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RESUMO

A nogueira Peca (Carya illinoensis) ¢ uma frutifera de clima temperado originaria da América
do norte e central, crescendo em area de cultivo no Brasil principalmente na regido sul do pais.
Apesar da espécie mostrar boa adaptacdo as condigdes edafoclimaticas, estas também
propiciam o surgimento de fungos fitopatogénicos. Na pds-colheita, as nozes sdo expostas a
alteragdes fisiologicas causadas principalmente por doengas fungicas que dependem de
tecnologias para a armazenagem apropriada, para manter a qualidade das nozes, como o
controle de umidade e de temperatura, sendo um desafio para pequenos e médios produtores.
Com a crescente demanda por produtos menos toxicos, vém aumentando o uso de plantas
medicinais com potenciais fungitoxicos a fim de se desenvolver alternativas para o controle de
doengas. Assim, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar o uso dos 6leos essenciais (OEs) de Laurus
nobilis e de Rosmarinus officinalis no controle de fungos em nozes durante a armazenagem. Os
oleos essenciais utilizados foram obtidos por hidrodestilagdo em extrator Clevenger. Foram
isoladas 4 espécies fungicas de interesse presentes em um lote de nozes Peca da regido de Santa
Catarina, sendo Pestalotiopsis sp., Cladosporium sp., Aspergillus sp. e Penicillium sp. Os 6leos
essenciais foram testados por incorporacdo em meio de cultura BDA in vitro em diferentes
concentragdes para o controle de cada fungo, sendo 0, 200, 500 ¢ 1000 ppm para as espécies
Pestalotiopsis sp. e Cladosporium sp; 0,200, 750 e 1000 ppm para Aspergillus sp. e Penicillium
sp. Ensaios também foram realizados por volatilizagdo dos 6leos puros in vitro, utilizando
aliquotas de OE de alecrim de 0, 100, 140 e 180 pL para o fungo Pestalotiopsis sp. e 0, 50 e
100 pL para as demais espécies. O OE de louro foi testado em aliquotas de 0, 40, 80 ¢ 100 pL
para Pestalotiopsis sp.; 0, 40, 80 e 100 pL para Cladosporium sp. € 0, 50 e 100 pL para as
demais. Apos o encerramento de todos os ensaios, foi realizada a contagem de conidios
produzidos com o auxilio de cAmara de Neubauer. Trés diferentes formas de aplica¢do dos OEs
foram testadas diretamente nas nozes e realizada a contagem didria de colonias fungicas
desenvolvidas nas nozes, sendo por imersao, pulverizacao e volatilizagdo. O teor de umidade
das nozes e o volume de solugdo utilizado foi determinado antes e apds os tratamentos. O
rendimento de OE para ambos os 6leos foi de aproximadamente 1,8%. A porcentagem de
inibicao de crescimento para todos os fungos foi mais alta com a incorporacao de 1000 ppm
dos OEs. Houve 100% de inibicdo dos fungos com aliquotas de 140 pL para Pestalotiopsis,
50 pL de OE de louro para Cladosporium e 50 pL de ambos os OE para os demais. Os métodos
de aplicagdo demonstraram grande variagcdo no numero de coldnias, sendo imersao o mais
eficiente com inibi¢ao de 36,8%, porém com maior consumo de OE e teor de umidade final nas
nozes de 11,7%. Os resultados encontrados entre os tratamentos e formas de aplicagdo dos 6leos
foram significativos, mostrando potencial na érea.

Palavras-chave: Carya illinoensis. Oleos essenciais. Fungos de pos-colheita.



