
2008). De fato, foi possivel observar através de um ensaio em tabuleiro de xadrez o
efeito aditivo do carvacrol e do timol quando combinados com a tilmicosina e o
sinergismo quando carvacrol ou timol foi combinado adoxiciclina (KISSELS et al.,
2017).

A atividade antimicrobiana das combinacbées de etanol e carvacrol,
cinamaldeido e carvacrol, didbxido de enxofre e carvacrol, didoxido de enxofre e
cinamaldeido, dioxido de enxofre e isotiocianato de alila e isotiocianato de alila e
cinamaldeido foram avaliadas contra Penicillium notatum. Foi possivel identificar
sinergismo entre as combinagdes de compostos antifungicos. A reducédo da
concentracdo de cada composto avaliado teve por consequéncia a redugao de seu
impacto nas propriedades organolépticas dos compostos aromaticos (TUNC et al.,
2007).
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4 MATERIAL E METODOS

Os ensaios biolégicos e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
foram realizados nos Laboratérios de Microbiologia e Equipamentos Finos da
UTFPR — FB, respectivamente. A sintese quimica e a espectrometria de massas de
todos os peptideos estudados foram realizadas nos Laboratérios de Quimica do
Complexo de Laboratérios da UTFPR - Campus Francisco Beltrdo, e do

Departamento de Bioquimica do IQ-USP, respectivamente.

4.1 CEPAS FUNGICAS TESTADAS

As cepas utilizadas nos ensaios microbiologicos foram Colletotrichum
gloesporioides (C. gloesporioides - CBMAI 864) adquirido na Colecéo Brasileira de
Microrganismos de Ambiente e Industria (Unicamp), Fusarium solani (F. solani - CCT
1204, isolado de fluido de usinagem) e Alternaria alternata (A. alternata - CCT 2816,

isolada do pepino), adquiridos na Fundagao André Tosello.

4.2 MEIOS DE CULTURA

O 4gar extrato de malte foi utilizado no cultivo de C. gloeosporioides, e
formulado com as seguintes proporgdes de reagentes: 10 g L™ de caldo extrato de
malte (Kasvi, Brasil), e 20 g L de agar bacteriolégico (Kasvi, Brasil), com pH
ajustado para 5,2 com o auxilio de HCI 0,1%. Para A. alternata o meio foi formulado
com 20 g L™ de extrato de malte (Kasvi, Brasil) e 20 g L™ de agar bacterioldgico
(Kasvi, Brasil), e o pH ajustado para 6,5 com o auxilio de HCI 0,1%.

O meio agar batata dextrose (BDA — Merck, Alemanha) foi utilizado na
proporgao de 39 g L' para o cultivo de F. solani (pH 5,6).

Para as analises antifungicas in vitro foi utilizado o caldo extrato de malte

(Kasvi, Brasil) 10 g L™ para C. gloesporioides (pH ajustado para 5,2), caldo extrato
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de malte (Kasvi, Brasil) 20 g L™ para A. alternata (pH ajustado para 6,5), e caldo

sabouraud (Himedia, India) 30 g L™ (pH ajustado a 5,6) para F. solani.

4.3 REAGENTES E SOLVENTES QUIMICOS

Os reagentes ativadores do grupo carboxila dos derivados de aminoacidos
foram N-hidroxibenzotriazol (HOBt) e diisopropilcarbodimida (DIC) da Sigma-Aldrich
(USA). Os derivados de aminoacidos protegidos em suas cadeias laterais utilizados
na sintese foram N-Boc-D-Pro-OH (Sigma-Aldrich, USA), Boc-D-Tyr-OH (Bachem,
USA), cloreto de L-Leu-OMe (TCI, India) e cloreto de D-Tyr-Methyl-OMe (Chem-
Impex Int'l Inc USA) e os reagentes trietilamina (TEA), diisopropiletilamina (DIPEA),
provenientes da Vetec (Brasil) e Sigma-Aldrich (USA), respectivamente. Os
reagentes utilizados para a ciclizagdo dos dipeptideos protegidos foram sec-butanol,
tolueno, acido férmico e anisol provenientes da Sigma-Aldrich (USA). O carvacrol foi
adquirido da Sigma-Aldrich (USA) e a sua pureza era de 99,5%.

Os solventes empregados foram diclorometano (DCM) e metanol procedentes
da Neon Comercial (Brasil) e Vetec (Brasil), respectivamente. Todos eram de grau
analitico e foram aplicados sem tratamento prévio.

Para preparacao dos eluentes da CLAE e LC-MS foram utilizados agua ultra-
pura (Merck KGaA, Alemanha), acetonirila (ACN) (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil) e
TFA (Merck KGaA, Alemanha) de grau cromatografico.

Para diluicdo dos compostos antifungicos para os ensaios foi utilizado DMSO
(Sigma-Aldrich, USA) e Etanol (Sigma-Aldrich, USA).

44 DILUICAO DOS COMPOSTOS NATURAIS PARA AS ANALISES
ANTIFUNGICAS

A concentragdo do carvacrol variou de 0,63 a 300 mM usando como diluente
o etanol 70%. Os dipeptideos c(D-Tyr-L-Leu) e ¢(D-Pro-D-Tyr) foram diluidos em
dimetilsulféxido (DMSO = 99,9%, Sigma-Aldrich, USA) na concentragéo de 160 mM,
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a diluicdo seriada foi realizada com agua destilada estéril até a concentracdo minima
de 0,3 mM. O tiabendazol (Sigma-Aldrich, USA) foi dissolvido em DMSO e o etanol
70% foi usado em sua diluicédo seriada (0,04 a 160 mM) (Tabela 1)

Tabela 1 — Concentragbes dos compostos antifungicos testados

Composto Concentragao (mM)

c(D-Tyr-L-Leu) 160 80 40 20 10 5 2,5 1,25 0,63 0,31
c(D-Pro-D-Tyr) 160 80 40 20 10 5 25 1,25 0,63 0,31
Carvacrol 300 150 75 37,5 187 93 47 23 12 0,58
160 80 40 20 10 5 25 125 0,63 0,31

5 25 125 063 031 0,16 0,08 0,04 0,02

Tiabendazol?

@ As concentragdes de 0,02 até 10 mM foram utilizadas nos ensaios para F. solani

4.5 PREPARACAO DO INOCULO

Os repiques das culturas foram realizados semanalmente. O cultivo de C.
gloeosporioides foi realizado a 28 °C por oito dias, F. solani e A. alternata foram
cultivados a 25 °C por sete dias, em estufa tipo BOD. Em seguida, col6nias foram
transferidas para 2 mL de caldo (Sabouraud ou extrato de malte) e o conteudo do
tubo foi agitado em vortex (Phoenix® AP56, Brasil) durante 15 segundos para
posterior contagem de esporos na camera de Neubauer e diluicdo. A concentragao

final de indculo usada foi de 10° esporos mL™.

