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RESUMO

Silva, Fernanda Chaves da. Efeito “in vitro” e “in vivo” dos 6leos essenciais de
condimentos sobre fungos que ocorrem em poés-colheita em frutos de
morango e mamao. Lavras: UFLA, 2008, 85p. Dissertagdo (Mestrado em
Microbiologia Agricola)*

O presente estudo testou a atividade antifingica dos Oleos essenciais dos
condimentos alecrim (Lantana microphylla), alho (Allium sativum), canela
(Cinnamomum spp.), cravo-da-india (Caryophillus aromaticus), erva-doce
(Pimpinella anisum), manjericdo (Ocimum basillium), menta (Mentha piperita),
orégano (Origanum vulgare) e tomilho (Thymus vulgaris) sobre o
desenvolvimento micelial e esporulacdo de fungos que ocorrem em frutos de
morango e sobre o desenvolvimento do fungo Colletotrichum gloesporioides
incidente sobre frutos de mamdo. Os 6Gleos essenciais de condimentos foram
testados in vitro nas concentragdes 500, 1000, 1500 e 2000 pg ml™. Para o 6leo
essencial de cravo-da-india as concentracdes testadas foram 200, 400, 600, 800
ng mlt. Como culturas testes utilizaram-se o Rhizopus stolonifer e
Colletotrichum gloeosporioides para frutos de morango e mamao,
respectivamente. Nos testes in vivo, 0s 6leos essenciais foram selecionados
conforme sua eficiéncia in vitro, além do uso de fungicida quimico e alcool
etilico puro. A eficacia do tratamento hidrotérmico de frutos de maméo também
foi avaliada. Observou-se que os 6leos essenciais apresentaram efeito inibitorio
significativo sobre o desenvolvimento micelial e esporulacdo in vitro e in vivo
dos fungos, destacando-se os 6leos essenciais de erva-doce, orégano e tomilho
nas concentracdes, 1500, 2000 e 2000 pg ml™, respectivamente, para fungos
incidentes em frutos de morango e o 6leo essencial de menta na concentragdo de
1500 pg ml™ sobre o fungo Colletotrichum gloesporioides. De um modo geral,
0s Oleos apresentaram maior eficdcia sobre o desenvolvimento dos fungos
estudados quando adicionados sob a tampa das placas de Petri. Verifica-se,
portanto, que 0s Gleos essenciais de condimentos exercem acdo antiflngica e
podem ser aplicados no controle desses patdgenos.

* Comité de Orientagdo: Orientadora: Pesquisadora Sara Maria Chalfoun
Co-orientador: Pesquisador Hélcio Costa
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ABSTRACT

SILVA, Fernanda Chaves da. Effect in vitro and in vivo of spices essential oils
over the fungi that occur in posharvest fruit in the strawberry and papaya.
2008. 85p. Dissertation (Master’s degree in Agricultural Microbiology) - Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.

The present study it was tested the antifungal activity of the spices's essential
oils, rosemary (Lantana microphylla), garlic (allium sativum), cinnamon
(Cinnamomun spp.), clove (Caryophillus aromaticus), anise (Pimpinella
anisum), basil (Ocimum basillium), mint (Mentha piperita), oregano (Origanum
vulgare) and thyme (Thymus vulgaris) over the fungi mycelial development and
sporulation that occurs in strawberries fruits and over of the fungal
Colletotrichum gloesporioides present over papaya. The spices's essential oils
were tested in vitro in the 0, 500, 1000, 1500 and 2000 pg mi-1 concentrations.
To the clove the concentration tested was 0, 200, 400, 600 and 800 pg ml-1. The
test cultures were Rhizopus stolonifer and Colletotrichum gloeosporioides to the
strawberries and papaya fruits, respectively. In the in vivo tests, the essential oils
were selected according to its in vitro efficiency, besides the chemical fungicide
and absolute ethyl alcohol use. The efficacy of hydrothermic treatment of
papaya fruits was evaluated too. It was observed that the essential oils presented
a significant inhibitory effect over the fungi mycelia development and
sporulation in vitro and in vivo, highlighting the anise, oregano and tyme
essential oil in the concentrations 1500, 2000, 2000 pug ml-1, respectively, to the
fungi incidents in strawberries fruits and the mint essential oil in the
concentrations of 1500 over the fungi Colletotrichum gloeosporioides. In
general the oils presented greater effectiveness over the development of the
fungi studied when added under the Petri plate’s lid. It was verified, therefore,
that spices’s essential oils exercise antifungal action and can be applied in the
pathogens control.

* Comité de Orientagdo: Orientadora: Pesquisadora Sara Maria Chalfoun
Co-orientador: Pesquisador Hélcio Costa
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INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de frutas, com uma
producdo que supera os 35 milhdes de toneladas. As culturas do mamdo e do
morango destacam-se nesse cenario, mas doencas que incidem nas fases de pré e
pos-colheita afetam negativamente os cultivos em aspectos relativos a qualidade
e quantidade das frutas.

As perdas pds-colheita sdo caracterizadas principalmente pela acdo de
patégenos, sendo a reducdo dessas um desafio para a fruticultura visto que, as
frutas apresentam caracteristicas que favorecem o ataque desses organismos.

Dentre o0s principais patdgenos destacam-se o0s fungos, como
consequéncia do amplo nimero de espécies envolvidas e da diversidade e
eficiéncia dos mecanismos de penetracdo nos frutos.

Apesar de 0 morango ser um fruto com gosto e aroma agradavel, textura
suculenta, sendo por isso muito apreciado e valorizado, apresenta também alta
perecibilidade e susceptibilidade a patégenos causadores de doengas, por
exemplo, o fungo Rhizopus stolonifer.

O mamao ¢é considerado um fruto de vida p6s-colheita curta, susceptivel
ao ataque de patdgenos, dentre esses, 0 fungo Colletotrichum gloesporioides,
causador da antracnose, doenga de elevada importéncia econémica no Brasil.

O uso de fungicidas é o método mais utilizado na prevencdo dessas
doencas. Contudo, relatos afirmam o carater teratogénico e carcinogénico desses
produtos além, do uso indiscriminado destes que proporciona a selecdo de
microrganismos resistentes. Soma-se a este fato, a demanda pelos consumidores,
por produtos isentos de residuos que possam vir a prejudicar a sua saude.

A exploragdo da atividade biol6gica de compostos secundarios presentes
no extrato bruto e 6leos essenciais de plantas condimentares pode-se constituir

em uma forma potencial de controle alternativo de doengas de plantas.



Dessa forma, conduziu-se este estudo, com o objetivo de verificar a
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais obtidos dos condimentos alecrim
(Lantana microphylla), alho (Allium sativum), canela (Cinnamomum spp.), erva-
doce (Pimpinella anisum), manjericdo (Ocimum basillium), menta (Mentha
piperita), orégano (Origanum vulgare) e tomilho (Thymus vulgaris), in vitro e in
vivo, sobre o desenvolvimento micelial e esporulacéo de fungos que ocorrem em
frutos de morango e sobre o desenvolvimento do fungo Colletotrichum

gloesporioides incidente sobre frutos de mamao.



REFERENCIAL TEORICO

O Brasil ¢ um dos trés maiores produtores mundiais de frutas. Sua
producio supera os 35 milhdes de toneladas, superado apenas pela China e india
(IBRAF, 2006). A fruticultura representa importancia socio-econdmica de
grande valor, pois além de fundamentada em pequenas e médias propriedades,
emprega 5,6 milhGes de pessoas, totalizando 27% da mao-de-obra agricola.
(Fernandes, 2006). Neste cendrio, destacam-se as culturas de morango e mamao.

A producdo de frutos de morango corresponde a 100 toneladas por ano,
sendo o estado de Minas Gerais responsavel por 33,16%, S&o Paulo e Rio
Grande do Sul em conjunto responsaveis por 49,12% dessa producdo (Napoleao,
2007). Por outro lado, o Brasil é considerado o maior produtor de maméo do
mundo, com produgédo anual de 1,6 milhdes de toneladas, sendo os estados da
Bahia, Espirito Santo e Ceara responsaveis por 90% dessa producdo. (IBGE,
2008). No entanto, doencas que incidem na fase de pds-colheita afetam
negativamente os cultivos em aspectos relativos a qualidade e quantidade de
frutos.

Os fungos sdo os principais causadores de doencas pos-colheita em
frutas, como conseqiéncia do amplo nimero de espécies envolvidas e da
diversidade e eficiéncia dos mecanismos de penetracdo (Snowdon, 1990).

As espécies Rhizopus stolonifer e Colletotrichum gloesporioides séo
considerados fungos de grande importancia no setor agricola, por se tratarem de
microrganismos patgenicos causadores principalmente, de doengas pos-
colheita.

Rhizopus é um fungo cosmopolita que vive particularmente em regibes
tropicais e subtropicais, em quase todo tipo de alimento fresco, Umido e
parcialmente seco. A espécie mais comumente encontrada é o Rhizopus

stolonifer, classe Zygomicetos, ordem Mucorales, sendo as espécies dessa ordem



gue mais predominam em alimentos. Morfologicamente sdo fungos ndo
septados, com micélios cotonosos e formando esporangiéforos nos nédulos onde
se encontram os rizéides. Seus esporangios sao usualmente muito grandes e
negros e suas columelas sdo hemisféricas. A caracteristica primordial do
Rhizopus stolonifer é o excessivo crescimento a 25°C, sendo o esporangio
primeiramente branco, havendo mudanca para preto com o amadurecimento. O
crescimento a 5°C e 37°C é fraco ou ausente. As micotoxinas possivelmente
envolvidas ndo estdo bem esclarecidas (Pitt & Hocking, 1997).

Trata-se de fungos altamente destrutiveis, com grande capacidade
saprofitica, exigindo ferimentos para sua penetracdo e rapidamente colonizam o
fruto causando uma podriddo mole e aquosa, geralmente ndo se manifestando
em frutos, imaturos e raramente sdo vistos no campo (Alvarez & Nishijima,
1987; Rezende & Fancelli, 1997; Paull et al., 1997). Crescem principalmente em
pdes, mas desenvolvem-se também em vegetais, frutas, queijos e outros
alimentos (Aradjo, 2005).

Os fungos do género Colletotrichum sdo fitopatdgenos importantes nas
regides tropicais e subtropicais do mundo. S&o causadores de uma diversidade
de doengas como antracnose, podriddo de pedunculo, varicela em manga,
abacate e mamdo (Bailey & Jeger, 1992). A espécie mais comumente
encontrada é o Colletotrichum gloesporioides, da classe Coelomycetes, ordem
Melanconiales, cuja forma sexuada corresponde a Glomerella cingulata.
Morfologicamente sdo fungos ndo septados, com micélios cotonosos (Pitt &
Hocking, 1991).

A temperatura ideal para que ocorra a infec¢do no hospedeiro é de 22 °C
a 25 °C. Na temperatura de 30 °C ocorre o melhor crescimento, esporulacdo e
germinacdo. A medida que a temperatura diminui, o crescimento é reduzido

proporcionalmente, atingindo o minimo a 4,5 °C. Em locais com umidade



relativa do ar inferior a 50%, o crescimento do fungo é retardado ou paralisado
(Frupex, 1996).