ABSTRACT

The Pecan tree (Carya illinoensis) is a temperate climate fruit tree native to North and Central
America, growing in cultivated areas in Brazil, mainly in the southern region of the country.
Despite the species showing good adaptation to edaphoclimatic conditions, these conditions
also promote the emergence of phytopathogenic fungi. In post-harvest, the nuts are exposed to
physiological changes mainly caused by fungal diseases that depend on technologies for proper
storage to maintain nut quality, such as moisture and temperature control, posing a challenge
for small and medium-sized producers. With the growing demand for less toxic products, the
use of medicinal plants with fungitoxic potential has been increasing to develop alternatives for
disease control. Thus, the objective of this study is to evaluate the use of essential oils from
Laurus nobilis and Rosmarinus officinalis in controlling fungi in nuts during storage. The
essential oils used were obtained by hydrodistillation in a Clevenger extractor. Four fungal
species of interest were isolated from a batch of Pecan nuts from the Santa Catarina region,
including Pestalotiopsis sp., Cladosporium sp., Aspergillus sp., and Penicillium sp. The
essential oils were tested by incorporation into in vitro PDA culture medium at different
concentrations for the control of each fungus, with 0, 200, 500, and 1000 ppm for Pestalotiopsis
sp. and Cladosporium sp.; 0, 200, 750, and 1000 ppm for Aspergillus sp. and Penicillium sp.
Tests were also conducted by volatilization of pure oils in vitro, using aliquots of rosemary
essential oil ranging from 0, 100, 140 to 180 pL for Pestalotiopsis sp. and 0, 50, and 100 pL
for the other species. Bay laurel essential oil was tested in aliquots of 0, 40, 80, and 100 pL for
Pestalotiopsis sp.; 0, 40, 80, and 100 uL for Cladosporium sp., and 0, 50, and 100 uL for the
others. After completing all the tests, conidia count was performed using a Neubauer chamber.
Three different application methods of essential oils were tested directly on the nuts, and daily
counting of fungal colonies developed on the nuts was conducted, including immersion,
spraying, and volatilization. The moisture content of the nuts and the volume of solution used
were determined before and after the treatments. The yield of essential oil for both oils was
approximately 1.8%. The percentage of growth inhibition for all fungi was highest with the
incorporation of 1000 ppm of essential oils. There was 100% inhibition of fungi with aliquots
of 140 pL for Pestalotiopsis, 50 pL of bay laurel essential oil for Cladosporium, and 50 pL of
both essential oils for the others. The application methods showed significant variation in the
number of colonies, with immersion being the most efficient with a 36.8% inhibition, but with
higher consumption of essential oil and a final moisture content in the nuts of 11.7%. The results
between treatments and application methods of oils were significant, demonstrating potential
in the field.

Keywords: Carya illinoensis. Essential oils. Post-harvest fungi.
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1 INTRODUCAO

A nogueira-Peca (Carya illinoinensis (Wangenh.)K. Koch) ¢ uma arvore frutifera de
clima temperado originaria dos Estados Unidos e da regidao do México, pertencente a familia
botanica Juglandaceae. O cultivo de pomares desta espécie no Brasil estd localizado
principalmente nos trés estados da regido sul. A madeira da nogueira pode ser utilizada na
marcenaria € sua casca na confeccao de materiais madeireiros compensados, mas o principal
objetivo do cultivo no pais esta na producao de nozes, que possuem elevado valor no mercado
nacional e internacional, podendo chegar a até 190 reais o quilo (DE MARCO; LIMA;
MARTINS, 2018; TERABE; MARTINS; HOMECHIN, 2008).

No Brasil, a pecanicultura vém sendo desestimulada por conta da falta de pesquisas
em relagdo a implantagcdo e manejo da espécie, principalmente nas condi¢des edafoclimaticas
do pais que diferem significativamente das condi¢des do Estados Unidos, principal produtor
mundial de nozes. Um dos problemas mais urgentes estd no ataque de patdogenos, em especial
dos fungos fitopatogénicos, facilitado pelo clima frio e imido das regides de cultivo (RIBEIRO;
BOTH; WAGNER, 2020).

As principais doengas flngicas que acometem a espécie sdo a sarna (Venturia effusa),
a antracnose (Glomerella cingulada), fumagina (Capnodium sp.) e a mancha de pestalotia
(Pestalotiopsis sp.). Todas elas sdo capazes de diminuir e até inviabilizar a produgdo de nozes
quando mal manejada. Apesar do ataque recorrente por fungos a espécie, segundo a plataforma
de registros de produtos quimicos Agrofit (2023), apenas quatro fungicidas se encontram
registrados para a cultura, principalmente para o controle da antracnose causada pelo fungo
Colletotrichum gloeosporioides (G. cingulada) e bactérias. Outro desafio produtivo estd na pds-
colheita, uma vez que a espécie vem sendo indicada para a diversificacdo produtiva para
pequenos e médios produtores e seu armazenamento exige cuidados tecnologicos a fim de
garantir sua qualidade e comercializagdo (MARTINS, 2019; PANAGOU et al., 2005).

Na pos-colheita e no armazenamento, as nozes ficam expostas a condi¢des que podem
causar alteracdes fisiologicas resultando na deterioracdo destas. Dentre os principais fatores,
estd a ocorréncia de fungos, especialmente dos géneros Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium, Fusarium e Alternaria. Para que o controle da qualidade durante a estocagem
seja eficiente, ¢ necessario que haja o armazenamento em ambiente com umidade relativa

inferior a 65%, com as nozes em umidade inferior a 7% e temperatura abaixo de 21°C. A
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colheita das nozes se estende entre os meses de abril a junho (TERABE; MARTINS;
HOMECHIN, 2008; BONINE, 2020).