4.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MiNIMA

A acao fungistatica foi avaliada por ensaio de inibicdo de crescimento em
caldo como descrito por FEHLBAUM et al., (1994), com algumas modificagbes
realizadas por FIEIRA et al., (2013). A determinagdo da concentragdo inibitdria

minima (CIM) foi realizada em microplaca de poliestireno de 96 pocos de fundo
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chato. A cada pogo foi adicionado 10 pL do composto sintético, 10 yL de agua
destilada estéril e 80 uL de indculo a 10° esporos mL™, sendo esta a concentragdo
final no ensaio.

As microplacas com C. gloeosporioides foram incubadas a 28 °C por 96
horas. Para F. solani e A. alternata a incubacao foi realizada a 25 °C por 48 horas.
Foi observado o crescimento microbiano com o auxilio do leitor de microplacas
(Thermoplate®) a uma absorbancia de 630 nm. O valor da CIM corresponde a menor
concentracdo que o composto testado causa 100 % de inibigdo do crescimento dos
fungos. Os ensaios foram realizados em triplicata, o antifungico tiabendazol foi
usado como controle positivo de inibicdo de multiplicacdo celular. Os ensaios foram

realizados em triplicata com duas repeticoes.

4.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO FUNGICIDA MiNIMA

Para determinacdo da concentragdo fungicida minima (CFM) foi retirado o
conteudo total do pogo que nao apresentou crescimento fungico e inoculado em
agar batata dextrose para F. solani e extrato de malte para C. gloesporioides e A.
alternata (método spread plate — espalhamento em superficie). Em 25 °C para F.
solani e A. alternata e 28 °C para C. gloesporioides. Apo6s 7 dias de incubagéo foi
realizada a contagem das colbnias. A CFM foi determinada como a minima
concentracdo, em que nao houve crescimento em placa de Petri. Os ensaios foram

realizados em triplicata com duas repeticoes.

4.8 SINERGISMO ENTRE COMPOSTOS ANTIFUNGICOS NATURAIS E
COMERCIAIS

Em uma microplaca de 96 pocos foi adicionado 5 yL de uma série de oito
diluigbes do composto A, e em seguida foi adicionado 5 pL de uma série de oito
diluicdes do composto B. Cada poco foi inoculado com 80 pyL de uma suspenséao de

esporos do microrganismo teste (10° esporos mL™") e mais 10 pL agua estéril. A
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incubacéo foi realizada a 25 °C por 48 horas para A. alternata e F. solani e a 28 °C
por 96 horas para C. gloesporioides. Os valores da CIM dos compostos foram
utilizados para calcular a Concentragao Inibitéria Fracionaria (CIF), definida como a
razao entre a CIM do composto na combinacéo e a CIM do mesmo sozinho. O indice
CIF, é a soma dos CIF de cada agente, nas suas concentragbes mais efetivas
(BONAPACE et al., 2002). Os ensaios foram realizados em ftriplicata com duas

repeticoes.

CIF A = CIM composto A na combinacao/CIM composto A sozinho
CIF B = CIM composto B na combinag¢ao/CIM composto B sozinho
indice CIF=CIFA+CIFB

Foi considerado como efeito aditivo quando o indice CIF fica entre 0,5 e 1,
sinérgico, quando o indice CIF fica menor ou igual 0,5 e antagonista quando o indice
CIF fica entre 1 e 2 (BHAT; AHANGAR, 2007).

4.9 SINTESE QUIMICA E PURIFICAGAO DOS DIPEPTIDEOS

A sintese do ¢(D-Tyr-L-Leu) aconteceu em fase liquida pela reagao entre Boc-
D-Tyr-OH e H;N-Leu-OCH3; usando como reagente acoplador DCC/HOBt em DCM.
O dipeptideo correspondente (Boc-D-Tyr-L-Leu-OCHj;) foi desprotegido com acido
férmico e anisol (99:1) e posteriormente ciclizado sob refluxo em sec-butanol e
tolueno (4:1) (van der MERWE et al., 2008). Para a sintese do c(D-Pro-D-Tyr) foi
utiizado o Boc-D-Pro-OH e H3;N-D-Tyr-OCH3; e posterior etapa de ciclizagao
empregando sec-butanol e tolueno (4:1) e 2,5 equivalentes de trietilamina (TEA)
(TULLBERG et al. 2006).

A purificagdo do c(D-Tyr-L-Leu) foi realizada empregando a técnica de
recristalizagao ou por cromatografia em coluna aberta de silica gel 60 (0,040 - 0,063
mm) usando uma mistura contendo DCM/MeOH como eluente.
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O dipeptideo c(D-Pro-D-Tyr) foi purificado por CLAE-FR utilizando um sistema
de Waters modelo 600E preparativo, composto de uma bomba quaternaria (Waters
Delta 600 Pump), um detector UV (Waters 2487 Dual Absorbance Detector), um
injetor de amostras manual (Rheodyne 3725i-119), um controlador de gradiente
automatizado (Waters 600 Controller), um registrador Kipp & Zonen SE 124. Foi
utilizado coluna preparativa (Vydac C18, 10um, 300 A, 2,2 x 25 cm) sob as
condicdes de separagao que empregaram solvente A (H2O/ 0,1% TFA) e solvente B
(10% ACN/ 0,09% TFA) sob um fluxo de eluicdo de 10 mL min™' em um gradiente

linear 5 a 35% do solvente B em 90 minutos

4.10 METODOS ANALITICOS

Os produtos resultantes das sinteses peptideos brutos e purificados foram
analisados no cromatografo liquido Dionex U300® da UTFPR- Francisco Beltrdao. A
coluna de fase reversa utilizada foi Vydac C18 analitica (0,45 x 25,0 cm tamanho da
particula de 5 ym e de poro de 300 A), gradiente linear de 5% a 95% de solvente B
em 30 minutos; fluxo de 1mL mim™; comprimento de onda de 210 nm; solvente A
constituido por TFA 0,1% em agua; solvente B constituido por ACN 60% ACN/H,0O
contendo 0,09% de TFA para c(D-Tyr-L-Leu) ou 40% ACN/H,O contendo 0,09% de
TFA para c(D-Pro-D-Tyr).