A reducdo dessas perdas pds-colheita na cadeia produtiva de frutas
representa um grande desafio, considerando que os frutos sdo 6rgdos que
apresentam um alto teor de dgua e nutrientes e, mesmo apos a colheita até a
senescéncia, mantém varios processos bioldgicos em atividade apresentando
dessa forma maior predisposicdo a distdrbios fisiolégicos, danos mecanicos e
ocorréncia de podriddes (Kader, 2002; Forte & Osério, 2003).

Apesar das excelentes caracteristicas sensoriais, 0 morango é um fruto
altamente perecivel e susceptivel a patégenos causadores de doencas (Dias et al.,
2005), sendo as deterioracbes causadas por Botrytis cinerea e Rhizopus
stolonifer as que causam perdas acentuadas em pés-colheita (Dias et al., 2007).

O mamao é um fruto que se caracteriza por uma vida pds-colheita
relativamente curta, completando o seu amadurecimento em aproximadamente
uma semana sob condi¢fes ambientes. No entanto, varios fatores de pré e pos-
colheita, como patégenos, podem reduzir a sua vida pés-colheita (Costa &
Balbino, 2002)

O uso de fungicidas quimicos € um dos métodos mais utilizados para
controlar as doencgas de plantas. Entretanto, hd& uma grande limitacdo sobre
aspectos de seguranca dos mesmos em funcdo dos possiveis efeitos
carcinogénicos e teratogénicos bem como, toxidade residual (Skandamis et. al.,
2001; Eckert et al., 1994; ). Soma-se a este fato a preocupante realidade do
progressivo surgimento de cepas microbianas resistentes a antimicrobianos em
todos os campos de estudo da microbiologia induzido por utilizagdo abusiva
desses compostos que exercem pressdo para 0 surgimento do fenbmeno de
resisténcia. (Teuber, 1999; Andremont, 2001).

Plantas arométicas e condimentares tém sido tradicionalmente utilizadas

na medicina, bem como para aumentar a vida Util dos alimentos, mostrando



inibicdo contra bactérias, fungos filamentosos e leveduras. Suas principais
caracteristicas sdo devidas principalmente, aos dleos essenciais. (Sartoratto et
al., 2004; Nychas 1995; Araujo, 2005; Reddy et al., 1998 e Schwan-Estrada et
al., 2000).

Os 6leos essenciais, também chamados de 6leos volateis ou etéreos, séo
liquidos oleosos aromaticos obtidos de material vegetal (flores, brotos,
sementes, folhas, ramos, madeira, frutas e raizes). Eles podem ser obtidos por
prensagem, enfloracdo ou extracdo, mas o método de destilacdo a vapor é o mais
usado para a obtencdo comercial de dleos essenciais (Burt, 2004).

De forma geral, sdo misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Entretanto, sua principal
caracteristica é a volatilidade, diferindo assim dos oleos fixos, mistura de
substancias lipidicas, obtidos geralmente de sementes (Pereira, 2006).

Eles podem possuir mais de sessenta componentes individuais (Senatore,
1996; Russo et al., 1998) e os principais podem constituir até 85% do 0leo,
considerando que 0s outros componentes sé estdo presentes como trago
(Senatore, 1996). Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos,
alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, éxidos,
peréxidos, furanos, acidos organicos, lactonas e cumarinas, até compostos com
enxofre (Simdes et al., 2004).

Dentre o0s varios 0leos essenciais destacam-se os condimentares. Zaika
(1988) cita que especiarias e ervas podem ser agrupadas de acordo com a sua
atividade antimicrobiana, sendo que a canela, cravo, mostarda e alho sdo
mencionados como fortes inibidores para uma variedade de microorganismos.
As propriedades inibitérias significativas também tém sido relatadas para o
cominho, orégano, alecrim, salvia, tomilho, dentre outras, como pode ser
observado, alguns exemplos com seus respectivos principais principios ativos,

no quadro abaixo:



Nome Familia Principais principios
popular Nome cientifico ativos
Alecrim Lantana microphylla-Martius | Verbenaceae | Linalool
Alho Allium sativum L. Liliaceae Alicina, ajoeno e inulina
Cinnamomum zeylanicum Aldeido cindmico,
Canela Lauraceae
Ness eugenol, felandreno
Cravo-da-
india Caryophillus aromaticus L. Mirtaceae Eugenol, cariofileno
Erva-doce | Pimpinella anisum Umbelliferae | Anetol
Manjericdo | Ocimum basilicun Lauraceae Linalool
Menta Mentha piperita Labiatae Mentol
Orégano Origanum vulgare L. Labiatae Carvacrol,timol
Tomilho Thymus vulgare L. Labiatae Timol, carvacrol, cimeno,

O mecanismo de acdo desses compostos sobre 0s microrganismos esta
relacionado a hidrofobicidade que permite quebrar os lipideos da membrana
celular e da mitocondria, alterando as estruturas e tornando-as mais permeaveis,
acarretando em vazamento de ions e outros conteidos celulares (Sikkema et al.,
1994; Carson et al., 2002; Ultee et al., 2002; Burt, 2004).

A composicdo do Oleo essencial de uma planta é determinada
geneticamente, sendo, geralmente, especifica para determinado Orgédo e
caracteristica do seu estidgio de desenvolvimento. Contudo, as condicdes
ambientais sdo capazes de causar variagbes, como a influéncia do ciclo
vegetativo, em que a concentracdo de cada um dos constituintes do 6leo pode
variar durante o desenvolvimento do vegetal. O ambiente no qual o vegetal se
desenvolve e o tipo de cultivo também influenciam a composicdo quimica dos
6leos essenciais (Willians & Stockley, 1998; Burt, 2004). Sua composicéo
também pode diferir entre as estacdes de colheitas e condi¢bes geogréficas
(Cosentino et al., 1999; Faleiro et al., 2002).




Os 6leos essenciais sdo volateis, sendo necessario seu armazenamento
em recipientes herméticos em auséncia de luz, para prevenir a ocorréncia de

mudancas em sua composicao.
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CAPITULO 1

Efeito in vitro e in vivo dos 6leos essenciais de condimentos sobre o
desenvolvimento micelial e esporulacdo de fungos em frutos de

morango (Fragaria ssp.)
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RESUMO

A atividade antifungica de 6leos essenciais de condimentos foi testada in
vitro e in vivo, sobre o desenvolvimento micelial e esporulacdo de fungos
que incidem na fase pos-colheita de frutos de morango. Foram testados in
vitro os 6leos essenciais, adicionados sobre o meio de cultura e sob a
tampa das placas de Petri, de alecrim (Lantana microphylla), alho (Allium
sativum), canela (Cinnamomum spp.), cravo-da-india (Caryophillus
aromaticus), erva-doce (Pimpinella anisum), manjericdo (Ocimum
basillium), menta (Mentha piperita), oréegano (Origanum vulgare) e
tomilho (Thymus vulgaris), nas concentragdes 500, 1000, 1500 e 2000 ug
ml™, exceto para o cravo-da-india em que se testaram as concentracoes
200, 400, 600, 800 ng ml™, além da testemunha e o alcool etilico. Nos
testes in vivo, o experimento foi realizado em frutos obtidos nos sistemas
de cultivo organico e convencional, sendo, os 0éleos essenciais
selecionados conforme sua eficiéncia in vitro, além do uso do fungicida
procimidone e o alcool etilico. Como cultura teste utilizou-se o fungo
Rhizopus stolonifer obtido de frutos de morango, adquiridos no mercado
local de Lavras, MG. Observou-se que 0s 6leos essenciais apresentaram
efeito inibitorio significativo sobre o desenvolvimento micelial e
esporulagéo in vitro e in vivo principalmente, quando adicionados sob a
tampa da placa de Petri, destacando-se os 0leos essenciais de erva-doce,
orégano e tomilho nas concentragdes 1500, 2000 e 2000 pg ml™,
respectivamente. Verifica-se, portanto, que 0s Oleos essenciais de
condimentos exercem acdo antifingica e podem ser aplicados no controle
de patdgenos que incidem sobre frutos de morango na fase pds-colheita.
TERMOS PARA  INDEXACAO: Atividade antimicrobiana,
Microrganismos, Conservantes naturais, Seguranca alimentar.
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ABSTRACT

Effect in vitro and in vivo of spices essential oils over the fungi
mycelial development and sporulation in strawberries fruits
(Fragaria spp.)

The antifungal activity of spices’s essential oils was tested in vitro and in
vivo, over the mycelial development and sporulation of fungi that occurs
in the posharvest phase of strawberries fruits. It was tested in vitro the
essential oils, over the culture means and under the Petri plate’s lid, of
rosemary (Lantana microphylla), garlic (allium sativum), cinnamon
(Cinnamomun spp.), clove (Caryophillus aromaticus), anise (Pimpinella
anisum), basil (Ocimum basillium), mint (Mentha piperita), oregano
(Origanum vulgare) and thyme (Thymus vulgaris) in 0, 500, 1000, 1500
and 2000 pg ml™ concentrations, except to the clove (Caryophillus
aromaticus) where was tested concentrations of 0, 200, 400, 600 and 800
Hg ml™, besides of witness and the ethil alcohol. In the in vivo test the
experiment was done in fruits obtained at organic and conventional
cultivations systems, being the essential oils selected according to its in
vivo efficiency, besides the use of fungicide procimidone and absolute
ethil alcohol. The test fungi culture was Rhizopus stolonifer, obtained
from strawberries fruits, collected in the local market of Lavras, Minas
Gerais state. It was observed that the essential oils present a significant
inhibitory effect over the mycelia development and sporutalion in vitro
and in vivo, mainly when added under the Petri plate’s lid, highlighting it
the anise, oregano and thyme essential oils in 1500, 2000, 2000 pg ml-1,
respectively. It was check, therefore, that spices’s essential oils exercise
antifungal action and can be applied in the pathogen control that occurs
over strawberries fruits in posharvest phase.

INDEX TERMS: Antimicrobial activity, Microorganism, Natural
preservatives, Food safety.
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INTRODUCAO

No cenario mundial da fruticultura, o cultivo de morango contribui com
uma producdo anual de cerca de 100 mil toneladas, com &rea ocupada de 3500
hectares. Minas Gerais contribui com 33,16% do total de morangos produzidos
no Brasil, enquanto S&o Paulo e Rio Grande do Sul sdo responsaveis, juntos, por
49,12% dessa producdo (Napoledo, 2007). Entretanto, doencas pds-colheita
afetam diretamente essa cultura e sdo favorecidas por injdrias mecanicas durante
tratos culturais, irrigacdo e colheita (Dias et al., 2005).

A reducdo das perdas pds-colheita na cadeia produtiva de frutas
representa um grande desafio, considerando que as frutas sdo 6rgdos que
apresentam alto teor de &gua e nutrientes e, mesmo apds a colheita até a
senescéncia, mantém varios processos bioldgicos em atividade, apresentando
desta forma maior predisposicdo a distrbios fisiol6gicos, danos mecanicos e
ocorréncia de podriddes. (Kader, 2002; Fortes & Couto, 2003; Tanaka et al.,
2002).