O ambiente controlado se torna um desafio para o pequeno ¢ médio produtor que nao
tem acesso a tecnologia especifica ou que tem sua propriedade afastada de locais propicios ao
armazenamento. Ja foram testados diversos métodos e produtos voltados para o auxilio na
preservacao de nozes na pds-colheita, mas o desafio esta em se encontrar métodos que possam
ser aplicados em diferentes realidades nas quais se encontram os produtores (DE MARCO;
LIMA; MARTINS, 2018).

Oleos essenciais sdo compostos metabolitos secundarios produzidos naturalmente
pelas plantas para diferentes fins, dentre eles para a defesa contra o ataque de fitopatdégenos, os
quais vém sendo testados no controle de doencas de pos-colheita para diferentes culturas e
produtos. Sdo compostos quimicos complexos, geralmente aromaticos e volateis, formados por
diferentes combinagdes de monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides. Por conta destas
caracteristicas, a grande maioria apresenta a¢des bioldgicas como fungicidas, bactericidas,
antivirais, inseticidas, dentre outros (MORAIS, 2009; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013).

O uso de 6leos essenciais e suas propriedades fungitoxicas vém sendo cada mais
visado no pais por conta da sua baixa toxicidade, maior degradabilidade e aceitacdo do publico
consumidor. Os 6leos de louro (L. nobilis) e de alecrim (R. officinalis) ja mostraram potencial
no controle de fungos dos géneros Colletotrichum, Alternaria e Fusarium, também encontrados
nas nozes Peca (PORTE; GODOY, 2001; SANTOS, 2018; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013)

Espera-se por meio deste trabalho analisar o potencial de 6leos essenciais no controle
de fungos que acometem a noz Pecd na pos-colheita, além de diferentes formas de aplicagdao

destes, para futuramente auxiliar os produtores durante o armazenamento e a comercializagao.
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1.1  OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo Geral

Avaliar o potencial fungitdxico in vitro dos 6leos essenciais de alecrim (R. officinalis)
e louro (L. nobilis) no controle de quatro dos principais fungos que afetam as nozes Peca na
pos-colheita e durante o armazenamento, sendo estes o Pestalotiopsis sp., Cladosporium sp.,

Aspergillus sp. e Penicillium sp.

1.1.2  Objetivos Especificos

- Extrair e verificar o rendimento dos o6leos essenciais de alecrim (Rosmarinus
officinalis) e louro (Laurus nobilis).

- Avaliar diferentes concentracdes dos 6leos essenciais no controle de fungos de pos-
colheita da noz Peca: Pestalotiopsis sp., Cladosporium sp., Aspergillus sp. e Penicillium sp. in
Vitro.

- Avaliar diferentes formas de aplicacao dos oleos essenciais diretamente nas nozes,

sendo por volatilizagdo, pulverizacao e imersao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NOGUEIRA-PECA (Carya illinoinensis [WANGEHN.] K. KOCH) E SEU
CONTEXTO NO BRASIL

Espécie nativa dos Estados Unidos e do México, a C. ilinoinensis (Figura 1) tem se
adaptado bem as condi¢des edafoclimaticas do Brasil, sendo uma arvore frutifera de clima
temperado e cultivada no pais principalmente na regido Sul para comercializagdo de suas nozes.
Pertencente a familia Juglandaceae, suas nozes (Figura 2) possuem alto valor nutricional, além
de apresentarem propriedades medicinais utilizadas como cha das cascas contra ma digestao,
febre, gripe, hepatite, maldria e doengas estomacais. Além dos frutos, sua madeira também ¢
utilizada na marcenaria para a confec¢do de moveis e suas cascas na composi¢do de
compensados. (DE MARCO; LIMA; MARTINS, 2018; BORGES; DE MEDEIROS, 2020)

Figura 1 — Pomar de nog

eiras Peca em periodo de senescéncia.

1

Fonte: Autora (202)

Segundo o IBPecan (2023), a produgdo no Brasil em 2019 foi de aproximadamente
3,5 mil toneladas, sendo o pais o quarto maior produtor do mundo. Estimativas apontam que
em 2022 houve uma producdo de 4,2 mil toneladas e em 2023 pode atingir até 7 mil toneladas.
De 2004 para 2019, o crescimento em area cultivada no Brasil passou de 930 ha para cerca de
10 mil ha, sendo que 70% estdo localizada no estado do Rio Grande do Sul, 22% em Santa
Catarina e 8% no Parand. Estima-se que o crescimento da cultura em é4rea de pomar siga de

forma exponencial nos proximos anos.
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'FONTE: MARTINS (2021).