A relagdo massa carga (m/z) do pepdideos foram determinadas em

espectrometro de massa tipo ion-trap da Bruker (modelo Amazon X®) no Laboratorio

de Quimica do Departamento de Bioquimica do IQ-USP. Foi empregada a técnica de

ionizagao por electrospray (ESI-MS) com a voltagem do capilar de 4500 V a 220 °C.
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RESUMO

O mamao que possui uma produc¢do mundial de 13 milées de toneladas, é a terceira
fruta mais consumida no Brasil, mas também é o fruto de maior perda no periodo
pos-colheita. Para controlar estas perdas e consumir alimentos livres de agrotoxicos,
tem-se buscado aplicar compostos de origem natural, dentre eles os peptideos
antimicrobianos. Este trabalho teve como objetivo sintetizar quimicamente e avaliar a
agcao antifungica dos dipeptideos contra os principais fungos deteriorantes do
mamao, C.gloesporioides, F. solani e A. alternata. A sintese do peptideo c(D-Tyr-L-
Leu) aconteceu de maneira satisfatéria, ocorreram dificuldades de sintese na
ciclizagdo do Boc-D-Pro-D-Tyr-OMe, percursor do c¢(D-Pro-D-Tyr), que foram
contornadas com a adi¢ao de trietilamina no meio reacional. O c(D-Tyr-L-Leu) e c(D-
Pro-D-Tyr) ndo apresentaram agao inibitéria da proliferacdo do fungos estudados
nas concentragbes avaliadas nos ensaios antifungicos in vitro pelo método de
microdiluicdo em caldo, contrapondo resultados publicados.

Palavras-chave: Peptideos antimicrobianos. Sintese quimica. Dicetopiperazina.
Antifungico.
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1 INTRODUGAO

No Brasil sdo colhidos mais de 40 milhées de toneladas de frutos ao ano
(FAO, 2014; SEBRAE, 2015) entretanto, 30% desta producdo € desperdigada no
periodo pds-colheita (FAO, 2011). O mamao, possui valores expressivos de perdas,
0 que acontece devido a alta suscetibilidade a deterioragdo por fungos, sendo a
antracnose provocada pelo Colletotrichum gloeosporioides a maior causa dessas
perdas no periodo pos-colheita da fruta. Outros microrganismos responsaveis por
doencas no fruto sdo Alternaria alternata e Fusarium solani (BAUTISTA-BANOS et
al., 2013; EMBRAPA, 2013; EMBRAPA, 2016). O aumento da eficiéncia produtiva e
a reducdo das perdas pos-colheita € essencial, além disso, cresce a demanda dos
consumidores por alimentos livres de agrotoxicos, como os compostos naturais
(COSTA; GUILHOTO; BURNQUIST, 2015; RANA; PAUL, 2017).

Dentre os diferentes compostos naturais empregados para combater a
proliferagdo de microrganismos (MARCHESE et al., 2016; DALHOFF, 2018;
JHONSON et al., 2018), os peptideos antimicrobianos fazem parte da imunidade
inata e estdo na primeira linha de defesa de varios organismos, desta maneira sao
seguros para serem aplicados em alimentos. Atuam contra bactérias, leveduras,
virus e fungos filamentosos (LAI; GALLO, 2009; SILVA; MACHADO, 2012; COSTA
et al., 2015).

Especificamente, os peptideos antifungicos possuem baixa resisténcia e
amplo espectro de acdo, sendo sua estrutura primaria constituida em média por
vinte residuos de aminoacidos. A aplicabilidade destes compostos aumenta quando
0s mesmos sao estruturalmente simples, assim € interessante sintetizar peptideos
cada vez mais curtos em busca da redugdo de custos (AKKAM, 2016). Desta
maneira, os dipeptideos ciclicos, produzidos de forma sintética podem atender esta
necessidade (CROWLEY; MAHONY; SINDEREN, 2013; PERZBORN; SYLDATK;
RUDAT, 2013).

Dentre os produtos naturais, foi relatado que o dipeptideo ciclico ¢(D-Tyr-L-
Leu) isolado de Bacillus sp. mostrou atividade antifungica in vitro contra
Colletotrichum gloeosporioides (KUMAR et al., 2013). Outro peptideo, o ¢(D-Pro-D-

Tyr), isolado de Bacillus cereus apresentou acdo contra alguns fungos como
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Rhizoctonia sonali, Fusarium oxysporium e Penicillium expansum (KUMAR;
NAMBISAN; MOHANDAS, 2014).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo sintetizar, purificar
e caracterizar quimicamente os dipeptideos ¢(D-Tyr-L-Leu) e c(D-Pro-D-Tyr). Além
de avaliar a agao antifungica in vitro contra Colletotrichum gloesporioides, Fusarium

solani e Alternaria alteranata, fungos deteriorantes do mamao.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Sintese e purificacao quimica de dipeptideos

A sintese foi realizada em fase liquida pela reagdao entre Boc-D-Tyr-OH e
H2N-Leu-OCH3 usando como reagente acoplador DCC/HOBt em DCM. O dipeptideo
correspondente (Boc-D-Tyr-L-Leu-OCHs) foi desprotegido com acido formico e anisol
(99:1) e posteriormente ciclizado sob refluxo em sec-butanol e tolueno (4:1), obtendo
c(D-Tyr-L-Leu) (van der MERWE et al., 2008). Para a sintese do Boc-D-Pro-D-Tyr-
OCHj; foi utilizado entre Boc-D-Pro-OH e HyN-D-Tyr-OCHz; e um protocolo
diferenciado para a ciclizagcdo de acordo com Tullberg et al. (2006), para o qual foi
adicionado trietilamina (TEA) na etapa da ciclizagao.

A purificagdo do c(D-Tyr-L-Leu) foi realizada empregando a técnica de
recristalizacdo ou por cromatografia em coluna aberta de silica gel 60 (0,040 - 0,063
mm) usando uma mistura contendo DCM/MeOH como eluente.