Apesar das excelentes caracteristicas sensoriais, 0 morango é um fruto
altamente perecivel e susceptivel a patdgenos causadores de doencas, (Dias et
al., 2005) sendo as deterioracdes causadas por Botrytis cinerea e Rhizopus
stolonifer as que causam perdas acentuadas em pés-colheita (Dias et al., 2007).

O uso de fungicidas é um dos métodos mais utilizados para controlar as
doengas de plantas. Entretanto, hd& uma grande limitagcdo sobre aspectos de
seguranca dos mesmos em funcdo dos possiveis efeitos carcinogénicos e
teratogénicos bem como, toxidade residual (Skandamis et. al., 2001; Eckert et
al., 1994; ). Soma-se a este fato, a preocupante realidade da progressiva selecdo
de cepas microbianas resistentes a antimicrobianos em todos os campos de

estudo da microbiologia induzido por utilizacdo abusiva desses compostos
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que levam ao surgimento do fenébmeno de resisténcia. (Teuber, 1999;
Andremont, 2001).

Plantas arométicas e condimentares tém sido tradicionalmente utilizadas
na medicina, bem como para aumentar a vida util dos alimentos, mostrando
inibicdo contra bactérias, fungos filamentosos e leveduras. Suas principais
propriedades sdo em conseqliéncia dos Oleos essenciais produzidos pelo
metabolismo secundario (Sartoratto et al., 2004; Nychas 1995; Araujo, 2005;
Reddy et al., 1998 & Schwan-Estrada et al., 2000).

Vérios estudos tém evidenciado que o0s principios ativos dos
condimentos localizam-se na fracéo 6leo essencial (Parry, 1962; Hitokoto et al.,
1980; Pruthi, 1980, Farag et al., 1989; Koketsu e Gongalves, 1991; Patkar et al.,
1993; Mahmoud, 1994)

Dessa forma, neste estudo, objetivou-se verificar a atividade antifingica
in vitro e in vivo de alguns Gleos essenciais obtidos de condimentos como
alecrim (Lantana microphylla), alho (Allium sativum), canela (Cinnamomum
spp.), cravo-da-india (Caryophillus aromaticus), erva-doce (Pimpinella anisum),
manjericdo (Ocimum basillium), menta (Mentha piperita), orégano (Origanum
vulgare) e tomilho (Thymus vulgaris) sobre o desenvolvimento micelial e
esporulacdo de fungos que incidem no estaddio pos-colheita em frutos de

morango.
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MATERIAL E METODOS

2.1 Ensaio dos Oleos essenciais de alecrim, alho, canela, erva-doce,
manjericdo, menta, orégano, tomilho sobre o desenvolvimento do fungo
Rhizopus stolonifer in vitro

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério do EcoCentro da
EPAMIG, localizado no municipio de Lavras, Minas Gerais.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente

casualizado com trés repeticbes em arranjo no esquema fatorial (8x4x2) + 2,
sendo oito 6leos essenciais de condimentos (alecrim, alho, canela, erva-doce,
manjericdo, menta, orégano e tomilho), quatro concentragdes (500, 1000, 1500,
2000 pg ml™) e dois métodos de adicdo dos 6leos essenciais de condimentos
(disco de papel de filtro contendo 6leo essencial de condimento adicionado
sobre o meio de cultura e sob a tampa da placa de Petri) mais dois tratamentos
adicionais, a testemunha e o &lcool etilico.

Os oleos essenciais de condimentos foram extraidos através da

hidrodestilacdo (Simdes e Spitzer, 2000) e diluidos em alcool etilico.

Como cultura de teste foi utilizada o fungo Rhizopus stolonifer isolado
de frutos de morango, adquiridos no comércio local de Lavras, MG, purificados
e identificados de acordo com Pitt & Hocking (1991).

O método utilizado foi o bioanalitico (Zaika, 1988), in vitro, observando
0 desenvolvimento ou inibicdo do fungo em diferentes concentracfes dos dleos
essenciais, usando o meio de cultura BDA (Batata-Dextrose Agar) adicionado de
cloranfenicol, apropriado para o desenvolvimento do fungo. Ao meio de cultura
autoclavado por 20 minutos a 120°C, apés o resfriamento, foi adicionado o

indculo fangico diluido para a concentracdo de 4,77 x 10* cél/cm® de esporos,
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obtido pelo método de filtragem da massa flngica por meio de gaze em agua

destilada estéril.

Posteriormente, o meio contendo o fungo foi vertido em placas de Petri
com 9 cm de diametro. Apo6s solidificacdo, discos de papel de filtro de 5 mm de
didmetro embebidos com 25 ul de 6leos essenciais de alecrim (Lantana
microphylla), alho (Allium sativum), canela (Cinnamomum spp.), erva-doce
(Pimpinella anisum), manjericdo (Ocimum basillium), menta (Mentha piperita),
orégano (Origanum vulgare) e tomilho (Thymus Vulgaris), nas concentracdes
500, 1000, 1500 e 2000 ug ml™ foram colocados sobre 0 meio de cultura e sob a
tampa da placa de Petri. Placas com meio de cultura sem adi¢do de 6leos
essenciais e discos de papel de filtro com alcool, adicionados sobre 0 meio de
cultura, foram utilizados como controle para certificar-se dos efeitos inibitérios
dos 0leos essenciais. Todos os procedimentos foram realizados sob condicdes
assépticas (capela de fluxo laminar mod. FL7752).

As placas foram vedadas hermeticamente e incubadas em camara de
crescimento — BOD (mod. 347CDG), com temperatura de 25°C, e fotoperiodo
de 12 horas, durante 7 dias.

Apo6s o sétimo dia de incubacgdo, avaliou-se o desenvolvimento micelial
e a esporulacdo. Para o desenvolvimento micelial adotou-se uma escala de notas,
a saber: 0 (ausente); 1 (baixo); 2 (médio); 3 (alto). Para a contagem do nimero

de esporos foi utilizada a Camara de Newbauer.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as variaveis
guantitativas significativas no teste F foram submetidas a analise de regressao e
as qualitativas ao teste de médias, comparadas pelo teste de Scott e Knott
(1974). Os dados foram analisados pelo programa estatistico, Sistema de Analise

de Variancia para Dados Balanceados - Sisvar, segundo Ferreira (2000).
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2.2 Ensaio do 6leo essencial de cravo-da-india sobre o desenvolvimento do
fungo Rhizopus stolonifer in vitro

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério do EcoCentro da
EPAMIG, localizado no municipio de Lavras, Minas Gerais.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com
trés repeticdes e seis tratamentos, sendo quatro concentracbes (200, 400, 600,

800 ng ml™), a testemunha e o alcool etilico como controle negativo.

A eficécia das diferentes concentragdes do 6leo essencial de cravo-da-
india foi avaliada por contraste com alcool e testemunha nos dois métodos
estudados de adicdo do 6leo (disco de papel de filtro contendo 6leo essencial do
condimento adicionado sobre 0 meio de cultura e sob a tampa da placa de Petri).

As etapas extracdo do 6leo essencial, isolamento e identificacdo do
fungo, procedimentos de instalacdo e avaliacdo do ensaio foram realizadas

conforme descrito no item 2.1.

2.3 Ensaio dos 6leos essenciais de condimentos sobre o desenvolvimento do
fungo Rhizopus stolonifer in vivo

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Fitopatologia do
Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural -
INCAPER-CRDR-CS, localizado em Domingos Martins, ES.

Avaliaram-se dois sistemas de cultivo de morango, o cultivo
convencional e o cultivo orgénico.

O delineamento experimental utilizado para o teste in vivo em cultivo
convencional foi inteiramente casualizado com trés repeticdes e nove
tratamentos (alho, canela, erva-doce, menta, orégano, tomilho, fungicida, alcool

etilico, testemunha).
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Ja para o cultivo organico o delineamento experimental foi o mesmo
utilizado para o cultivo convencional com excecdo do tratamento fungicida
quimico, totalizando oito tratamentos.

Os Oleos essenciais utilizados foram extraidos pelo método da
hidrodestilagéo (Sim&es & Sptizer, 2000) e diluidos em &lcool etilico.

A cultivar de morango Camarosa nos dois sistemas de cultivo foi
selecionada para o estudo.

Os frutos de morango sadios foram colhidos em caixas plasticas brancas
e devidamente limpas e transportados ao Laboratorio, onde foram selecionados e
distribuidos em bandejas de isopor, com oito frutos por bandeja. A cada bandeja
foram adicionados os 6leos essenciais de alho (2000 pg ml™), canela (1000 ug
ml™), erva-doce (1500 ug ml™), menta (2000 ug ml™), orégano (2000 pg ml™) e
tomilho (2000 pg ml™) selecionados previamente pela sua eficécia in vitro, o
fungicida quimico de marca comercial sialex 500 (no cultivo convencional) e
alcool etilico, todos em um volume de 2000 ul em chumagos de algodéo
colocados em tampas plasticas previamente esterilizadas sob radiacdo UV.

Bandejas sem adicdo de 6leos essenciais foram utilizadas como testemunha.

As bandejas foram embaladas com filme plastico PVC e armazenadas

sobre bancadas previamente higienizadas com alcool 70%.

Avaliou-se a incidéncia de fungos em frutos de morango, durante 5 dias
consecutivos, verificando-se o numero de frutos doentes por bandeja, os quais

foram convertidos em porcentagem.

Os dados foram analisados pelo programa estatistico, Sistema de Analise
de Variancia para Dados Balanceados - Sisvar, segundo Ferreira (2000) e as
varidveis significativas no teste F foram submetidas ao teste de regressdo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito dos dleos essenciais de alecrim, alho, canela, erva-doce,
manjericdo, menta, orégano e tomilho sobre o desenvolvimento do fungo

Rhizopus stolonifer sob condi¢es in vitro

A variavel desenvolvimento micelial do fungo Rhizopus stolonifer foi
influenciada pela interacdo Oleos essenciais versus concentracdo e 06leos
essenciais versus método de adicdo. J& para a esporulagédo observou-se interagdo
significativa entre 6leos essenciais, concentragdes e método de adigdo, indicando

a dependéncia entre esses fatores.

O contraste entre a média da testemunha e do &lcool e os demais
tratamentos apresentou diferenga significativa tanto para o desenvolvimento
micelial quanto para a esporulacdo, indicando que os tratamentos estudados

exerceram influéncia positiva sobre o controle do fungo.