A nogueira Peca necessita de um acumulo de 400 a 800 horas de frio com temperaturas
inferiores a 7,2°C para a producao, variando conforme a cultivar utilizada. Pode ter diminuigao
da sua produgdo com a ocorréncia de estiagens de 15 a 20 dias durante o desenvolvimento
vegetativo e reprodutivo, podendo causar a queda de seus frutos, nozes mal preenchidas ou mal
desenvolvidas. O tipo de solo mais adequado para a espécie ¢ aquele eutréfico, com
pedregosidade de 0-3%, declividade de 0-13%, de textura média ou argilosa (1:1), com
drenagem forte, acentuada ou boa (MARTINS et al., 2019).

A espécie € considerada uma Otima alternativa para o aproveitamento de 4reas de
dificil cultivo agricola e para diversificagdao produtiva especialmente de pequenas propriedades
familiares (Figura 3), por ser altamente adaptavel, ter seu periodo de colheita durante o més de
junho diferente da maioria das outras culturas, pela facilidade de transporte de seus frutos e por
ser uma espécie perene com baixa demanda por mao de obra em compara¢do com a maioria
das frutiferas. Seu porte ¢ grande, atingindo até 50 metros de altura e também vem chamando
atencdo para seu potencial em sistemas de consorcio com culturas anuais, outras espécies

arboreas, pastagens e sistemas agroflorestais (DE MARCO; LIMA; MARTINS, 2018).
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Figura 3 - Pomar de nogueiras-Peca implantado sob manejo planejado no estado do Rio Grande do
Sul.

FONTE: MARTINS et al. (2019)

Além de diversificar a fonte de renda de pequenos produtores, a pecanicultura traz
suprimento alimentar e medicinal de uso proprio para as familias. Suas nozes podem ser
consumidas in natura ou processados e a planta ainda pode ser utilizada para sombreamento de
pastagens, chiqueiros e galinheiros, como ornamental pelas belas folhas e porte, além da
exploragdo madeireira (DE MARCO; LIMA; MARTINS, 2018; BORGES; DE MEDEIROS,
2020).

A nogueira-Peca pode produzir por entre 30 e 60 anos, com baixo custo de manejo.
Inicia a produgdo de seus frutos a partir do quarto ano de implantagao, dependendo da idade
das mudas, do manejo adotado e da cultivar utilizada. Suas nozes, apds colhidas, secas e
armazenadas de forma correta, podem ser estocadas por até 12 meses em condigdes ideais de
temperatura e umidade para serem comercializadas nas épocas de maior interesse economico,
como entressafras de outras culturas ou de maior demanda pelos consumidores (BORGES; DE
MEDEIROS, 2020).

No Brasil a espécie vem sendo desestimulada em seu cultivo por conta da escassez de
informacao que ainda existe em relagdo ao manejo e implantagao de pomares nas condigdes
climaticas do pais, que favorecem ataques por patdgenos, em destaque por fungos. A maior
parte do cultivo hoje se restringe principalmente a regido sul e sudeste (FILIPPINI-ALBA et
al., 2020).

Existem hoje poucos produtos ou medidas de controle para as doencgas fingicas que

acometem a noz Peca, além do acesso a locais que propiciem o controle de temperatura e



21

umidade, situagdo que dificulta a produg@o da espécie no pais. E necessario que se conheca as
resisténcias naturais que variedades da nogueira apresentam e diferentes formas de manejo que

auxiliem no controle fitossanitario (MARTINS; LAZZAROTO, 2019).

2.1.1 Importancia dos fungos fitopatogénicos e principais doen¢as da nogueira-peca

A ocorréncia de fungos pode reduzir tanto a capacidade germinativa de um lote de
sementes, como causar a morte de plantulas ou transmitir doengas para plantas adultas. Para
que possamos controlar uma doenga, descobri-la o quanto antes ¢ de extrema importancia, mas
para isso € necessario conhecer os agentes, as causas e as consequéncias da contaminagdo por
fungos patdégenos (CORDER et al., 2001).

Os fungos sdo organismos heterotroficos unicelulares ou pluricelulares. O segundo
tipo ¢ caracterizado pela formagao de estruturas filamentosas ou hifas, cujo conjunto constitui
o micélio. Na fase reprodutiva, o micélio pode formar estruturas sexuadas e/ou assexuadas que
vao dar origem aos esporos, responsaveis pela propagacdo das espécies, como as
fitopatogénicas. (AGRIOS, 2005).

A principal doenga que atinge plantios de nogueiras peca no Brasil € a sarna, do agente
causal V. effusa e a antracnose, causada pelo patogeno G. cingulata (Figura 4). Dependendo
das condi¢cdes ambientais, a infec¢do pode ocorrer em qualquer época do ciclo da planta e
conforme a severidade do ataque pode causar a perda total da produgdo de nozes. Ocorre
especialmente em condi¢des ambientais de altas temperaturas, com alta umidade relativa do ar
e com a presenca de uma lamina d’adgua sobre o material vegetal (MARTINS; LAZZAROTO,
2019).
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Figura 4 - Nozes peca com sintomas tipicos da sarna (Venturia effusa) a esquerda e sintomas tipicos de
antracnose (Glomerella cingulata)

FONTE: MARTINS e LAZZAROTO (2019).