O dipeptideo c(D-Pro-D-Tyr) foi purificado por CLAE-FR utilizando um sistema
de Waters modelo 600E preparativo, composto de uma bomba quaternaria (Waters
Delta 600 Pump), um detector UV (Waters 2487 Dual Absorbance Detector), um
injetor de amostras manual (Rheodyne 3725i-119), um controlador de gradiente
automatizado (Waters 600 Controller), um registrador Kipp & Zonen SE 124. Foi
utilizado coluna preparativa (Vydac C18, 10um, 300 A, 2,2 x 25 cm) sob as
condi¢des de separagao que empregaram solvente A (H2O/ 0,1% TFA) e solvente B
(10% ACN/ 0,09% TFA) sob um fluxo de eluicdo de 10 mL min™ em um gradiente

linear 5 a 35% do solvente B em 90 minutos.
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Os produtos resultantes das sinteses peptideos brutos e purificados foram
analisados no cromatografo liquido Dionex U300. A coluna de fase reversa utilizada
foi Vydac C18 analitica (0,45 x 25,0 cm tamanho da particula de 5 um e de poro de
300 A), gradiente linear de 5% a 95% de solvente B em 30 minutos; fluxo de 1mL
mim™; comprimento de onda de 210 nm; solvente A constituido por TFA 0,1% em
agua; solvente B constituido por ACN 60% ACN/H,O contendo 0,09% de TFA para
c(D-Tyr-L-Leu) ou 40% ACN/H,0 contendo 0,09% de TFA para c(D-Pro-D-Tyr).

A relagcdo massa carga (m/z) do pepdideos foram determinadas em
espectrometro de massas tipo ion-trap da Bruker (modelo Amazon X). Foi
empregada a técnica de ionizagao por electrospray (ESI-MS) com a voltagem do
capilar de 4500 V a 220 °C.

2.2 Ensaios biolégicos

As cepas utilizadas foram Colletotrichum gloesporioides (CBMAI 864)
adquirido na Colegdo Brasileira de Microrganismos de Ambiente e Industria
(Unicamp), Fusarium solani (CCT 1204) e Alternaria alternata (CCT 2816),
adquiridos na Fundacdo André Tosello. C. gloesporioides e A. alternata foram
cultivados em agar extrato de malte e F. solani foi cultivado em agar batata dextrose.
O cultivo do C. gloeosporioides foi realizado a 28 °C por oito dias, F. solani e A.
alternata foram cultivados a 25 °C por sete dias, em estufa tipo BOD. A
padronizagcao dos esporos para o ensaio foi realizada em camara de Neubauer. A
concentracéo final de inéculo foi de 10° esporos mL™.

Os dipeptideos c(D-Tyr-L-Leu) e c¢(D-Pro-D-Tyr) foram diluidos em
dimetilsulféxido (DMSO = 99,9%, Sigma-Aldrich, USA) na concentragdo de 160 mM,
a diluicao seriada foi realizada com agua destilada estéril até a concentracdo minima
de 0,3 mM. O controle positivo utilizado foi o tiabendazol (Sigma-Aldrich, USA)
dissolvido em DMSO e o etanol 70% em diluicdo seriada (0,04 a 160 mM).

A concentragédo inibitéria minima (CIM) foi determinada de acordo com
FEHLBAUM et al., (1994), com algumas modifica¢des realizadas por FIEIRA et al.,
(2013), em microplaca de 96 pogos, onde cada pogo continha 10 uL do composto

sintético, 10 L de agua destilada estéril e 80 pL de indculo a 10° esporos mL™". As
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microplacas foram incubadas sob condigbes ideais de crescimento de cada
microrganismo. A leitura dos resultados foi feita através do leitor de microplacas
(Thermoplate®) a uma absorbancia de 630 nm. O valor da CIM corresponde a menor
concentracdo que o composto testado causa 100 % de inibigdo do crescimento dos
fungos. O antifungico tiabendazol foi usado como controle positivo de inibicdo de

crescimento celular.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SINTESE QUIMICA DOS DIPEPTIDEOS

O presente trabalho apresenta a primeira sintese quimica dos dipeptideos em
questdo. Essa producao de forma sintética se faz necessaria para comprovar a agao
do composto natural, através da obtencdo de um produto com pureza e em
quantidade adequada para realizagdo das avaliagbes bioldgicas. Assim, o esquema

geral de sintese dos dipeptideos esta apresentado na figura 1.

Figura 1 - Esquema geral de sintese dos dipeptideos ciclicos.

A

DCC F HOBR

Boc-D-Tyr-OH |4 | HeN-L-Leu-OCHs | —===21_ | Boc-D-Tyr-L-Leu-OCHs

Sec-butanol & Acido formico
Tolueno {4:1) g Anisal (99:1)
c(D-Tyr-L-Leu) — HaN1-D-Tyr-L-Leu-OCH3 <—|

DCC fHOBt
em DCM

Boc-D-Pro-OH |4 | H2N-D-Tyr-OCH3 | e | Boc-D-Pro-D-Tyr-OCHs

Sec-butanol e Acido formico
i Anisol (99:1
c(D-Pro-D-Tyr) q—”"“"'”‘”l" = [ H2N1+-D-Pro-D-Tyr-OCHsa a._l's” ]

* A — esquema de sintese de c(D-Tyr-L-Leu), B — esquema de sintese de ¢ (D-Pro-D-Tyr).
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A sintese do peptideo c(D-Tyr-L-Leu) aconteceu de maneira satisfatoria e o
perfil cromatografico do mesmo esta apresentado na figura 2. Dificuldades sintéticas
aconteceram na etapa de ciclizacdo do Boc-D-Pro-D-Tyr-OMe, peptideo percursor
do c(D-Pro-D-Tyr), que foram contornadas com a adi¢cao de trietilamina no meio
reacional. Os rendimentos da sintese e purificagdo dos dipeptideos nao foram

superiores a 10%.

Figura 2 — Perfil cromatografico em CLAE-FR do c(D-Tyr-L-Leu) (A) e c(D-Pro-D-Tyr) (B).
Condigdes: Solvente A: 0,1%TFA/agua, solvente B: 40% acetonitrila em agua contendo
0,09% de TFA, gradiente 5-95% em 30 minutos, fluxo 1mL/min, A: 210 nm.
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A polaridade das amostras esta associada ao tempo de retengdo na
cromatografia, quanto maior o tempo de retengdo mais apolar € o composto
(MALDANER; COLLINS; JARDIM, 2010). Assim, o dipeptideo c(D-Tyr-L-Leu)
apresentou uma maior hidrofobicidade que o c(D-Pro-D-Tyr) o que pode ser
observado pelo tempo de retengdo superior na analise em cromatégrafo liquido
usando como eluente uma mistura de agua e acetonitrila (Figura 2, Tabela 1, Tabela
2).

Tabela 1 - Dados cromatograficos e pureza dos dipeptideos ciclicos

CLAE-FR Tr (min); ACN Pureza
Solvente B para eluigao (%) (%)

i 40% ACN / H,O
cD-Tyr-L-Lew) () x@ contendo 0,09% de 13,9; 44 > 95

TFA

Dipeptideo Estrutura quimica




56

o 40% ACN / H,0
C(D-Pro-D-Tyr) Qf“/@/ contendo 0,09% de 11,3; 39 > 95
I TFA

A espectrometria de massas possibilitou a confirmagcdo dos produtos
sintetizados. A tabela 2 apresenta a massa molar dos dipeptideos, ja a figura 3

apresenta os picos no espectro de massas, que correspondem aos produtos.