Para o desenvolvimento micelial do fungo R. stolonifer verificou-se que
0 0leo essencial de orégano adicionado sobre o meio de cultura apresentou a
maior reducdo dessa variavel. J& quando os Oleos essenciais de condimentos
foram adicionados sob a tampa da placa de Petri observou-se, que os éleos de
tomilho, manjericio e alho apresentaram maior efeito na inibicdo do
desenvolvimento micelial quando comparado aos demais (Tabela 1). Tais
resultados concordam com aqueles obtidos por Viegas et al. (2005), em que 0s
6leos essenciais de alho e canela foram toxicos a dois isolados de fungos do
grupo Aspergillus flavus. Pereira et al., (2006) ao avaliar a inibicdo do
desenvolvimento micelial de Fusarium sp., Aspergilllus ochraceus, A. niger e A.
flavus através de Oleos essenciais de condimentos também verificaram que os
6leos essenciais de alecrim, cebola, manjericdo, menta e orégano inibiram o

desenvolvimento desses fungos.
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TABELA 1 Valores médios de notas do Desenvolvimento micelial do fungo
Rhizopus stolonifer isolado do morango, submetidos a diferentes
6leos essenciais de condimentos em dois métodos de adicdo do
6leo (adicionado sobre o meio de cultura e sob a tampa da placa

de Petri) *.
OLEOS ESSENCIAIS METODOS
Meio Tampa
Alecrim 2,25b 2,66b
Alho 2,33b 2,08a
Canela 2,16b 2,33b
Erva-doce 2,66¢ 2,33b
Manijericéo 2,16b 1,83a
Menta 2,91c 2,33b
Orégano 1,66a 2,25b
Tomilho 2,16b 1,66a

* Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott
Knott, a 5% de probabilidade. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Por outro lado, para a esporulacdo, observou-se que os 6leos essenciais
de condimentos apresentaram efeitos inibitérios diferenciados sobre o fungo,
conforme o0 método de adicdo empregado nas concentracdes testadas (Tabela 2).

O alho apresentou melhores resultados inibitérios quando o mesmo foi
adicionado sobre 0 meio de cultura, nas concentracdes 500, 1500 e 2000 pg mi™,
O tratamento com canela nas concentraces de 500 e 1000 pg ml™t ndo
apresentou diferenca entre os métodos de adigdo empregados, contudo nas
concentragdes de 1500 e 2000 ug ml™ verificou-se um maior efeito inibitorio da
esporulacdo quando o dleo essencial foi adicionado sob a tampa da placa de
Petri (Tabela 2).
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Ja os 6leos essenciais de menta e tomilho apresentaram maior reducédo
da esporulacdo quando colocados sob a tampa da placa de Petri nas
concentrages 500, 1500, 2000 pg ml* e 500, 1000 e 2000 pg mi™,
respectivamente (Tabela 2). Efeito antifingico semelhante foi relatado por
Reddy (1998) que considerou o 6leo essencial de tomilho um potencial volatil
como conservante antifingico para frutos de morango no que se refere aos
patégenos Botrytis cinerea e Rhizopus stolonifer

Para os demais 0Oleos essenciais verificou-se que o seu efeito sobre o
fungo Rhizopus stolonifer oscilou conforme os diferentes métodos de adi¢do dos
6leos empregados bem como, as concentracdes testadas.

De uma forma geral, os 6leos essenciais apresentaram maior reducéo da
esporulacdo do fungo quando adicionados sob a tampa da placa de Petri, exceto
0s 6leos essenciais de manjericdo e orégano que ndo tiveram sua acdo inibitoria

influenciada pelos métodos de adi¢&o utilizados.
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TABELA 2 Valores médios do nimero de esporos (cel/lcm®) do fungo Rhizopus stolonifer, isolado de morango,
submetidos a diferentes 6leos essenciais de condimentos, concentracdes e dois métodos de adicdo do dleo
(adicionado sobre 0 meio de cultura e sob a tampa da placa de Petri). *

) CONCENTRACOES (ug ml ™)
e oAl 500 1000 1500 2000

Meio Tampa Meio Tampa Meio Tampa Meio Tampa
Alecrim 18,85Ac | 18,86Ae | 23,42Ab | 22,57Ac | 20,69Bc | 4,05Ab | 24,94Bf | 14,65Ab
Alho 26,50Bd | 12,25Ac | 28,56Bc | 7,90Aa | 24,17Bc | 13,68Ac | 22,09Be | 5,89Aa
Canela 35,38Be | 6,16Ab | 22,92Bb | 3,29Aa | 13,78Ab | 11,48Ac | 0,00Aa 7,36Ba
Erva-doce 3,09Aa | 14,49Bd | 6,22Aa | 7,81Aa | 4,02Aa | 11,78Bc | 27,04Bf | 15,36Ab
Manjericéo 10,04Ab | 31,77Bf | 5,64Aa | 13,42Bb | 11,95Ab | 12,01Ac | 4,26Ab 4,79Aa
Menta 11,68Bb | 0,00Aa | 548Aa | 36,39Bb | 9,02Ba | 0,08Aa | 13,26Ac | 35,46Bc
Orégano 21,76Ac | 19,34Ae | 20,48Bb | 10,26Ab | 13,40Ab | 18,08Bd | 32.81Bg | 12,20Ab
Tomilho 19,74Bc | 5,21Ab | 26,74Bc | 5,06Aa 6,50Aa 5,02Ab | 17,32Bd | 5,28Aa

* Meédias seguidas pelas mesmas letras, mindsculas nas colunas e maitsculas nas linhas dentro da mesma concentracédo, ndo diferem
estatisticamente pelo teste Scott Knott, a 5% de probabilidade. UFLA, Lavras, MG, 2008.



Verificou-se, portanto, que os efeitos dos Oleos essenciais sobre o
desenvolvimento micelial e esporulacdo diferiram quando estes foram
adicionados ao disco de papel de filtro e colocados sobre o meio de cultura e sob
a tampa da placas de Petri.

Zaika (1988) relata que o método denominado, “Zona de inibicao”,
utilizado neste estudo tem a limitagdo de que seu efeito inibitério depende da
habilidade de difusdo do 6leo essencial através do meio agar. Estudo realizado
por Moleyar e Narasimham, (2006), mostra a capacidade de detoxificacdo dos
componentes dos dleos essenciais (mentol e citral) por Aspergillus niger e
Rhizopus stolonifer, em que tal comportamento pode se estender aos outros

microrganismos.

A interacdo entre as concentracdes testadas e 6leos essenciais foi
demonstrada pelas andlises de regressdo, cujos resultados encontram-se

representados no presente trabalho.

Com relacdo ao desenvolvimento micelial somente foi significativo para
0 0leo essencial de tomilho, verificando-se maxima esporulacdo na concentracao
de 1800 pg ml™. Este resultado propde a possibilidade de estudos com maiores

concentracOes deste 6leo essencial (Figura 1).

27



=
8 2
= 2
S 154 y = -1E-06%’ + 0,0036x - 0,0775 &
P R? = 0,6605
2 1
o]

05 1

0 T T 1
500 1000 1500 2000

Concentragdes (ug ml'l)

FIGURA 1 Efeito das concentracBes do 6leo essencial de tomilho sobre o
desenvolvimento micelial do fungo Rhizopus stolonifer. Lavras,
MG, 2008.

No desdobramento da interacdo das concentragfes dentro de oOleos
essenciais de condimentos e métodos de adicdo do dleo observou-se efeito

significativo de alguns 6leos essenciais para a esporulacéo.

Observa-se na Figura 2, para o efeito dos 6leos essenciais de
condimentos sobre o meio de cultura com o fungo que os condimentos alho,
canela, erva-doce, menta e tomilho, apresentaram indices de inibicdo da
esporulacdo variaveis de acordo com as concentracGes testadas.

Os resultados referentes de 6leos essenciais de alho e tomilho apesar de
apresentarem indices de correlacdo significativos com as concentragfes testadas,
demonstraram valores minimos de esporulagcdo na menor concentracao testada.
Ja a canela apresentou interferéncia direta na esporulagdo, pois quanto maior a
concentracdo do 6leo maiores valores de esporulacdo foram observados (Figura
2). Resultado semelhante foi observado por Chalfoun et al., (2004) que relatou

que este tipo de comportamento requer um estudo especifico por se tratar de
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varios fatores como: tipo de substrato, reacdo do fungo ao substrato e diferentes
tipos de compostos que podem interferir sobre 0 comportamento do fungo.

Para a menta, a inibicdo da esporulacdo de R. stolonifer, ocorreu a partir
da concentracdo de 1038 ug ml™. Resultados semelhantes foram alcancados por
Sartoratto et al., (2004) que avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro de
Oleos essenciais, dentre esses, a menta sobre bactérias deterioradoras de
alimentos e a levedura Candida albicans verificando a eficacia deste 6leo sobre
o desenvolvimento desses microrganismos. Por outro lado, o 6leo essencial de

erva-doce apresentou redugéo da esporulacdo no intervalo de 500 a 1179 ug ml™*
(Figura 2).
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FIGURA 2 Efeito das concentracfes dos 6leos essenciais de alho, canela, tomilho,
menta e erva-doce quando adicionados sobre 0 meio de cultura com o

fungo na esporulagdo do fungo Rhizopus stolonifer. Lavras, MG,
2008.
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Para o efeito de adicdo do 6leo essencial em papel de filtro colocado sob
a tampa das placas de Petri, verificou-se que o alho, canela, erva-doce, menta e
orégano apresentaram efeito inibitério significativo sobre a esporulacdo fungo
(Figura 3).

O 6leo essencial de alho apresentou efeito inibitério da esporulacéo de R.
stolonifer a partir da concentracdo de 961 pg ml™ até a concentracdo final
testada, sendo que resultado semelhante foi encontrado por Benkeblia (2004),
que verificou o controle dos fungos Aspergillus niger, Penicillium cyclopium e
Fusarium oxysporum pelo ao 6leo essencial de alho utilizado nas concentracdes
de 50, 100, 200, 300 e 500 ml/I (Figura 3).

O condimento canela foi eficiente na reducdo da esporulacdo no
intervalo de 500 a 1607 pg ml™, verificando-se a partir dessa concentrag&o, um
aumento na esporulacdo. JA o 6leo de erva-doce proporcionou uma reducdo
linear dessa variavel analisada (Figura 3).

Para os 6leos essenciais de menta e orégano verificou-se efeito
significativo sobre a esporulacéo do fungo a partir da concentracéo de 892ug ml°
e 1000 pg ml?, respectivamente até a concentracdo final testada. Um estudo
semelhante foi realizado por Shain et al., (2003), em que avaliaram a efetividade
do Oleo essencial de orégano sobre bactérias patogénicas de alimentos e
verificou-se que o dleo essencial de orégano inibiu a grande maioria das

bactérias, sendo que a CMI do 6leo oscilou entre 15,62 a 125 pg ml™ (Figura 3).

Pereira (2001) relata que o efeito inibidor da esporulacéo
aumenta a eficiéncia dos tratamentos, uma vez que, mesmo que o fungo
apresente um determinado grau de desenvolvimento micelial, a redugdo de sua

esporulacdo reduz o seu potencial de inoculo.
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FIGURA 3 Efeito das concentracdes dos 6leos essenciais de alho, canela, erva-
doce, orégano e menta quando adicionados sob a tampa das placas
de Petri na esporulacdo do fungo Rhizopus stolonifer. Lavras, MG,
2008.

3.2 Ensaio do dleo essencial de cravo-da-india sobre o desenvolvimento do
fungo Rhizopus stolonifer sob condigdes in vitro.

O oleo essencial de cravo-da-india conforme, varios relatos da literatura
(NUhez et al., 2001; Pereira 2001; Beniss et al., 2004; Amaral et al., 2005)
apresenta grande eficiéncia como um agente antimicrobiano, o que justifica o
uso de concentracOes inferiores aos demais e seu estudo separadamente.

