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RESUMO

Moringa oleifera ¢ uma planta com muito potencial para este fim, devido suas
propriedades antimicrobianas. Nesse contexto, objetivou-se avaliar a agdo do 6leo de
sementes de M. oleifera sobre o fungo Saprolegnia parasitica que provoca a doenga
flngica mais importante em peixes dulcicolas. Para tanto, as sementes foram coletadas
das vagens em estado maduro e submetidas ao processo de extracdo a frio via prensa
mecénica. Uma cepa de S. parasitica foi utilizada como cultura de teste pelo método
bioanalitico “in vitro” em meio BDA (Batata, Dextrose e Agar). O éleo foi emulsificado
pelo método de baixa energia, com surfactante e agua, e vertido nas placas com meio nas
concentragdes dos tratamentos. O experimento foi conduzido em delineamento
casualizado com 5 tratamentos (0, 0,25; 0,50; 0,75 e 1.0 mL/L), todos em 5 repeticdes,
mantidos a uma temperatura de 24°C. As placas foram observadas a cada 24 horas
durante 96 horas para a medicao do crescimento micelial. Até as 48 horas, foi observada
redugdo no crescimento em 0,25mL/L, intensificando em niveis de 0,5; 0,75 e 1,0mL/L.
Em 72 horas os tratamentos controle e o tratamento de 0,25mL/L ndo se diferenciaram
entre si, mas foram diferentes dos outros tratamentos. Porém, apds 96 horas todos
atingiram extensdo total. Portanto, o 6leo de sementes de M. oleifera apresenta atividade
fungistatica sobre o fungo S. parasitica, em concentragGes superiores a 0,25mL/L.

Palavras-chave: Saprolegniose, 0 patégeno piscicola, aquicultura, fitoterapico.

ABSTRACT

Moringa oleifera is a plant with great potential for this purpose, due to its antimicrobial
properties. In this context, the objective was to evaluate the action of M. oleifera seed oil
on the fungus Saprolegnia parasitica, which causes the most important fungal disease in
freshwater fish. For this purpose, the seeds were collected from the pods in a ripe state
and submitted to a cold extraction process via mechanical press. A strain of the S.
parasitica was used as test culture by the bioanalytical method "in vitro™ on BDA (Potato,
Dextrose and Agar) medium. The oil was emulsified by the low energy method, with
surfactant and water, and poured onto the plates with medium at the concentrations of
the treatments. The experiment was conducted in a randomized design with 5 treatments
(0, 0.25, 0.50, 0.75, and 1.0 mL/L), all with 5 repetitions, maintained at a temperature of
24°C. The plates were observed every 24 hours for 96 hours for mycelial growth
measurement. By 48 hours, a reduction in growth was observed at 0.25mL/L,
intensifying at levels of 0.5; 0.75, and 1.0mL/L. In 72 hours, the control treatments and
the 0.25mL/Ltreatment did not differ, but were different from the other treatments.
However, after 96 hours all reached full extension. Therefore, M. oleifera seed oil shows
fungistatic activity on the fungus S. parasitica at concentrations higher than 0.25mL/L.

Keywords: Saprolegniosis, fish pathogen, aquaculture, phytotherapic.
DOI 10.46732/actafish.2023.11.1.50-55
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INTRODUCAO

A aquicultura tem se destacado como uma das principais atividades produtoras de alimento do mundo.
Com crescimento relevante de 5,7%, chegou a alcancar uma producdo histérica de 122,6 milhdes de
toneladas em 2020 (FAO, 2022).

No entanto, o aumento da produgdo esté associado a preocupacao quanto a sanidade dos peixes, visto que
ja foram constatadas diversas doencas de grande impacto negativo em pisciculturas (Fujimoto et al., 2019).
Dentre estas, a “saprolegniose” tem sido notéria e considerada a patologia flngica mais importante,
principalmente em peixes de dgua doce (VVan west, 2006; Pavanelli et al., 2008, Van De Berg et al., 2013).

A Saprolegnia spp. € um Oomiceto aquatico que afeta de forma relevante a sanidade dos peixes, bem
€omo seus ovos e larvas, tanto em cultivo quanto em ambiente natural (VanWest, 2006; Thoen et al., 2011;
2016). E acomente drasticamente o cultivo de organimos aquéticos, e causando danos econdmicos
significativos. Foram relatados danos drasticos em pisculturas de salmonideos e reducdo da sobrevivéncia
em ovos de esturjdo pela infeccdo deste agente patogénico (Corréa et al., 2013; Moghaddam et al. 2012).

Os peixes apresentam-se mais vulneraveis a saprolegniose no inverno, quando seu sistema imunolégico
se encontra comprometido devido as baixas temperaturas (Bly & Clem, 1992). Este Oomiceto € diretamente
ligado ao stress do ecossistema e pode ser um patdégeno secundario de outras doencas infecciosas de peixes,
portanto é considerado um parasita oportunista (Neish et al.,1980; Zaki et al., 2008).