Os principais fungos que afetam as nozes na pos-colheita sdo o Penicillium sp.,
Botrytis cinerea, Phomopsis castanea, Fusarium sp., entre outros, além de microrganismos
capazes de produzir micotoxinas como os das espécies Penicillium crutosum, Penicillium
glabrum e Penicillium discolor. A ocorréncia destes leva a perdas de qualidade do produto e
consequentemente a diminui¢ao do tempo de armazenagem para comercializa¢do posterior das
nozes (PANAGOU et al., 2015).

Associada ainda ao pulgdo amarelo nos foliolos, a doenca fumagina, causada pelo
fungo Capnodium sp., produz uma espessa camada sobre as folhas, reduzindo a incidéncia solar
sobre estas e diminuindo a capacidade de desenvolvimento da planta. A pestaldtia também ¢
uma doen¢a com grande importancia para a espécie, causada pelo fungo Pestalotiopsis spp.,
sendo bastante comum nos estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina. Pode causar
danos significativos principalmente em pomares onde se encontram cultivares suscetiveis

(MARTINS; LAZZAROTO, 2019)

2.1.2 Poés-colheita, armazenamento e conservacio das nozes para consumo

Apesar de ndo ser recomendado que a colheita das nozes seja feita sob o solo, este
método ¢ empregado pela maioria dos pequenos produtores. Apds a maturacao fisioldgica
destas, ocorre a abertura da cépsula carnosa que as envolve, o que faz com que caiam
naturalmente. Porém, o contato das nozes com a umidade do solo e com as fontes de propagulo
presentes na matéria organica causa a contaminacao destas principalmente por fungos, que

posteriormente afetam a qualidade e o tempo de prateleira destas (BONINE, 2020).
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O armazenamento ap6s a colheita das nozes as expde a alteragdes fisiologicas que
levam a perda de qualidade, principalmente por conta de doengas fungicas que comprometem
o valor agregado ao produto final, em destaque as causadas por fungos emboloradores como o
Pennicillium spp., Cephalothecium roseum e o Aspergillus flavus, que além de danificar as
nozes, podem produzir aflotoxinas prejudiciais a saide quando ingeridas com frequéncia ou em
grandes quantidades (TERABE; MARTINS; HOMECHIN, 2008).

Segundo Terabe et al. (2018), foram encontrados tanto nas cascas quanto nas
améndoas de nozes Peca, os fungos: Alternaria sp.; Aspergillus ochraceus; A. flavus, A. niger,
Cladosporium sp., Colletotrichum sp.; Fusarium sp.; Penicillium sp. € Rhizopus sp. em
diferentes propor¢des conforme as cultivares analisadas (RIBEIRO et al., 2020).

A conservagao da noz no periodo de pos-colheita pode ser problematica por conta do
seu alto teor lipidico, principalmente de 4cidos graxos insaturados com propensdo a oxidagao.
Durante o processo de armazenamento, pode ocorrer o escurecimento destas, perda de
crocancia, formagao de sabor rancado e reducao de suas qualidades nutricionais, dificultando a
sua comercializacdo. Apesar de sua importancia econdmica e nutricional, existem poucas
pesquisas e metodologias sobre as condi¢des ideais de armazenamento e vida de prateleira das
sementes para se evitar perdas comerciais (BONINE, 2020; RIBEIRO et al., 2020)

As condi¢des de armazenamento que mais influenciam na qualidade e no tempo de
estocagem sdo a temperatura, a umidade do ar e o teor de umidade das nozes, além da
concentragdo de oxigénio no ambiente. Quanto menor a temperatura utilizada, mais qualidade
na manutencao destas. Um dos indicadores utilizados para avaliagdo da qualidade das nozes ¢
pela coloragdo, onde a cor mais escura esta relacionada com o sabor rangoso, assim como a
perda de massa e umidade (RIBEIRO; BOTH; WAGNER, 2020).

Diferentes métodos ja foram utilizados como tratamento para o armazenamento de
nozes estocadas para desaceleragdo de sua deterioracdo. O branqueamento térmico ou nao
térmico com aquecimento rapido e uniforme ¢ uma das formas utilizadas a fim de se manter
caracteristicas visuais e desinfetar a casca das nozes, porém ¢ um método que pode causar a
perda de nutrientes no produto e que exige quantidades grandes de 4gua e de energia. Outros
métodos aplicados em diferentes espécies de nozes sdo a espectroscopia, plasma atmosférico
frio, congelamento, embalagens com atmosfera modificada, diferentes métodos de assepsia e
micro-ondas (COSTA; KLUCZKOVSKI, 2021; TERABE; MARTINS; HOMECHIN, 2008).