A influéncia do OGleo essencial obtido do cravo-da-india no
desenvolvimento micelial e na esporulacdo, quando adicionado sobre 0 meio de

cultura e sob a tampa da placa de Petri, demonstrados pelo contraste de médias
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entre as concentracdes, testemunha e alcool sdo apresentados nas Figuras 4, 5, 6
e 7 respectivamente.

Na Figura 4, verifica-se que para o desenvolvimento micelial do fungo, o
6leo essencial de cravo-da-india, quando adicionado sobre o meio de cultura,
apresentou indice de inibicdo significativo ao ser comparado a testemunha e ao
controle negativo (alcool etilico), concordante como o relatado por Amaral &
Bara (2005), em que o dleo de cravo apresentou acdo fungicida nas
concentracfes de 0,1% a 0,5% sobre fungos fitopatogénicos de sementes de

arroz, soja, milho e feijao.

Ja para a esporulacdo, as concentragfes testadas do 6leo essencial de
cravo-da-india ndo diferiram significativamente da testemunha e do alcool
(Figura 5). Resultado semelhante foi relatado por Aradjo (2005), que verificou o
mesmo comportamento do 6leo essencial de cravo-da-india sobre a esporulacao

de Aspergillus ochraceus, Penicillium roqueforti e Rhizopus stolonifer.

O alcool apesar de ser um agente antimicrobiano ndo mostrou efeito
inibitério significativo ao ser comparado a testemunha, tanto para o

desenvolvimento micelial como para a esporulagao. (Figuras 4 e 5)
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FIGURA 4 Contraste das médias de controle do fungo Rhizopus stolonifer
expresso em média geral do desenvolvimento micelial quando
submetido ao tratamento com O6leo essencial de cravo-da-india

adicionado sobre o meio de cultura com o fungo. UFLA, Lavras,
MG, 2008.
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FIGURA 5 Contraste das médias de controle do fungo Rhizopus stolonifer
expresso em média geral de esporos quando submetido ao
tratamento com 6leo essencial de cravo-da-india adicionado sobre
0 meio de cultura com o fungo. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Na Figura 6, quando o 6leo essencial de cravo-da-india foi adicionado
sob a tampa da placa de Petri, observou-se que o desenvolvimento micelial ndo

diferiu quando comparado as diferentes concentracfes do 6leo de cravo-da-india
com a testemunha e o élcool.

Por outro lado, para a esporulacdo verificou-se que o 6leo essencial de
cravo-da-india apresentou efeito inibitério sobre a esporulagdo do fungo quando
comparado ao alcool etilico e a testemunha, exceto na concentracdo de 600 pg

ml™ na qual o cravo teve efeito equivalente ao do &lcool (Figura 7), concordando
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com resultado encontrado por Pereira (2001) que verificou o efeito antifingico

do cravo-da-india sobre a esporulacdo dos fungos Aspergillus niger, Rhizopus
sp., Eurotium repens e Penicillium spp.

Comparando-se a testemunha e o alcool etilico para a esporulacéo

verificou-se que o alcool apresentou efeitos antifingicos.
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FIGURA 6 Contraste das médias de controle do fungo Rhizopus stolonifer
expresso em média geral do desenvolvimento micelial quando
submetido ao tratamento com 6leo essencial de cravo-da-india

adicionado sob a tampa das placas de Petri. UFLA, Lavras, MG,
2008.

35



Esporulagéo

Esporulacao
o B B 8 &

20 a b b b b
5 b b a b
a
a a a
10 a a a
5
0
Qontrestes

Contrastes W
0 Alcool B8 Yl=cravo 200 g -1 * élcool B Testeruia B Yi=aav0 209 1 * test,
['Y2=cravo 400 pg mi-1* alcool O Y3=cravo 600 pg -1 * alcool 0Y2=cavo40g kL *test. 0 Y3=cravo 600pg i1 * test
B YA=cravo 800 g i-1* dlcool YA=oR08DLg L test
{0
b
<D
g
=) a
o
&
w 10
0
Testemunha Aloool
Qontrastes

FIGURA 7 Contraste das médias de controle do fungo Rhizopus stolonifer

expresso em média geral de esporos quando submetido ao
tratamento com d&leo essencial do condimento cravo-da-india
adicionado a tampa das placas de Petri. UFLA, Lavras, MG, 2008.

3.3 Efeito inibitdrio in vivo de 6leos essenciais de condimentos no controle
de fungos na fase pos-colheita de frutos de morango

Os o6leos essenciais dos condimentos alecrim, alho, canela, erva-doce,
menta, orégano e tomilho, selecionados com base nos resultados obtidos nos
testes in vitro do presente estudo, foram testados in vivo visando a conservagédo
pos-colheita de frutos de morango, cultivar Camarosa, obtidos em cultivo

organico e convencional, localizados no municipio de Domingos Martins, ES.
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As concentracBes dos condimentos foram selecionadas com base na CMI
(concentracdo minima inibitéria) para o desenvolvimento micelial e esporulacdo
de cada condimento, prevalecendo a maior dose necessaria para o controle dos
processos.

Embora nos estudos in vitro, os testes dos o6leos essenciais de
condimentos tenham sido efetuadas visando ao fungo R. stolonifer a segunda
etapa, in vivo, referiu-se ao efeito sobre o conjunto de fungos que ocorreram na
fase pés-colheita, uma vez que trabalhou-se com uma inoculagdo natural. Os
principais fungos observados, além do Rhizopus stolonifer foram o Botrytis
cinerea e Colletotrichum acutatum

No cultivo organico (Figura 8), observou-se que o efeito inibitério dos
6leos essenciais de condimentos ndo apresentou diferenca significativa ao longo
dos dias sobre a incidéncia de fungos nos frutos. Contudo, verifica-se que o

aumento da incidéncia de fungos foi proporcional ao aumento dos dias.
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FIGURA 8 Incidéncia de fungos em frutos de morango, obtidos do cultivo
organico no periodo pds-colheita. Domingos Martins, ES,
2008.
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Para o cultivo convencional observou-se que somente os 6leos
essenciais de alho, canela, erva-doce, menta, orégano, tomilho e o fungicida
quimico apresentaram efeito significativo sobre a incidéncia significativa ao
longo dos dias, resultados estes representados graficamente pelo teste da

regressdo (Figura 9).

Observa-se ao compararmos a testemunha com os condimentos que
houve um efeito inibitorio destes sobre a contaminacédo flngica, com excecéo da
canela. A erva-doce, o tomilho e o orégano foram os condimentos mais

eficientes, ap0s os cinco dias de avaliacéo.

Efeito similar dos tratamentos com 06leos essenciais de condimentos foi
obtido para o conservante quimico, resultado este observado por Amaral & Bara
(2005).

Os resultados demonstraram o efeito potencial do tratamento com 6leos
essenciais visando a prolongar a conservacdo pds-colheita dos frutos de
morango. No entanto, verificou-se que como o cultivo orgénico sofre restricbes
guanto ao uso de defensivos agricolas na fase pré-colheita, muitos dos
problemas pdés-colheita originam-se nesta fase, determinando o insucesso dos

tratamentos aplicados no estadio pds colheita.
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FIGURA 9 Evolucdo diaria da incidéncia de fungos em frutos de morangos
submetidos a tratamentos com Oleos essenciais de condimentos.
Domingos Martins, ES, 2008.
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CONCLUSOES

- Os testes in vitro demonstraram o potencial positivo dos 6leos essenciais de
condimentos sobre o desenvolvimento micelial e/ou esporulagcdo do fungo

Rhizopus stolonifer isolado de frutos de morango.

- O efeito da fracdo volatil dos Oleos essenciais de condimentos utilizado no
controle de fungos pds-colheita que incide sobre os frutos de morango foi eficaz

como medida de conservagdo dos frutos para o sistema convencional.

- Os Oleos essenciais dos condimentos erva-doce, orégano e tomilho, nas
concentragdes 1500, 2000 e 2000 ug ml™, respectivamente, destacaram-se tanto

nos testes in vitro quanto in vivo.
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CAPITULO 2

Efeito in vitro e in vivo de 6leos essenciais de condimentos sobre o
desenvolvimento de Colletotrichum gloesporioides em frutos de maméo

(Carica papaya L.)
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RESUMO

Conduziu-se este trabalho, com o objetivo de avaliar o efeito de 6leos essenciais
in vitro e in vivo, sobre o desenvolvimento de Colletotrichum gloesporioides,
isolado de frutos de mamédo (Carica papaya L.). Foram testados in vitro os
6leos, adicionados sobre 0 meio de cultura e sob tampa das placas de Petri, de
alecrim (Lantana microphylla), alho (Allium sativum), canela (Cinnamomum
spp.), erva-doce (Pimpinella anisum), manjericdo (Ocimum basillium), menta
(Mentha piperita), orégano (Origanum vulgare) e tomilho (Thymus Vulgaris),
nas concentracdes 500, 1000, 1500 e 2000 ng ml™. Para o cravo-da-india
(Caryophillus aromaticus) as concentracdes testadas foram 200, 400, 600, 800
ug ml?, além da testemunha e élcool etilico. Nos testes in vivo, os 6leos
essenciais foram selecionados conforme sua eficiéncia in vitro, além do uso do
fungicida triofanato metilico, alcool etilico e frutos tratados hidrotermicamente.
Observou-se que o0s 6leos essenciais apresentaram maior efeito inibitdrio sobre o
desenvolvimento micelial quando adicionados sobre o meio de cultura e para a
esporulacdo quando adicionados sob a tampa das placas de Petri, destacando-se
0 6leo essencial de menta na concentracio de 1500 ug ml™ nos testes in vitro e
in vivo. Com isto verifica-se que os 6leos essenciais exerceram a¢do antifingica
sobre este patdgeno.

TERMOS PARA INDEXAGCAO: Atividade antimicrobiana, fungos,
Conservantes naturais, Seguranca Alimentar.
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ABSTRACT

Effect in vitro and in vivo of essential oils over the Colletotrichum
gloesporioides development in papaya fruits (Carica papaya L.)

It was lead this work, the objective of evaluate the effect of essential oils in vitro
and in vivo, over the development of Colletotrichum gloeosporioides, isolated of
papaya (Carica papaya L.) fruits. It was tested in vitro the oils added over the
culture means and under the Petri plate’s lid, of rosemary (Lantana
microphylla), garlic (allium sativum), cinnamon (Cinnamomun spp.), anise
(Pimpinella anisum), basil (Ocimum basillium), mint (Mentha piperita), oregano
(Origanum vulgare) and thyme (Thymus vulgaris) in 500, 1000, 1500 and 2000
png ml-1 concentrations. To the clove (Caryophillus aromaticus) was tested
concentrations of 200, 400, 600 and 800 pg ml-1. In the in vivo test, the essential
oils were selected according to its in vitro efficiency, besides the use of the
fungicide methyl thiophanate, absolute ethil alcohol and hydrothermic treatment
of fruits. It was observed that the essential oils presented greater inhibitory effect
over the mycelia development when added over the culture means to the
sporulation when added under the Petri plate’s lid, highlighting it the mint
essential oils in concentration of 1500 pg ml-1 in tests in vitro and in vivo. With
this check it was verifical that the spices’s essential oils exercise antifungal
action over in the pathogen.