Tabela 2 - Massa molar dos dipeptideos na analise por espectrometria de massas.

Massa molar m/z:

Dipeptideo observada (calculada)
c(D-Tyr-L-Leu) 277,10 (276,34)
o(D-Pro-D-Tyr) 261.15 (260.32)

Figura 3 — Espectros de massas do ¢(D-Tyr-L-Leu) (A) e do ¢(D-Pro-D-Tyr) (B). Condicoes
da ESI-MS: Capilar: 4500V, Temperatura: 220°C, modo de ionizacédo: ES+.
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3.2 ATIVIDADE FUNGISTATICA

Os dipeptideos c(D-Tyr-L-Leu) e c(D-Pro-D-Tyr) ndo apresentaram acgao
fungistatica contra C. gloesporioides (CBMAI 864), F. solani (CCT 1204) e A.
alternata (CCT 2816). KUMAR et al. (2013) testaram o dipeptideo c(D-Tyr-L-Leu)
isolado de Bacillus sp., contra o C. gloeosporioides, obtendo a CIM de 8ug/mL,
resultados inferiores ao presente trabalho (>2211 pg/mL). Entretanto, ndo relatou a
quantidade de esporos de C. gloesporioides que foram usadas no ensaio
antifungico, o que dificulta a comparacéo e pode explicar a diferenga nos resultados.

Outros fatores diferenciam os estudos e podem explicar os resultados,
KUMAR et al (2013) realizou seu ensaio em meio sélido, no presente estudo optou-
se pelo ensaio em meio liquido, visando a otimizacdo do tempo, redugdo no
consumo de reagentes e peptideos. Ainda, a literatura relata uma maior
sensibilidade para este tipo de ensaio (OSTROSKY et al., 2008; BONA et al., 2014).

No presente trabalho o meio utilizado para o cultivo C. gloesporioides foi o
agar-extrato de malte, recomendado para o crescimento 6timo do microrganismo, ja
KUMAR et al (2013) realizou o cultivo em agar batata dextrose. Ambos os meios séo
ricos em carboidratos, o pH varia de 4,6 a 5,2 respectivamente. Sabe-se que o pH
sao fatores que impactam na atividade antifungica dos compostos (KACPRZYK et
al., 2007; ARENAS et al., 2016), porém a diferenca é pequena entre os estudos.

A concentragdo inibitéria inferior a encontrada no presente trabalho,
possivelmente, seja fruto de fatores bidticos (caracteristicas genéticas das cepa —
genotipo). Oserva-se uma diferenga entre a cor das cepas utilizadas nos estudos, o
que enfatiza que existe uma diferenga entre elas e uma consequente sensibilidade

diferente ao dipeptideo.

Figura 4 — Diferenga entre a coloragao das cepas de C. gloesporioides do presente trabalho
e de KUMAR et al., (2013)
A B
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* A — C. gloesporioides cepa utilizada no estudo; B — C. gloesporioides KUMAR et al., (2013).
Semelhantemente ao presente estudo YONEZAWA et al (2011) nao

encontraram atividade antimicrobiana para o isbmero do c(D-Pro-D-Tyr) contra
Penicillium crustosum, Schizophyllum commune, Trichophyton concentricum,
Saccharomyces cerevisae, Bacillus subtilis subsp. subtilis, Serratia marcescens
subsp. marcescens, Staphylococcus aureus subsp. aureus. O peptideo c(L-Pro-L-
Tyr) foi capaz de produzir um fraco halo de inibicado para Aspergillus niger pelo
meétodo de disco de papel contendo 125 ug do dipeptideo por disco.

Peptideos antimicrobianos carregados positivamente possuem fortes
interacdes eletrostaticas com fosfolipidios carregados negativamente da membrana,
0 que pode ajudar na expressdo da acdo antimicrobiana (KUMAR;
KIZHAKKEDATHU; STRAUS, 2018). Os dipeptideos ciclicos aqui estudados que
nao possuem carga em sua cadeia lateral possivelmente estabelecem sua agao
antifungica por interagao hidrofébica, ou seja, o tipo de interagao entre um PAM e a
membrana do microrganismo relatada na literatura como mais fraca (KACPRZYK et
al.,, 2007). Sabendo que a interagdo eletrostatica eleva a agdo antimicrobiana,
sugere-se sintetizar os peptideos lineares HaN-D-Tyr-L-Leu-OCH3 e HoN-D-Pro-D-
Tyr-O OCHj3;, o que poderia intensificar a agao antimicrobiana deste tipo de peptideo

por este apresentar a por¢ao N-terminal livre.
4 CONCLUSAO

A sintese proporcionou produto com elevada pureza, porém com baixos
rendimentos. Os dipeptideos c(D-Tyr-L-Leu) e c(D-Pro-D-Tyr) ndo apresentaram
agao antimicrobiana contra os fungos F. solani, C. gloesporioides e A. alternata nas
concentracbes avaliadas. Estes resultados ampliam o conhecimento sobre a acao
antifungica destes dipeptideos e contribuem com informagbes adicionais para o

desenho de peptideos mais ativos.
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Resumo:

Devido a resisténcia microbiana aos antifUngicos comerciais, a toxicidade e os
efeitos secundarios a saude e a natureza, crescem o uso de compostos alternativos
para controlar a perda pos-colheita de frutas durante o armazenamento. Dentre eles
destaca-se o carvacrol, um composto natural que atrai atencdo devido a
possibilidade de uso seguro, a sua biodegradabilidade, e por ser ecologicamente
correto e economicamente viavel. Porém o mesmo altera as caracteristicas
organolépticas do alimento em que é aplicado. Para levantar sua atividade contra
fungos patogénicos de frutas, como Colletotrichum gloesporioides, Fusarium solani e
Alternaria alternata realizaram-se ensaios em microplaca de 96 pog¢os, chegando a
concentracao inibitéria minima dos compostos. O mesmo procedimento foi realizado
com o antifungico comercial. Buscando reduzir o sabor residual do carvacrol e os
efeitos secundarios relacionados ao tiabendazol foi testado a combinacdo de ambos,
por meio do ensaio de “tabuleiro de xadrez”. Os resultados foram positivos, obtendo
efeito aditivo contra C. gloesporioides (FICI 0,5) e sinérgico contra A. alternata (FICI
0,141), reduzindo a concentracdo do carvacrol em 75% e 87,5%, e do tiabendazol,
em 75% e 98,4%, para C. gloesporioides e para A. alternata, respectivamente.