A infecgdo ocorre pelo crescimento do micélio na superficie corporal e branquias dos peixes. Em geral
possui coloracdo branca e semelhanca ao algoddo e causa les@es principalmente por enzimas que as hifas
secretam, digerindo as células do individuo e causando necroses (Kubitza, 2014).

O controle de saprolegniose é geralmente realizado com uso de produtos quimicos nos cultivos de peixes,
porém, alguns destes sdo considerados toxicos, limitando as alternativas de tratamento. Sendo assim, se
fazem necessarios estudos para identificar métodos eficazes e viaveis ecologicamente e economicamente.
Desta forma, a utilizacdo da fitoterapia tem se destacado como método alternativo eficiente no tratamento
destes patdgenos (Macchioni et al., 1999; Ben Khemis et al., 2016), como por exemplo a Moringa oleifera.

Esta espécie vegetal apresenta crescimento rapido, distribuicdo ampla por regides subtropicais e tropicais
e valor significante devido aos seus diversos usos medicinais, como por exemplo a atividade antimicrobiana
contra patogenos (Korni et al., 2019; Ramachandran et al. 2014).

Foi observado em diversos estudos, que componentes como isotiocianato de 4 (a-L-Rhamnosiloxi) benzil,
lectina coagulante purificada, taninos e acidos graxos presentes nas sementes da planta tem efeito
antifungico em varias espécies patégenas (Eilert et al.1981; Oliveira et al. 2017; Simdes et al. 2017; Chuang
etal. 2007). Neste contexto, o presente estudo propde o desenvolvimento de uma alternativa para tratamento
de uma patologia que acomete organimos aquaticos, a Saprolegniose.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Ecofisiologia e Pds Colheita do Departamento de
Engenharia Agrondmica da UFS, municipio de Séo Cristdévao, estado de Sergipe. Para tanto, foram
coletadas sementes de M. Oleifera localizado a partir das coordenadas 10°58'26.2"S 37°04'21.5"W. As
sementes maduras foram retiradas das vagens, higienizadas e separadas para o processo de extracdo. Para a
obtencdo do 6leo das sementes de M. Oleifera foi utilizada uma prensa mecanica de pressao de 40 a 65 bar
para extragdo exaustiva do 6leo.

Uma cepa do fungo Saprolegnia parasitica isolada de tambaqui Colossoma macropomum em BDA
(Batata - Dextrose - Agar) foi doada pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria, para posterior
repicagem e utilizacdo como cultura de teste.

O o6leo de moringa foi emulsificado pelo método de baixa energia, sendo composto por 15% de 6leo, 15%
de surfactante (Tween-80) e 70% de agua (v:v:v), que foram agitados em vértex por 6 minutos e vertidos
nas placas contendo meio nas concentragdes dos tratamentos. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com 5 tratamentos (0,25, 0,50, 0,75 e 1.0 mL/L) mais o controle
composto apenas por meio de cultura, 5 repeticdes cada um, mantidos a temperatura de 24°C. As placas
foram observadas a cada 24 horas, durante 96 horas para a medi¢do do crescimento micelial do fungo.

Cada concentrag&o foi adicionada em 10mL de meio de cultura (BDA) a 40°C que foram distribuidas em
placas Petri. Posteriormente, um disco de 11 mm de meio de cultura com o fungo (Saprolegnia parasitica)
foi inoculado no centro de cada placa e entdo foi observado o crescimento micelial a cada 24h durante 96h
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por meio de medida dos didmetros e raios perpendiculares do halo de crescimento com uso de um
paquimetro (adaptado de Corréa et al., 2013). Com os dados foi calculado o IVCM (indice de Velocidade
de Crescimento Micelial) expresso em mm/dia, utilizando-se para tanto a formula: 1IVCM= (D — Da) / N
(Aradjo et al., 2008), onde: D: Diametro médio atual; Da: Didmetro médio anterior; N: nimero de dias apds
a repicagem; e a concentracdo minima inibitoria (CMI).

ANALISE CROMATOGRAFICA

Foram realizadas as andlises do teor e identificacdo dos constituintes do dleo que foram obtidos em
equipamento CG-EM/CG-DIC (GC-2010 Plus; GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japao) equipado com um amostrador automatico AOC-20i (Shimadzu). As separacfes foram realizadas
usando uma coluna capilar de silica fundida Rtx®-5MS Restek (polissiloxano 5 %-difenil-95 %-dimetil
polissiloxano) de 30 m x 0,25 mm de didmetro interno (d.i.), 0,25-pum de espessura de filme, em um fluxo
constante de hélio (99,999 %) com taxa de 1,2 miligramas por mililitro.