INDEX TERMS: Microbial activity, Fungi, Natural preservatives, Food safety.
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INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos maiores produtores mundiais de frutas, com uma
producdo que supera 0s 34 milhdes de toneladas e o maior produtor mundial de
mamdo (Cia & Benato, 2005), sendo cultivado em quase todo territorio
brasileiro, merecendo destaque os Estados da Bahia, Espirito Santo e Cearg,
responsaveis por cerca de 90% da producédo nacional (IBGE, 2008).

As doencas de plantas sdo responsaveis por grandes perdas nas culturas,
dentre as quais se destacam as doencas pos-colheita em frutifera na ordem de
30% dos produtos comercializados (Tavares, 2004).

O mamao é um fruto que se caracteriza por uma vida pds-colheita
relativamente curta, completando o seu amadurecimento em aproximadamente
uma semana sob condi¢des ambientais. No entanto, varios fatores de pré e pds-
colheita, como patégenos, podem reduzir a sua vida pds-colheita (Costa e
Balbino, 2002).

A antracnose do mamdo (Carica papaya L.), causada pelo fungo
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. é a principal doenca de
frutos pos-colheita , sendo considerada doenca de elevada importancia
econdmica no Brasil ( Serra & Silva, 2004).

Os sintomas da doenca caracterizam-se inicialmente por areas de
formato mais ou menos circulares e de coloragdo escura, surgindo nas frutas
manchas circulares de coloragcdo marrom, que aumentam de tamanho e tornam-
se deprimidas. Normalmente estas lesGes podem coalescer, formando grandes
manchas de formato irregular (Piccinin et al., 2005)

O uso de fungicidas é o método mais utilizado para controlar as doencas
de plantas. Entretanto, hd um grande debate sobre aspectos de seguranca dos
conservantes quimicos desde que sdo considerados responsaveis por muitos

atributos carcinogénicos e teratogénicos bem como, toxidade residual
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(Skandamis et al., 2001). Eckert et al. (1994), relata a inabilidade do controle de
doencas flungicas por fungicidas sintéticos em conseqiiéncia da selecdo de
linhagens de patdgenos tolerantes. Por essas razdes, a demanda por conservantes
naturais e socialmente mais aceitaveis tem sido intensificada (Skandamis, et al.,
2001).

Atualmente, uma das alternativas pesquisadas envolve o uso de extratos
vegetais, buscando explorar suas propriedades fungitéxicas (Wilson et al.,
1997). Plantas aromaticas e condimentares tém sido tradicionalmente utilizadas
na medicina, bem como para estender a vida util dos alimentos, mostrando
inibicdo contra bactérias, fungos e leveduras. Suas principais propriedades em
razdo dos dleos essenciais produzidos pelo metabolismo secundario. (Sartoratto
et al., 2004; Caccioni e Guizzardi, 1994; Burt, 2004; Schwan-Estrada et al.,
2000).

Compostos fendlicos presentes nos 0Gleos essenciais tém sido
reconhecidos por possuirem atividade antimicrobiana e alguns sdo classificados
como substancias que podem ser usadas para prevenir o crescimento pos-
colheita de bactérias nativas e contaminantes. Os compostos fenélicos dos 6leos
degradam a membrana celular, causando o aumento da permeabilidade e escape
de constituintes intracelulares vitais ou deficiéncia dos sistemas enzimaticos
bacterianos (Singh, et al., 2002).

Tendo em vista a propriedade inibitéria dos 6leos essenciais de plantas
sobre o desenvolvimento de patogénicos e a importdncia do fungo
Colletotrichum gloeosporioides como agente etiolégico de uma das principais
doencas do mamdo, neste estudo, objetivou-se verificar a atividade
antimicrobiana in vitro e in vivo de alguns Oleos essenciais como alecrim
(Lantana microphylla), alho (Allium sativum), canela (Cinnamomum spp.),
cravo-da-india (Caryophillus aromaticus), erva-doce (Pimpinella anisum),

manjericdo (Ocimum basillium), menta (Mentha piperita), orégano (Origanum
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vulgare) e tomilho (Thymus Vulgaris) sobre o desenvolvimento micelial e a

esporulacéo de Colletotrichum gloeosporioides em frutos de mamao.
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MATERIAL E METODOS

2.1 Ensaio dos Oleos essenciais de alecrim, alho, canela, erva-doce,
manjericdo, menta, orégano, tomilho sobre o desenvolvimento do fungo
Colletotrichum gloesporioides in vitro.

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério do EcoCentro da
EPAMIG, localizado no municipio de Lavras, Minas Gerais.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com
3 repeticdes em arranjo no esquema fatorial (8x4x2) + 2, sendo oito Gleos
essenciais de condimentos (alecrim, alho, canela, erva-doce, manjericdo, menta,
orégano e tomilho), quatro concentragdes (500, 1000, 1500, 2000 pug ml™) e dois
métodos de adicdo dos 6leos essenciais de condimentos (disco de papel de filtro
contendo 6leo essencial de condimento adicionado sobre o meio de cultura e
sob a tampa da placa de Petri) mais dois tratamentos adicionais, a testemunha e
0 élcool etilico.

Os oleos essenciais de condimentos foram extraidos através da

hidrodestilacdo (Simd&es & Spitzer, 2000) e diluidos em alcool etilico.

Como cultura de teste foi utilizada o fungo Colletotrichum
gloesporioides isolado de frutos de maméo, adquiridos no comércio local de

Lavras, MG, purificados e identificados de acordo com Pitt &Hocking (1991).

O método utilizado foi o bioanalitico (Zaika, 1988), in vitro, observando
0 desenvolvimento ou inibicdo do fungo em diferentes concentracfes dos dleos
essenciais, usando o meio de cultura BDA (Batata-Dextrose Agar) adicionado de
cloranfenicol, apropriado para o desenvolvimento do fungo. Ao meio de cultura
autoclavado por 20 minutos a 120°C, apds o resfriamento, foi adicionado o

inéculo fungico diluido para a concentracdo de 6,4 x 10* cél/cm® de esporos,
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obtido pelo método de filtragem da massa flngica por meio de gaze em agua

destilada.

Posteriormente, o meio contendo o fungo foi vertido em placas de Petri
com 9 cm de diametro. Apo6s solidificacdo, discos de papel de filtro de 5 mm de
didmetro embebidos com 25 ul de 6leos essenciais de alecrim (Lantana
microphylla), alho (Allium sativum), canela (Cinnamomum spp.), erva-doce
(Pimpinella anisum), manjericdo (Ocimum basillium), menta (Mentha piperita),
orégano (Origanum vulgare) e tomilho (Thymus Vulgaris), nas concentracdes
500, 1000, 1500 e 2000 ug ml™ foram colocados sobre 0 meio de cultura e sob a
tampa da placa de Petri. Placas com meio de cultura sem adi¢do de Oleos
essenciais e discos de papel de filtro com alcool adicionados sobre o meio de
cultura foram utilizados como controle para certificar-se dos efeitos inibitdrios
dos 0leos essenciais. Todos os procedimentos foram realizados sob condicdes
assépticas (capela de fluxo laminar mod. FL7752).

As placas foram vedadas hermeticamente e incubadas em camara de
crescimento — BOD (mod. 347CDG), com temperatura de 25°C, fotoperiodo de
12 horas, durante sete dias.

Apo6s o sétimo dia de incubacgdo, avaliou-se o desenvolvimento micelial

e a esporulagéo.

Para o desenvolvimento micelial adotou-se uma escala de notas, a saber:
0 (ausente); 1 (baixo); 2 (médio); 3 (alto). Para a contagem do nimero de

esporos foi utilizada a Camara de Newbauer.

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e as variaveis
quantitativas significativas no teste F foram submetidas a analise de regressao e
as qualitativas ao teste de médias, comparadas pelo teste de Scott e Knott
(1974). Os dados foram analisados pelo programa estatistico, Sistema de Andlise

de Variancia para Dados Balanceados - Sisvar, segundo Ferreira (2000).
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2.2 Ensaio do 6leo essencial de cravo-da-india sobre o desenvolvimento do
fungo Colletotrichum gloesporioides in vitro.

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério do EcoCentro da
EPAMIG, localizado no municipio de Lavras, Minas Gerais.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com
trés repeticdes e seis tratamentos, sendo quatro concentracbes (200, 400, 600,

800 pg ml™), a testemunha e o alcool como controle negativo.

A eficécia das diferentes concentragdes do 6leo essencial de cravo-da-
india foi avaliada por contraste com alcool e testemunha nos dois métodos
estudados de adicdo do 6leo (disco de papel de filtro contendo 6leo essencial do
condimento adicionado sobre 0 meio de cultura e sob a tampa da placa de Petri).

As etapas extracdo do 6leo essencial, isolamento e identificacdo do
fungo, procedimentos de instalacdo e avaliacdo do ensaio foram realizadas

conforme descrito no item 2.1.

2.3 Ensaio dos 6leos essenciais de condimentos sobre o desenvolvimento do
fungo Colletotrichum gloesporioides in vivo.

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fitopatologia do
Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural -
INCAPER-CRDR-CS, localizado em Domingos Martins, ES.

O delineamento experimental utilizado para o teste in vivo foi
inteiramente casualizado com trés repeticGes e dez tratamentos (alecrim, alho,
canela, manjericdo, menta, tomilho, fungicida quimico, tratamento hidrotérmico,
alcool etilico, testemunha).

A cultivar Golden em cultivo convencional, coletada no campo de
producdo da empresa Gaia, no municipio de Linhares, no estado do Espirito

Santo, foi selecionada para o estudo.
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Os frutos sadios foram colhidos em caixas plasticas brancas e limpas,
transportados ao Laboratério, onde foram selecionados e distribuidos em
bandejas de isopor, com um fruto por bandeja. A cada bandeja foram
adicionados os 6leos essenciais de alecrim (1500 pg ml™), alho (2000 pug ml™),
canela (2000 ug ml™), menta (1500ug mi™?), manjericdo (2000 pg ml™) e
tomilho (1000 pg ml™), selecionados previamente pela sua eficacia in vitro, o
fungicida (tiofanato metilico), frutos com tratamento hidrotérmico (48°-49% 20
minutos) e alcool etilico puro no volume de 2000 ul em chumacos de algoddo
colocados em tampas plasticas previamente esterilizadas. Bandejas sem adicéo
de bleos essenciais foram utilizadas como testemunha.

As bandejas foram embaladas com filme plastico PVC e armazenadas

sobre bancadas previamente higienizadas com alcool 70%.

A avaliacdo da severidade (% area lesionada/fruto) da doenca foi

realizada a cada dois dias, durante dez dias, totalizando cinco avaliacdes.