Palavras-chave: Carvacrol, Sinergismo, Pds-colheita, Antifungico.
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INTRODUCAO

A fruticultura contribui de forma expressiva para o agronegdcio brasileiro, com
mais de 40 milhdes de toneladas de frutos colhidos ao ano (FAO, 2014; SEBRAE,
2015). Contudo, para manter a competitividade do setor, melhorias em alguns
aspectos sdo essenciais, como a reducao das perdas pos-colheita e 0 aumento da
eficiéncia produtiva (COSTA et al., 2015). De fato, o Brasil possui 30% da producéo
de frutas desperdigadas no periodo pds-colheita (FAO, 2011; SEBRAE, 2015).

A reducdo de perdas através de solugdes eficientes na cadeia produtiva
agroindustrial torna-se essencial para garantir a seguranga alimentar e nutricional, e,
representa ganhos econdmicos substanciais. A atenuagao das perdas pode ampliar
o valor da producgao agricola para R$ 9,8 bilhdes, elevando em R$ 18 bilhdes o valor
da economia e, em 9,7 bilhdes o PIB do pais, e ainda, pode gerar mais de 300 mil
empregos (FAO, 2011; COSTA et al., 2015).

A contaminacao por fungos deteriorantes € uma das principais causas de
perdas no periodo pés-colheita de frutas (BAUTISTA-BANOS et al., 2013; ALKAN &
FORTES, 2015). O mamao, fruta de grande produc¢do no Brasil e no mundo, também
€ a fruta que mais apresenta perdas na pods-colheita. Isso decorre da elevada
suscetibilidade, principalmente associada a fungos, sendo o Colletotrichum
gloeosporioides, causador da antracnose, o maior responsavel pelas perdas poés-
colheita da fruta. Outros microrganismos responsaveis por doengas no fruto sao
Alternaria alternata e Fusarium solani (BAUTISTA-BANOS et al., 2013; EMBRAPA,
2016).

Os principais fungicidas utilizados para o mamao, fruta com elevados indices
de perdas, séo o tiabendazol e Benomyl®, que nao sao utilizados em varios paises
devido a propensdo a resisténcia do fungo e a efeitos nocivos a saude humana
(BAUTISTA-BANOS et al., 2013; PERRUCHON et al., 2017). Além disso, o uso
indiscriminado de fungicidas comerciais na agricultura € um problema de saude
publica tendo em vista as contaminagcbes no ambiente, em alimentos e as
intoxicagdées na saude humana. O Brasil esta entre os paises de maior consumo de
agrotoxicos no mundo (PIGNATI et al., 2017).

Paralelamente a isso, cresce a busca dos consumidores por alimentos livres
de produtos quimicos (MOHAMMAD et al., 2017), o que eleva cada vez mais o

interesse pelo uso de compostos naturais. Estes antimicrobianos de fontes naturais
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podem ser aplicados na industria de alimentos para melhorar a qualidade e estender
a vida util dos alimentos (JUNEJA et al., 2012; CALO et al., 2015; MIRANDA et al.,
2016).

Nesse contexto, o carvacrol, um monoterpeno presente em plantas
aromaticas como tomilho e orégano vem destacando-se. Utilizado em baixas
concentragbes em alimentos como aromatizante e conservante, ainda pode ser
aplicado como um agente antimicrobiano para controle de microrganismos
resistentes (SUNTRES et al., 2015; MOHAMMAD et al., 2017).

Entretanto, o carvacrolcausar alteragdes de sabor e de aroma. Neste sentido,
faz-se necessario atingir o efeito antimicrobiano na menor concentragéo possivel,
minimizando alteragdes sensoriais indesejaveis em determinados produtos (ZHOU et
al., 2007). A aplicagdo do carvacrol em combinagdo com outros compostos
antimicrobianos vém sendo estudada, podendo solucionar estas alteragbes (ZHOU
et al., 2007). De fato, o carvacrol pode ter acdo de forma isolada ou em sinergia com
outros compostos. Estudos demonstram a agao sinérgica entre o carvacrol e o seu
precursor p-cimeno (BURT, 2004; ALVES et al., 2016).

Antimicrobianos e componentes de 6leos essenciais agindo sinergicamente
vém ganhando destaque, pois podem afetar multiplos alvos, gerar interagdes fisico-
quimicas e atuar na inibigdo de mecanismos de resisténcia antibacteriana. Esse
efeito aditivo ou sinérgico, sugere que os 6leos essenciais sao alternativas em busca
da reducao de antimicrobianos comerciais (LANGEVELD et al., 2014). Diante disso,
torna-se interessante usar o carvacrol em sinergia com outros compostos
antifungicos, para o controle da deterioracdo microbiana, tanto pela atenuagcéo do
sabor e aroma do carvacrol, quanto pela redugao de fungicidas comerciais e seus
efeitos secundarios.

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi encontrar a concentragao
inibitéria minima e a concentragao fungicida minima do carvacrol e do tiabendazol.
Em seguida avaliar a acado fungicida das combinagdes entre carvacrol e o
tiabendazol, buscando reduzir a concentracao inibitéria de ambos os compostos.
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MATERIAL E METODOS
Cepas padrao

As cepas utilizadas foram Colletotrichum gloesporioides (CBMAI 864)
adquirido na Colegdo Brasileira de Microrganismos de Ambiente e Industria
(Unicamp), Fusarium solani (CCT 1204) e Alternaria alternata (CCT 2816),
adquiridos na Fundacado André Tosello. C. gloesporioides e A. alternata foram
cultivados em agar extrato de malte e F. solani foi cultivado em agar batata dextrose.
O cultivo de C. gloeosporioides foi realizado a 28 °C por oito dias, F. solani e A.
alternata foram cultivados a 25 °C por sete dias, em estufa tipo BOD. A
padronizagcdo dos esporos para o ensaio foi realizada em camara de Neubauer. A

concentracéo final de indculo usada foi de 10° esporos mL™.
Diluicdo de compostos antifungicos

O carvacrol proveniente da Sigma-Aldrich (USA), foi diluido em etanol 70% na
concentracdo de 300 mM até a concentragdo minima de 0,63 mM. O tiabendazol
(Sigma-Aldrich, USA) foi dissolvido em DMSO (Sigma-Aldrich, USA) e o etanol 70%

foi usado em sua diluicdo seriada (0,04 a 160 mM).