A secagem hoje ¢ a mais utilizada para a espécie a fim de se aumentar o tempo de

prateleira e evitar a proliferacdo de microrganismos. Esta tem o objetivo de se retirar a umidade
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das nozes por meio da evaporacao ou por sublimagao através de condi¢des controladas. Para a
noz Pecd, o método de secagem mais eficiente consiste na secagem ao ar assistida por micro-
ondas, nas temperaturas de 25-85°C, para redu¢do de umidade relativa das nozes de 19 a 6%
(COSTA; KLUCZKOVSKI, 2021).

A pos-colheita € uma etapa que deve ser planejada conforme as condigdes do produtor,
uma vez que no Brasil a realidade de produgdo da espécie vem crescendo entre pequenos e
médios produtores, que muitas vezes nao tem acesso a infraestrutura e tecnologia para o
armazenamento apropriado ou realizam os plantios em locais distantes para escoamento rapido
da producdo. Se vé necessaria a pesquisa na area de conservagdo das nozes na pds-colheita a
fim de se permitir a adaptacdo as diferentes condi¢des produtivas do pais (BOTH; THEWES,
2020).

2.2 O PAPEL DOS DEFENSIVOS A BASE DE PLANTAS MEDICINAIS

A partir do inicio do século XX, novos produtos comecaram a surgir a base de
principios ativos toxicos, substituindo os produtos naturais gerados a base de plantas que foram
mais utilizados até metade do século XIX. Os principais produtos naturais que eram usados no
controle de pragas e fungos eram produzidos a partir das espécies Chrysantemum
cinerariaefolium, Chrysantemum roseum, Chrysantemum coccineum (fontes de piretro), Derris
spp. € Lonchocarpus spp. (fontes de rotenona) e Nicotiana (fonte de nicotina) (FONSECA et
al.,2015; OOTANI et al., 2013).

Com o inicio da Segunda Guerra Mundial, a maior parte das grandes areas de cultivo
destas espécies utilizadas como defensivos naturais foram destruidas e se iniciou a busca por
novos principios ativos para o controle fitossanitario, comeg¢ando entdo a fase de
desenvolvimento de quimicos sintéticos que hoje ofuscou o uso de produtos naturais
(FONSECA et al., 2015a; MORAIS, 2009; OOTANI et al., 2013;).

Uma grande parte das plantas medicinais aromaticas, medicinais e condimentares
possuem propriedade antimicrobianas, além de causarem menos danos ao meio ambiente por
serem geralmente mais biodegraddveis e menos téxicas do que os produtos quimicos
usualmente utilizados na agricultura (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Um dos 6leos essenciais mais difundido e utilizado hoje € a base da arvore de origem

indiana Nim (Azadirachia sp.), o qual apresenta ser bastante efetivo contra pragas e ¢
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amplamente comercializado na forma de 6leo ou extratos para aplicacdo. Além do 6leo de Nim,
os 6leos essenciais de alho e de casca de laranja j& foram patenteados por empresas voltadas a
producao de defensivos agricolas de baixo impacto ambiental. A agéncia Fapesp (2023), esta
desenvolvendo hoje um fungicida a base de linalol, composto encontrado em diferentes
espécies medicinais e aromaticas, para o combate da ferrugem da soja (ANDRADE, 2023).

Apesar do uso de defensivos sintéticos ter mostrado inicialmente um aumento na
producao e eficiéncia nas areas de cultivo, inimeros problemas passaram a surgir ao longo do
tempo, como o fim de praticas agricolas com rotacdo de cultura e do consorcio de espécies,
reducdo do nimero de trabalhadores no campo e principalmente a incapacidade destes produtos
em manter o controle de pragas e doengas ao longo do tempo, pela criagdo de resisténcia destes
(BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

O uso continuo de sintéticos passou a causar a eliminacdo de inimigos naturais
benéficos, como insetos e microrganismos, além da selecdo de organismos maléficos resistentes
e a necessidade de aumentar as doses ou de buscar por novos produtos. Este ciclo que vemos
até hoje em acdo causa ndo s6 problemas ambientais graves, mas gera desequilibrio no
ecossistema como um todo e leva a prejuizos para os proprios produtores (MORALIS, 2009).

O interesse pelo resgate de substancias naturais para o controle de pragas e doengas
passou a tomar forga a partir da década de 1970, quando os proprios agrotoxicos passaram a se
tornar mais seletivos, visando um menor espectro de acdo € um menor tempo de persisténcia
no ambiente para o controle. Observou-se que era de maior importancia controlar insetos e
microrganismos patdgenos durante a época de maior ocorréncia do que buscar a eliminagao
total destes, buscando-se entdo diminuir o desequilibrio que vinha sendo gerado (OOTANI et

al., 2013).