Os dados foram analisados pelo programa estatistico, Sistema de
Anaélise de Variancia para Dados Balanceados - Sisvar, segundo Ferreira (2000)

e as variaveis significativas no teste F foram submetidas ao teste de regresséo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito inibitorio de 6leos essenciais de alecrim, alho, canela, erva-doce,
manjericdo, menta, orégano e tomilho sobre o desenvolvimento micelial e

esporulacgédo do fungo Colletotrichum gloeosporioides in vitro

As variaveis desenvolvimento micelial e esporulagdo do fungo
Colletotrichum gloesporioides apresentaram interacdo significativa entre 6leos
essenciais, concentracBes e método de adicdo dos 6leos essenciais indicando

dependéncia entre esses fatores.

O contraste entre a média da testemunha e do &lcool e os demais
tratamentos apresentou diferenca significativa, tanto para o desenvolvimento
micelial quanto para a esporulacdo, indicando que os tratamentos estudados

exerceram influéncia positiva sobre o desenvolvimento do fungo.

Para o desenvolvimento micelial, observou-se que os 6leos essenciais de
erva-doce, manjericdo, menta apresentaram melhores resultados inibitérios
guando o mesmo foi adicionado sobre o meio de cultura, nas concentragdes 500,
1000 e 1500 pg ml™. Na concentracdo de 2000 ug ml™ observou-se que o 6leo
essencial de canela reduziu totalmente o desenvolvimento micelial do fungo
Colletotrichum gloesporioides (Tabela 1). Resultado semelhante foi verificado
por Wang et al., (2005) em que o dleo essencial de canela inibiu totalmente o
desenvolvimento de Coriolus versicolor, Lenzites betulina, Pycnoporus
coccineus, Trichaptum abietinum, Oligoporus lowe, Laetiporus sulphureus,
Antrodia taxa, Fomitopsis pinicola e Phaeolus schweinitzii, a partir da
concentracdo de 100 pg ml™.

Por outro lado, verificou-se que os 0leos essenciais de condimentos

quando adicionados sob a tampa da placa de Petri, testados nas concentracdes
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500, 1000, 1500 e 2000 pg ml™, apresentaram oscilacBes quanto ao efeito
inibitorio (Tabela 1).
De uma forma geral, os 6leos essenciais apresentaram maior reducéo da

esporulacdo do fungo quando adicionados sobre o meio de cultura.
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TABELA 1 Valores médios de notas do Desenvolvimento micelial do fungo Rhizopus stolonifer, isolado de morango,
submetidos a diferentes dleos essenciais de condimentos, concentracfes e dois métodos de adicdo do Gleo
(adicionado sobre o meio de cultura e sob a tampa da placa de Petri). *

CONCENTRACOES (ug ml )
500 1000 1500 2000

OLEOS Métodos de Adicdo | Métodos de Adicdo | Métodos de Adicdo | Métodos de Adicdo
ESSENCIAIS Meio Tampa Meio Tampa Meio Tampa Meio Tampa
Alecrim 2,33Ab 2,00Aa 2,66Ac 2,00Aa 3,00Bb 2,00Ab 3,00Bd 1,66Ab
Alho 2,00Ab 3,00Bb 2,00Ab 3,00Bb 2,00Aa 3,00Bc 2,00Ac 2,00Ab
Canela 3,00Bc 2,00Aa 3,00Bc 2,00Aa 1,66Aa 2,00Bb 0,00Aa 1,00Ba
Erva-doce 0,66Aa 3,00Bb 1,00Aa 2,33Ba 1,66Aa 3,00Bc 2,33Ac 3,00Ad
Manjericéo 1,00Aa 3,00Bb 1,00Aa 2,00Ba 1,33Aa 2,00Ab 1,00Ab 2,00Bb
Menta 1,00Aa 1,66Aa 1,00Aa 1,66Aa 1,00Aa 1,00Aa 1,33Ab 2,33Bc
Orégano 1,00Aa 3,00Bb 2,00Ab 2,66Bb 1,33Aa 3,00Bc 1,66Ac 3,00Bd
Tomilho 2,33Ab 2,00Aa 2,00Ab 2,33Aa 1,66Aa 2,00Ab 2,00Ac 2,00Ab

* Médias seguidas pelas mesmas letras, mindsculas nas colunas e maidsculas nas linhas dentro da mesma concentragdo, ndo diferem
estatisticamente pelo teste Scott Knott, a 5% de probabilidade. UFLA, Lavras, MG, 2008.




Para a esporulacdo do fungo Colletotrichum gloesporioides, a erva-doce
apresentou melhores resultados inibitérios quando foi adicionada sobre o meio
de cultura, nas concentracdes 500, 1000 e 1500 pug ml™. Para os 6leos essenciais
de manjericdo, menta e tomilho nas concentragdes 1000, 1000 e 1500,
respectivamente, observou-se 0 mesmo comportamento (Tabela 2). Resultados
semelhantes foram relatados por Pereira (2006), para o desenvolvimento
micelial de Aspergillus niger e Aspergillus flavus.

Vale ressaltar, que o Oleo essencial de canela inibiu totalmente a
esporulacdo do C. gloesporioides na concentracdo de 2000 pg ml* (Tabela 2).
Estudo realizado por Ranasinghe et al., (2002), verificou o efeito inibitério do
6leo essencial de canela sobre o desenvolvimento Lasiodiplodia theobromae,
Colletotrichum musae e Fusarium proliferatum, patégenos causadores de
doencas em frutos de banana.

J& o 6leo essencial de tomilho nas concentracdes de 1000 e 2000pg mi™
apresentou maior efeito inibitério quando adicionado sob a tampa da placa de
Petri, contudo na concentracdo de 1500 pg ml™ verificou-se este mesmo efeito
inibitorio da esporulacédo quando o 6leo essencial foi adicionado sobre o meio de
cultura. (Tabela 2). Efeito antifingico semelhante foi relatado por Reddy (1998)
que considerou o Oleo essencial de tomilho um potencial volatil como
conservante antiflngico para frutos de morango no que se refere aos patdégenos
Botrytis cinerea e Rhizopus stolonifer.

O mesmo efeito inibitdrio foi observado para os 6leos essenciais de alho
e tomilho nas concentragdes de 1000 e 2000 ug ml™ quando adicionados sob a
tampa da placa da Petri.

Para os demais 6leos essenciais verificou-se que o seu efeito inibitério
sobre o fungo oscilou conforme os diferentes métodos de adicdo dos Oleos

empregados, bem como as concentracgdes testadas.
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De uma forma geral, 0s 6leos essenciais apresentaram maior reducédo da

esporulacdo do fungo quando adicionados sob a tampa da placa de Petri.

63



¥9

TABELA 2 Valores médios do nimero de esporos (cel/cm®) do fungo Rhizopus stolonifer, isolado de morango,
submetidos a diferentes 6leos essenciais de condimentos, concentracdes e dois métodos de adi¢do do dleo
(adicionado sobre 0 meio de cultura e sob a tampa da placa de Petri). *

CONCENTRACOES (ug ml )
OLEOS 500 1000 1500 2000

ESSENCIAIS Meio Tampa Meio Tampa Meio Tampa Meio Tampa
Alecrim 18,85Ac | 18,86Ae | 23,42Ab | 22,57Ac | 20,69Bc 4,05Ab 24,94Bf | 14,65Ab
Alho 26,50Bd | 12,25Ac | 28,56Bc 7,90Aa 24,17Bc | 13,68Ac | 22,09Be 5,89Aa
Canela 35,38Be | 6,16Ab 22,92Bb 3,29Aa 13,78Ab | 11,48Ac 0,00Aa 7,36Ba
Erva-doce 3,09Aa | 14,49Bd | 6,22Aa 7,81Aa 4,02Aa | 11,78Bc | 27,04Bf | 15,36Ab
Manjericéo 10,04Ab | 31,77Bf 564Aa | 13,42Bb | 11,95Ab | 12,01Ac | 4,26Ab 4,79Aa
Menta 11,68Bb | 0,00Aa 548Aa | 36,39Bb | 9,02Ba 0,08Aa | 13,26Ac | 35,46Bc
Orégano 21,76Ac | 19,34Ae | 20,48Bb | 10,26Ab | 13,40Ab | 18,08Bd | 32.81Bg | 12,20Ab
Tomilho 19,74Bc | 5,21Ab 26,74Bc 5,06Aa 6,50Aa 5,02Ab 17,32Bd 5,28Aa

* Médias seguidas pelas mesmas letras, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas dentro da mesma concentragéo,
ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott Knott, a 5% de probabilidade. UFLA, Lavras, MG, 2008.




Verificou-se, portanto, que os efeitos dos Oleos essenciais sobre o
desenvolvimento micelial e esporulacdo diferiram quando foram adicionados ao
disco de papel de filtro e estes colocados em contato com o meio de cultura e
sob a tampa das placas de Petri. Resultado semelhante foi observado por Vilela
(2007) que avaliou 0 método de adicdo do 6leo essencial de Eucalyptus globulus
sobre espécies produtoras de aflatoxinas e verificou que o método de adigdo do
6leo sob a tampa da placa de Petri foi mais eficaz do que adicionado sobre o

meio de cultura.

Zaika (1988) relata que o método denominado, “Zona de inibicdo”,
utilizado neste estudo tem a limitacdo de que seu efeito inibitério depende da
habilidade de difusdo do 6leo essencial pelo meio agar. Estudo realizado por
Moleyar. e Narasimham, (2006), mostra a capacidade de detoxificacdo dos
componentes dos 6leos essenciais (mentol e citral) por Aspergillus niger e
Rhizopus stolonifer, e tal comportamento pode se estender aos outros

microrganismos.

A interacdo entre as concentracdes testadas, os Oleos essenciais e
métodos de adicdo dos 6leos essenciais estudados foi demonstrada pelas analises

de regresséo, cujos resultados encontram-se representados no presente trabalho.

Observa-se nas Figuras 1 e 2, para o efeito dos 6leos essenciais de
condimentos adicionados sobre o meio de cultura com o fungo que os
condimentos canela, erva-doce e orégano, apresentaram indices de inibicdo
variaveis de acordo com as concentragdes testadas.

Com relacdo ao desenvolvimento micelial observou-se que o 0leo
essencial de canela reduziu esta variavel a partir da concentracdo de 525 pug ml™
até a concentracdo final testada. JA o condimento erva-doce apresentou um
aumento do desenvolvimento micelial do fungo proporcional a0 aumento das

concentra¢fes (Figura 1).
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Para a esporulagdo, verificou-se que os 6leos essenciais de alho e canela
apresentaram uma reducéo linear, proporcional ao aumento das concentracGes
testadas. Resultados semelhantes foram observados por Benkeblia (2004), que
verificou a susceptibilidade dos fungos Aspergillus niger, Penicillium cyclopium
e Fusarium oxysporum frente ao Oleo essencial de alho utilizado nas
concentragfes de 50, 100, 200, 300 e 500 ml/I (Figura 2).