Ensaio fungistatico e fungicida

A concentragédo inibitéria minima (CIM) foi determinada de acordo com
FEHLBAUM et al., (1994), com algumas modificacdes realizadas por FIEIRA et al.,
(2013), em microplaca de 96 pogos, onde cada pogo continha 10 uyL do composto
sintético, 10 pL de agua destilada estéril e 80 uL de indculo a 10° esporos mL™". Foi
necessario o uso de uma pelicula protetora devido a pressao de vapor do carvacrol.
As microplacas foram incubadas sob condi¢gdes ideais de crescimento de cada
microrganismo. A leitura dos resultados foi feita através do leitor de microplacas
(Thermoplate®) a uma absorbancia de 630 nm. O valor da CIM corresponde a menor
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concentracdo que o composto testado causa 100% de inibicdo do crescimento dos
fungos.

Para determinagcdo da concentragdo fungicida minima (CFM) foi retirado o
conteudo total do pogo que nao apresentou crescimento fungico e inoculado em
agar extrato de malte para C. gloesporioides e A. alternata e agar batata dextrose
para F. solani (método spread plate — espalhamento em superficie) na condigao
ideal o crescimento do microrganismo. Apés 7 dias de incubacéao foi realizada a
contagem das col6nias. A CFM foi determinada como a minima concentragdo, em

que nao houve crescimento em placa de Petri.

Sinergismo entre compostos antifungicos

Em uma microplaca de 96 pocos foi adicionado, em cada poc¢o, 5 uL de uma
série de diluicdes do composto A, e em uma segunda dimensao foi adicionado 5 L
de uma série de diluigdes do composto B. Cada poco foi inoculado com 80 pL de
uma suspensao de esporos do microrganismo teste (10° esporos mL™) e mais 10 pL
agua estéril. A incubacao foi realizada a 25 °C por 48 horas para A. alternata e F.
solani e, a 28 °C por 96 horas para C. gloesporioides. Calculo da Concentracao
Inibitoria Fracionaria (CIF) e indice CIF (BONAPACE et al., 2002):

CIF A = CIM composto A na combinag¢ao/CIM composto A sozinho
CIF B = CIM composto B na combinacéo/CIM composto B sozinho
indice CIF =CIF A+ CIF B

Foi considerado como efeito aditivo quando o indice CIF fica entre 0,5 e 1,
sinérgico, quando o indice CIF fica menor ou igual 0,5 e antagonista quando o indice
CIF fica entre 1 e 2 (BHAT & AHANGAR, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O antifungico comercial tiabendazol (Sigma-Aldrich, USA) apresentou uma
CIM para C. gloesporioides, A. alternata e F. solani, de 500 uM, 500 M e 4 uM,
respectivamente. O mesmo nao apresentou agao fungicida, na maior concentragao

testada (16000 uM), contra nenhum dos microrganismos avaliados.
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Notou-se nos ensaios antifungicos em microplaca de 96 pogos que as linhas
onde ndo tinha aplicagao de carvacrol apresentaram os pogos limpidos, ou seja, ndo
havia ocorrido proliferagcdo microbiana. Tal fato poderia estar relacionado com a
capacidade que o carvacrol possui de inibir a proliferacédo de microrganismos na sua
fase vapor (LOPES et al., 2007). Para comprovar tal hipétese, optou-se pelo uso de
uma borracha seladora para microplaca de 96 pocos.

A borracha seladora isola a atmosfera gasosa de cada pogo, possibilitando a
realizacdo dos ensaios anticomicrobianos impedindo a interferéncia entre os pogos,
ou seja, entre os micros ensaios. Assim, os resultados da CIM antes e apos o uso da

borracha seladora estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — CIM do carvacrol com e sem o uso da borracha seladora de microplaca

Microrganismo Sem pelicula Com pelicula
CIM (ug/mL) CFM (ug/mL) CIM (ug/mL) CFM (ug/mL)
F. solani 70,8 563* 282 563
A. alternata 282 563 563 563
C. gloesporioides 140 563 282 563

* Dados prévios do grupo de pesquisa (ADRIA et al., 2017)

A tabela 1 apresenta a acao fungistatica e fungicida do carvacrol com e sem a
interferéncia da pressao de vapor. Os resultados comprovam a hipétese de que os
ensaios antimicrobianos em meio liquido com carvacrol usando a microdiluicdo em
placas de 96 pocos sem o isolamento de cada microensaio pode ser influenciado
pela agao antimicrobiana do carvacrol na fase vapor.

A concentragéo fungicida minima do carvacrol contra C. gloesporioides foi o
dobro do valor da CIM, corroborando com ABBASZADEH et al., (2014), que
observaram que a concentragao do carvacrol que exibe atividade fungicida era maior
que para a acao fungistatica contra diversas espécies de fungos. A atividade
inibitéria contra C. gloesporioides foi constatada na literatura através de um ensaio
em meio solido, onde foram testados diversos Oleos essenciais inoculados em
discos de papel, e o carvacrol mostrou-se o mais eficaz para inibir o crescimento
micelial do microrganismo em todas as concentragdes testadas (2,5 e 8 pL disco™)
(HONG et al., 2015).

A. alternata apresentou uma CIM e CFM de 563 ug mL™", quantidade superior
a obtida por ABBASZADEH et al. (2014) que relataram a concentragdo de 350 ug

mL" e de 400 pg mL' em em ensaio antimicrobiano em meio liquido,
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respectivamente. Ainda, neste trabalho os autores usaram uma concentracdo de
microbiana de 1 x 10° conidios mL™". Esta diferenca pode estar relacionada muiltiplos
fatores que as células microbianas sdo expostas, como as varias cepas de fungos, a
origem da substancia antimicrobiana, a resisténcia dos microrganismos, entre outros
fatores (SINIGAGLIA et al., 1998). Por outro lado, PERINA et al. (2015) também
encontraram em ensaio em microplaca de 96 pocos valores inferiores ao presente
estudo, para o mesmo microrganismo utilizando uma concentracdo de 2,0 x 10*
conidios mL™. Os autores relataram uma CIM de 500 pyg mL™" e 250 pg mL™ para o
oleo de tomilho, cujo principal constituinte de € o carvacrol, e para o éleo essencial
timol, respectivamente.