Foi utilizado um volume de injecdo de 1 pL (10 miligramas por mililitro), com uma raz&o de split de 1:30.
A programacéo de temperatura do forno utilizada foi a partir de 60° C (isoterma durante 1 min), com um
aumento de 5° C / min, a 300° C, finalizando com uma isoterma de 10 min a 300°C.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk e ao teste de Bartlett para verificacdo da normalidade
e homogeneidade, respectivamente. Os valores de mortalidade serdo transformados em arco seno raiz de X
e log (x+1). Posteriormente, serdo submetidos a analise de variancia (Anova) e sendo F significativo as
médias serdo comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante 24 e 48 horas de avaliacdo foi observado que a utilizacdo do 6leo de moringa reduziu o
crescimento micelial a partir de 0,25mL/L, sendo mais intensificado em niveis de 0,5; 0,75 e 1,0mL/L(24h=
Controle 40,69 + 1,15a; 0,25mL/L35,96 + 2,28b; 0,50mL/L32,82 + 2,13c; 0,75mL/L34,09 + 0,95bc;
100mL/L32,57 + 1,85c. 48h = Controle 73,49 + 2,80a; 0,25mL/L66,49 + 2,20b; 0,50mL/L61,68 + 2,48c;
0,75mL/L62,88 + 2,92c; 100mL/L61,67 + 2,49¢) (Figuras 1 e 2).

24h

U S W -

cimento micelial (mm)

Concentracdo de oleo de moringa (g/1)

Figura 1. Dados das medidas do halo de crescimento micelial do fungo Saprolegnia parasitica em 24 horas.

Em 72 horas de crescimento o tratamento controle e o tratamento contendo 0,25mL/Lndo se
diferenciaram entre si (Controle 81,28 + 1,78a; 0,25mL/L82 * 1,51a), mas foram diferentes dos tratamentos
0,5; 0,75 e 1,0mL/L(76,99 £ 2,38b; 77,66 + 2,56b; 76,83 £ 2,81b respectivamente) (Figura 3).

Segundo Chuang et al., (2007) apds 24 horas, células fangicas tratadas com extrato bruto de
sementes de M. oleifera foram rompidas e os seus componentes foram danificados, no entanto, estes
componentes ndo vazaram. Tanto o dleo quanto extratos de sementes de M. oleifera apresentaram efeitos
antifungicos nas espécies T. rubrum, T. mentagrophytes, E. Xoccosum e M. kennels, o que pode fundamentar
os resultados inibitérios do 6leo sobre o fungo Saprolegnia spp. No presente estudo, apds 96 horas todos 0s
fungos atingiram a total extensao da placa, o que configura um efeito fungistatico.
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Figura 2. Dados das medidas do halo de crescimento micelial do fungo Saprolegnia parasitica em 48 horas.
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Figura 3. Dados das medidas do halo de crescimento micelial do fungo Saprolegnia parasitica em 72 horas.

A partir de andlises cromatograficas de Corrente I6nica Total - TIC, foram identificados os seguintes
ésteres metilicos: palmitico (16:0), palmitoleico (16:1), oleico (18:1), estearato (18:0), eicosenoico (20:1),
araquidico (20:0), behénico (22:0), lignocérico (24:0) (Tabela 1). Destes, os acidos oleico, Behenico e
palmitico apresentaram maiores concentracdes (20.38%, 5.25% e 4.30% GC-MS, respectivamente).

Estudos indicam que o &cido hexadecanoico também conhecido como &cido palmitico, encontrado em
diversas espécies vegetais tem o potencial de suprimir o crescimento de espécies de fungos do género
Céandida, bem como das espécies Alternaria solani e A. erithrocephalus. (Agoramoorthy et al., 2007;
Abubacker e Deepalakshmi, 2013). Chandrasekaran et al., (2011) também descreveram a eficiéncia
antibacteriana e antifungica dos ésteres metilicos oleico (cis-9-Octadecanoico) e palmitico (hexadecandico)
no fungo Candida albicans e nas bactérias Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus,
Bacillus pumilus, Klebsiella pneumoniae.

O 6leo de sementes de Moringa oleifera apresenta atividade fungistatica “in vitro” sobre o fungo S.
parasitica, em concentracdes superiores a 0,25ml/L, todavia novos trabalhos devem ser realizados a fim de
elucidar seus efeitos sobre 0s peixes.

Tabela 1. Cromatograma da Corrente I6nica Total (TIC) dos ésteres metilicos presentes no 6leo.

TR (min) Tempo de retencéo Composto %GC-MS
33.650 Ester metilico do acido palmitoleico (C16:1) 0.99
33.942 Ester metilico do Ac. Hexadecanoico (C16:0) (Palmitico C16:0) 4.30
36.825 Ester metilico do acido cis-9-Octadecanoico (C18:1) (Oleico C18:1) 20.38
36. 908 Co-eluicdo
37.150 Ester metilico do Ac. Octadecanoico (C18:0) (Estearico C18:0) 3.82
39.800 Ester metilico do Ac. 9-Eicosandico (C20:1) (Eicosenoico C20:1) 2.46
40.092 Ester metilico do Ac Eicosanoico (C20:0) (Araquidico C20:0) 2.89
42.892 Ester metilico do Ac Docosandico (22:0) (Behenico C22:0) 5.25
46.075 Ester metilico do Ac. Tetracosanoico (Lignocérico C24:0) 0.95
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