J& os dleos essenciais de erva-doce, menta e orégano apresentaram um
6timo indice de inibicdo até a concentracdo de 895, 1220 e 1162 ug ml™,
respectivamente, verificando-se um aumento da esporulagdo com o aumento da
concentracdo (Figura 2).
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FIGURA 1 Efeito das concentracBes dos 6leos essenciais de canela e erva-doce
quando adicionados sobre o meio de cultura com o fungo no
desenvolvimento micelial do fungo Colletotrichum gloesporioides.
Lavras, MG, 2008.
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FIGURA 2 Efeito das concentracfes dos 6leos essenciais de canela, erva-doce,
menta, orégano e alho quando adicionados sobre 0 meio de cultura
com o fungo na esporulagdo do fungo Colletotrichum gloesporioides.
Lavras, MG, 2008.

Para o efeito do 6leo essencial de condimento adicionado sob a tampa
das placas de Petri, verificou-se que o alho, canela, manjericio e menta
apresentaram efeito inibitorio significativo sobre o desenvolvimento micelial e
0s Oleos essenciais de manjericdo e erva-doce sobre a esporulacdo do fungo,

respectivamente (Figuras 3 e 4).

Os oleos essenciais de canela e alho apresentaram efeito inibitério do
desenvolvimento micelial de C. gloesporioides a partir da concentracdo de 950
pg mit até a concentragdo final testada. Para o manjericio e a menta
observaram-se comportamentos equivalentes, sendo que a inibicdo do

crescimento micelial ocorreu no intervalo de 500 a 1550 pg ml™?, verificando-se
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a partir dessa concentragdo um aumento (Figura 3). Resultados semelhantes
foram obtidos por Sartoratto et. al., (2004), ao verificarem a atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais de condimentos, dentre esses, 0os 6leos
essenciais de manjericdo e menta sobre espécies bacterianas patogénicas de

alimentos e a levedura Candida albicans.

Para a esporulacéo, verificou-se que o 6leo essencial de manjericdo teve
efeito inibitorio proporcional ao aumento das concentragfes. JA o condimento
erva-doce apresentou reducdo da esporulacdo até a concentracdo de 1215 ug ml°

1, sendo observado apds esta dose um aumento da esporulagéo do fungo (Figura
4).
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FIGURA 3 Efeito das concentracfes dos dleos essenciais de alho, canela,
manjericdo e menta quando adicionados sob a tampa da placa de
Petri com o fungo no desenvolvimento micelial do fungo
Colletotrichum gloesporioides. Lavras, MG, 2008.
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FIGURA 4 Efeito das concentracfes dos 0leos essenciais de erva-doce e
manjericdo quando adicionados sob a tampa da placa de Petri
com o fungo na esporulacio do fungo Colletotrichum
gloesporioides. Lavras, MG, 2008.

3.2 Ensaio do 6leo essencial de cravo-da-india sobre o desenvolvimento do

fungo Colletotrichum gloesporioides sob condigdes in vitro.

O 6leo essencial de cravo-da-india, conforme varios relatos da literatura
(Aradjo 2005; Moreira et al., 2005; Pereira 2006; Pawar & Thaker, 2006),
apresenta grande eficiéncia como um agente antimicrobiano, o que justifica o
uso de concentrages inferiores aos demais e seu estudo separadamente.

Os resultados para o desenvolvimento micelial nos tratamentos com
6leo essencial obtido do cravo-da-india, alcool e testemunha, demonstrados pelo
contraste de médias quando o disco de papel filtro foi adicionado ao meio de
cultura com o fungo e sob tampa da placa de Petri estdo apresentados nas
Figuras 5, 6, 7 e 8, respectivamente.

Nas figuras 5 e 6, verificou-se que as diferentes concentracfes do 6leo
de cravo-da-india testadas ndo foram efetivas na reducdo do desenvolvimento
micelial, apresentando valores significativamente maiores quando comparados a

testemunha e ao controle negativo. Provavelmente as concentraces testadas
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foram ineficientes para inibir o desenvolvimento micelial do fungo
Colletotrichum gloesporioides.

Para a esporulacdo verifica-se que o condimento cravo-da-india inibiu

significativamente ao ser comparado a testemunha e ao alcool nas concentracdes

de 400 e 600 pg ml™, ndo apresentando o mesmo efeito para as outras
concentragoes testadas.

O alcool apesar de ser um agente antimicrobiano ndo mostrou efeito
inibitorio significativo ao ser comparado a testemunha.
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FIGURA 5 Contraste das médias de controle do fungo Colletotrichum
gloesporioides expresso em média geral do desenvolvimento
micelial quando submetidos aos tratamentos com 6leo essencial de

cravo-da-india adicionado sobre o meio de cultura com o fungo.
UFLA, Lavras, MG, 2008.

70



=N W
o o & 38
(=

Esporulacdo

o

Y4
Contrastes

0 Alcool 8 Y1= cravo 200 pg mi-1* alcoo
8 Y2=cravo 400 pg ml-1* &lcool 3 Y3= cravo 600 pg ml-1* &lcoo
B Y= cravo 800 pg ml-1* &lcool

Y3
Contrastes
W Testemunha & Y1=cravo 200 pg ml-1* test.

B8 Y2= cravo 400 pg mi-1 * test. 1 Y3=cravo 600 g ml-1 * test,
8 Y4=cravo 800 ug ml-1* test.

Y4

Y1

Esporulacdo

Testemunha

Alcool

Contrastes

FIGURA 6 Contraste das médias

de controle do fungo Colletotrichum

gloesporioides expresso em média geral de esporos quando

submetidos ao tratamento com 6leo essencial de cravo-da-india
adicionado sobre o meio de cultura com o fungo. UFLA, Lavras,

MG, 2008.

Na Figura 7, observa-se que para o desenvolvimento micelial, o dleo de

cravo-da-india apresentou resultado equivalente ao da testemunha e ao controle

negativo (alcool etilico), concordante

Araljo (2005). Ao compararmos o alcool e a testemunha observou-se 0 mesmo

resultado obtido para o desenvolvimento micelial quando o dleo foi adicionado

em contato com o meio de cultura.

com resultados semelhantes obtidos por
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Para a esporulagdo do fungo C. gloesporioides, o 6leo essencial do
condimento cravo-da-india apresentou efeito significativo em relacdo ao
controle negativo (alcool etilico puro), observando-se maior indice de
esporulagdo na concentracdo de 800 pg ml™. J4 ao compararmos a testemunha,
verifica-se que o 6leo essencial de cravo-da-india teve efeito significativo na

reducdo da esporulacéo do fungo nas concentragdes de 200, 400 e 600 pug ml™.

Ao compararmos a testemunha e o alcool etilico puro para a esporulacéo

verifica-se que o alcool apresentou efeitos antiflngicos.
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FIGURA 7 Contraste das médias de controle do fungo Colletotrichum
gloesporioides expresso em média geral do desenvolvimento
micelial quando submetidos ao tratamento com 6leo essencial de

cravo-da-india adicionado sob a tampa das placas de Petri.
UFLA, Lavras, MG, 2008.
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FIGURA 8 Contraste das médias de controle do fungo Colletotrichum

gloesporioides expresso em média geral de esporos quando
submetidos ao tratamento com o6leo essencial de cravo-da-india

adicionado sob a tampa das placas de Petri. UFLA, Lavras, MG,
2008.

Apesar dos resultados para o condimento cravo-da-india néo ter sido o
esperado verifica-se que o Oleo essencial desse condimento representa um
grande potencial como conservante natural, visto que seu principal componente
quimico é o eugenol, um composto fendlico volatil presente em 90% nas folhas
da planta e em 70-85% do dleo essencial (Brown & Morra 1995, Brown et al.
1991). Deve-se considerar ainda que trabalhos mostraram que eugenol ou
extratos de S. aromaticum apresentam atividade nematicida (Tsao & Yu 2000,
Walker & Melin 1996), inseticida (EI-Hag et al., 1999), antiviral (Yukawa et al.,
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1996), bactericida (Dorman e Deans 2000, Nascimento et al. 2000, Ouattara et
al., 1997) e fungicida (Delespaul et al., 2000).

3.3 Efeito inibitorio de Oleos essenciais de condimentos no controle de
fungos na fase pds-colheita de frutos de maméo

Os 6leos essenciais dos condimentos alecrim, alho, canela, manjericéo,
menta e tomilho, selecionados com base nos resultados obtidos nos testes in
vitro do presente estudo, o fungicida quimico tiofanato metilico, alcool etilico e
mamdes sob tratamento hidrotérmico foram testados in vivo visando a
conservagdo pds-colheita de frutos de mamdo, cultivar Golden, obtidos em
cultivo convencional, localizados no municipio Linhares, ES.

Ao compararmos a testemunha com os condimentos verifica-se que
houve um efeito inibitério destes sobre a contaminacdo fungica, sendo que os
condimentos manjericdo, menta e tomilho foram mais eficientes.

As concentragdes dos condimentos foram selecionadas com base na
CMI (Concentracdo Minima Inibitéria) para o desenvolvimento micelial e
esporulagdo de cada condimento, prevalecendo a menor dose necessaria para o
controle dos processos.

Observou-se ainda que os 0leos essenciais de alecrim, alho, canela,
menta, manjericdo e tomilho apresentaram severidade crescente ao longo dos
dias, resultados estes representados graficamente pelo teste da regressdo (Figura
9).

A eficiéncia relativamente baixa dos tratamentos com 6leos essenciais
no controle da antracnose do mamédo na fase pds-colheita justifica-se uma vez
que o fungo agente causal da doenca, Colletotrichum gloeosporioides, pode
infectar os frutos em etapas anteriores do cultivo, instalando-se na camada sub-
cuticular, concordante com relatos de Dickman & Alvarez (1983), e pelo efeito

fungicida superficial dos dleos essenciais.
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FIGURA 9 Severidade do fungo Colletotrichum gloesporioides em mamao
sob o efeito de 6leos essenciais de tomilho, menta, alecrim, alho,
canela e manjericdo. Domingos Martins, 2008.

Apesar dos frutos testados com o fungicida tiofanato metilico e tratados
hidrotermicamente ndo apresentarem diferencas significativas em relacdo a
severidade e 0 nimero de dias deve-se ressaltar, que os dois tratamentos tiveram
elevado efeito inibitério sobre o fungo Colletotrichum gloeosporioides do
mamdo. Estudo realizado por Tavares & Souza (2005), apresentou resultado
contrario ao uso do fungicida tiofanato metilico sobre o controle micelial e
germinacdo de esporos do fungo Colletotrichum gloeosporioides do maméo.
Para o tratamento hidrotérmico resultados semelhantes foram encontrados por
Lima et al., 2007; Dias et al., 2005).
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CONCLUSOES

- Os testes in vitro demonstraram o potencial positivo dos 0leos essenciais de
condimentos sobre o desenvolvimento micelial do fungo Colletotrichum
gloesporioides isolado de frutos de morango principalmente, quando
adicionados sobre o meio de cultura. Por outro lado, para a esporulacdo este
mesmo comportamento foi verificado, quando os dleos foram adicionados sob a
tampa das placas de Petri.

- O efeito da fracdo volatil dos 6leos essenciais de condimentos utilizado no
controle de fungos pos-colheita que incide sobre os frutos de maméo foi eficaz
como medida de conservagdo dos frutos para o sistema convencional.

- O dbleo essencial de menta, na concentragdo de 1500 pug ml'1, destacou-se tanto

nos testes in vitro quanto in vivo.
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