Segundo ZABKA e PAVELA (2018), o género Fusarium € um dos fungos mais
significativos do planeta e os 6leos essenciais sdo uma excelente alternativa de
origem natural para o seu controle. No presente estudo, a inibicado de F. solani se
deu na concentracédo de 282 ug mL" e acado fungicida a 563 ug mL™" sendo este
trabalho o primeiro relato de acdo antifungica do carvacrol contra esta espécie.
Entretanto a literatura traz relatos de atividade antifungica contra Fusarium
oxysporium a CIM de 25 ug mL™" e a CFM de 150 pug mL™", em ensaio que utilizou 1
x10® conidios mL™. Sugerindo que o composto pode ser aplicado no controle da
decomposi¢gdo de alimentos no periodo pds colheita, de forma segura, pois o
carvacrol ndo apresenta risco em alimentos em uma quantidade inferior a 50 mg kg™’
(ABBASZADEH et al., 2014). Além disso, o uso de carvacrol esta regulamentado
pelo FDA, no Codigo de Regulamentos Federais, na secéo 172.515 (FDA, 2018).

O carvacrol é provavel que seja acumulado na membrana celular devido a
sua hidrofobicidade, além disso, a presenca de uma hidroxila livre influencia sua
atividade antimicrobiana. Sua capacidade de ligacao de hidrogénio e liberacdo de
protons pode provocar alteragbes conformacionais na membrana, ocasionando
morte celular (ARFA et al., 2006). Em outro trabalho que discute a acao
antimicrobiana do carvacrol, os autores usam-se do 6leo de orégano para relatar que
a presenca dos terpendides, e sua natureza hidrofébica também é que contribui para
a difusdo do dleo através da membrana lipidica. Além disso, a estrutura quimica do
carvacrol e do timol contém um grupo hidroxila livre e um anel aromatico, os quais
podem estar relacionados a toxicidade apresentada. A dissociacdo de H* do grupo
livre —OH é facilitada pelos elétrons alterados do carvacrol. Prétons e cations

monovalentes séo deslocados através da membrana por gradiente diferencial, sendo
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idénticos ao ion K, alterando o pH, despolarizando e aumentando sua
permeabilidade da membrana celular (RAO et al., 2010). Terpenos tem sua atividade
antifungica relacionada aos seus grupos hidroxila. O carvacrol causa danos na
membrana celular interagindo com esterais, entre eles o ergosterol, o que resulta na
morte do fungo (NAZZARO et al., 2017).

O efeito sinérgico pode ser utii para aumentar as propriedades
antimicrobianas, reduzindo a quantidade efetiva de 6leos essenciais, 0 que resulta
na reducao da alteragao do sabor original do alimento (SIVAKUMAR & BAUTISTA-
BANOS, 2014). Estudos mostram agdo sinérgica do timol e carvacrol com o
fluconazol contra C. albicans (NAZZARO et al.,, 2017). KISSELS et al., (2017)
observaram o sinergismo combinando o carvacrol com doxiciclina, sugerindo a
aplicagdo como adjuvante de antimicrobianos.

Diante disso, visando reduzir a concentracdo inibitéria minima do carvacrol,
devido ao seu sabor residual, assim como do tiabendazol, um antifungico comercial
relacionado a resisténcia fungica, toxicidade entre outros efeitos secundarios o
presente estudo testou a combinagcdo de ambos, obtendo-se resultados positivos,

como demonstrado na tabela 2.

Tabela 2 — Interacao entre carvarol e tiabendazol pelo método do “tabuleiro de xadrez”

Agente CIM (ug mL™) % redugao
Fungo antimicrobiano Individual Combinada FIC FICI da CIM

Colletotrichum carvacrol 282 70,5 0,25 05 75,0
gloesporioides tiabendazol 100,8 25,2 0,25 ’ 75,0
Alternaria carvacrol 563 70,5 0,125 0.141 87,5
alternata tiabendazol 100,8 1,6 0,016 ’ 98,4

. . carvacrol 282 140,8 0,499 50,1
Fusarium solani 1 ondazol 0,8 0.4 05 9% 50.0

* CIM: Concentragao inibitéria minima, FIC: concentragao inibitéria fracionaria, razdo da CIM do
agente na combinagéo pela CIM do agente sozinho, FICI: indice FIC, soma da FIC de cada agente,
FIC < 0,5: sinergismo; 0,5 — 2,0: aditivo; =2 2,0: antagonismo (BHAT & AHANGAR, 2007).

Existem varios mecanismos de acgao relacionados a atividade sinérgica de
agentes antifungicos, dentre elas a inibicdo em diferentes estagios nas vias
intracelulares fungicas essenciais a sobrevivéncia celular; o aumento da penetragao
de um agente antifungico e fungdo da agdo de outro composto antifungico na

membrana celular; a inibicdo de proteinas transportadoras; e a inibicao simultanea
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de diferentes alvos celulares (CASTRO et al., 2015). A acéo sinérgica de tiabendazol
e carvacrol pode envolver o aumento da suscetibilidade do fungo aos diferentes
mecanismos de acdo dos compostos, levando ao aumento da permeabilidade
celular e a morte celular.

Semelhantemente a este trabalho que usou o “tabuleiro de xadrez” para
avaliacdo a acao antimicrobiana de compostos associados os 6leos essenciais de
canela combinado com os 6leos essenciais de tomilho ou de alho ndo apresentaram
acdo aditiva ou sinérgica contra F. solani. HORVATH et al. (2016) acreditam que a
interagcdo depende do microrganismo e da composicdo quimica dos Oleos
essenciais.

Resultado contrario foi obtido por CASTRO et al. (2015) quando testaram a
combinagao de timol com nistatina, e encontraram uma redugao significativa nos
valores de CIM. Para ambos os produtos, a reducao da CIM, foi de 87,4% para as
trés cepas de Candida spp testadas. O valor do indice FIC foi de 0,25, indicando um

efeito sinérgico.

CONCLUSAO

O carvacrol apresentou acdo fungicida e fungistatica contra os trés
microrganismos testados. O tiabendazol inibiu a proliferacédo dos fungos, porém nao
apresentou acao fungicida. Quando aplicados em conjunto os compostos
apresentaram efeito aditivo contra C. gloesporioides (FICI 0,5) e sinérgico contra A.
alternata (FICI 0,141), reduzindo a concentracao do carvacrol em 75% e 87,5%, e do
tiabendazol em 75% e 98,4%, para C. gloesporioides e para A. alternata,
respectivamente. Ainda, a borracha seladora de microplaca apresentou-se como um
item indispensavel em ensaios antimicrobianos em meio liquido realizados em
microplaca de 96 pogos envolvendo compostos que possuem acado antimicrobiana
na fase de vapor. Considerando a o uso de tiabendazol e carvacrol na fruticultura, a
combinacdo dos compostos € positiva, pois pode reduzir a quantidade de
tiabendazol aplicado e o sabor residual de carvacrol em frutas.
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