2.3  OLEOS ESSENCIAIS

Os metabdlitos secundérios produzidos por algumas plantas, ou seja, substancias
geradas pelo metabolismo secundario que oferecem vantagens para sua sobrevivéncia e
adaptagdes a diferentes ambientes, sao aqueles que podem ser utilizados no desenvolvimento
de produtos fitossanitarios naturais. Como as espécies vegetais coevoluem com as pragas €
doengas, tais compostos podem ocorrer em diferentes concentragdes e tipos conforme a planta,

as condi¢des climaticas e local de ocorréncia (MARANGONI et al., 2012).
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Apesar dos compostos majoritarios presentes em cada espécie vegetal ndo variar de
forma significativa entre os individuos, existem diversos fatores que influenciam na
composi¢ao dos 6leos essenciais, como a concentragdo € os tipos de metabdlitos que sao
encontrados. Alguns dos fatores mais significativos sdo as condigdes edafoclimaticas em que a
individuo se desenvolveu, o estagio de desenvolvimento da planta, o periodo da coleta e as
condigoes fitossanitarias (BELASI ef al., 2020; NASCIMENTO, 2021).

A origem dos metabolitos secundarios € proveniente de trés principais percursores - 1)
do 4cido chiquimico ou chiquimato, que da origem aos compostos aromaticos, as ligninas e
cumarinas; ii) dos aminodacidos, que originam alguns alcaléides; iii) do acetato. O acetato pode
originar derivados de vias mistas quando em ligagdo com o chiquimato, gerando uma rota
sintética mista que produz os flavonoéides, alguns taninos e as antraquininas (MORAIS, 2009).

Quando designado para outras trés vias, o acetado ainda pode seguir pelas vias da
condensac¢do, do acido citrico e do mevalonato. A condensagdo gera os acidos graxos e as
acetogeninas e a via do acido citrico gera outros tipos de alcaldide. A via do mevalonato da
origem a sintese dos isoprenoides, que geram os terpenos, os principais componentes dos 0leos
essenciais. Quem controla a sintese destes metabolitos secundarios sao as informagdes
genéticas contidas em cada um dos vegetais, que sdo desencadeadas conforme as plantas
passam por estresse ou sao submetidas a diferentes condi¢des por fatores abidticos (como
umidade, temperatura, luminosidade etc.) ou fatores bidticos, como microrganismos, outras
plantas e insetos (MARANGONI et al., 2012; MORALIS, 2009).

Somente no inicio do século XX estes metabolicos secundarios passaram a ser
difundidos e utilizados para fins medicinais, mas até entdo nao eram considerados produtos que
seriam extraidos com alguma utilidade para os proprios vegetais. A partir da década de 1960
que pesquisadores passaram a estudar as fungdes que estes compostos apresentavam para as
proprias plantas, mas até os dias de hoje muitos dos metabolitos ainda ndo tem suas fungdes
conhecidas. A atracdo de polinizadores, protecdo contra os raios ultravioleta, alelopatia, a
atracdo de dispersores de sementes e de inimigos naturais sdo alguns dos efeitos conhecidos
causados por estes compostos (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009; MARANGONI et al.,
2012).

Os oleos essenciais se diferenciam dos 6leos fixos que sdo misturas de substancias
lipidicas, normalmente oriundas de sementes, por se apresentarem em estado oleoso em
temperatura ambiente, com alta volatilidade. S3o compostos complexos de substincias

lipofidicas, com baixo peso molecular, liquidas e normalmente odoriferas e constituidas por
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moléculas de natureza terpénica, mas alguns oOleos essenciais sdo derivados dos
fenilpropanoides (MORAIS, 2009).

As formas de extragdo dos Oleos essenciais mais comuns sao por arraste com vapor
d’agua, hidrodestilagdo ou por expressao de pericarpo de frutos citricos. Ainda menos
utilizados, € possivel realizar a extragdo por métodos chamados de enfloragdo, por extragdo por
COz supercitricos (método industrial) e por solventes organicos apolares (MARANGONTI et al.,
2012; MORALIS, 2009).

Em um estudo recente, dados apontam que o Brasil ¢ o maior consumidor de
agrotoxicos do mundo, sendo que 49% dos agrotdxicos vendidos no pais sdo considerados
extremamente toxicos e proibidos em diversos paises do mundo. A busca por medidas
alternativas e menos agressivas ao meio ambiente e a satde se faz cada vez mais necessaria,
considerando principalmente o controle de doencas que trazem danos econdmicos e culturais
(FONSECA et al., 2015; INCA, 2023; MARANGONI et al., 2012).

Apesar dos efeitos diversos que os 6leos essenciais possuem contra os fungos
fitopatogénicos nao serem totalmente conhecidos, autores ressaltam que diferentes substancias
presentes nos 6leos essenciais afetam a permeabilidade da parede celular das células, podendo
ainda interromper vias metabodlicas dos fungos, causar o vazamento de elementos essenciais a
sobrevivéncia das células, assim como afetar organelas, levando-as a distarbios de
desenvolvimento e até a morte (CAVANAGH, 2009; HALFELD-VIEIRA et al., 2016; WANG
etal.,2010)

Substancias quimicas de origem natural voltadas para o controle de patdgenos, como
os 6leos essenciais, tem sua eficacia comprovada quando apresentam alto potencial de controle
em baixas concentracdes, ndo sao toxicas aos animais € a0 meio ambiente, sao de facil obtengao,
de facil manipulacdo e de aplicagdo, além de possuir boa viabilidade economica e custo-
beneficio (HALFELD-VIEIRA et al., 2016).

Diversos autores apontam os potenciais fungitéxicos de 6leos essenciais extraidos de
diferentes partes de plantas medicinais, condimentares e aromaticas, principalmente pelo
método de extragdo por hidrodestilagdo. Além do uso em si de diferentes dleos essenciais no
controle de doencas fiingicas, ainda ¢ extremamente necessario se determinar a melhor forma
de aplicagdo destes, conforme o objeto de interesse (FONSECA et al., 2015b; SZCZERBANIK
et al.,2007).

Autores demonstram que o uso de 6leos essenciais por contato, seja por pulverizagdo

ou imersdo, além de consumirem uma quantidade até 13 vezes maior de produtos e insumos,
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como emulsionantes e agua, podem deixar residuos de odor e sabor no produto para fins
alimenticios. Porém, algumas pesquisas também indicam que apesar da aplicacao direta dos
OEs por volatilizagdo em ambiente controlado apresentar efeitos mais agressivos contra os
fungos, a amplitude do seu efeito dentro do material que esta sendo aplicado dependera de
diversos fatores, como da capacidade de penetragdo dos compostos volateis (LORINI;

BONALDO; MENDES, 2016; NASCIMENTO et al., 2021).

2.3.1 OLEO ESSENCIAL DE Rosmarinus officinalis (ALECRIM) NO CONTROLE
DE FUNGOS FITOPATOGENICOS

O alecrim (Figura 5) ¢ uma espécie pertencente a familia das Laminaceae e conta com
aproximadamente 2800 espécies por todo o mundo, com 150 géneros, sendo que a maioria
destes possuem seu maior centro de dispersdo na regiio do Mediterrineo. E amplamente
utilizado pelo mundo por suas propriedades terapéuticas, medicinais e alimenticias. E
considerado um arbusto perene que pode atingir até 1,5 metros de altura (PORTE e GODOY,
2001; RIBEIRO et al., 2012).

Em 2019 se iniciou um projeto no Rio Grande do Sul de fomento ao plantio de plantas
medicinais bioativas para extragdo dos seus 6leos essenciais, dentre as mais visadas estd o
alecrim. Além do estado, também crescem as areas de cultivo da espécie em Santa Catarina e
no Parand, com o apoio de empresas interessadas no setor de extracdo do 6leo para fins

medicinais, cosméticos e gastronomicos (AGROLINK, 2021).
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Figura 5 - Folhas de alecrim (Rosmarinus officinalis) de matriz utilizada para extragdo de oleo

essencial
o e

o Py | (B v 4
FONTE: Ator (2023).
A planta pode produzir flores brancas ou azuis, sendo que o nome “alecrim” deriva do
latim e significa “orvalho do mar”, por conta da origem da espécie. Seu o6leo essencial ¢
utilizado na culinaria, medicina e em cosméticos, sendo um dos 6leos com menor custo, de
aproximadamente 4 reais por ml, encontrados no mercado por possuir alto rendimento quando
comparado a outras espécies, além da planta ser de facil manutencao e propagacao (PORTE e
GODOY, 2001; SENNA et al., 1993).

Entre suas inimeras propriedades medicinais, o alecrim ¢ utilizado como estimulante
por dilatar vasos e tecidos do organismo, além de ser benéfico ao estdmago, ser
antiespasmodico, emenagogas e cicatrizante. Também ¢ uma planta muito utilizada na
producao de “mel verde”, considerado um mel com sabor e propriedades medicinais superiores
ao mel tradicional, com o plantio da espécie no entorno de apidrios (PORTE e GODOY, 2001).

O o6leo ¢ composto predominantemente por hidrocarbonetos, linalol, verbinol,
terpineol, 3- octanona e acetato de isobornila, entre outros. Assim como em todas as espécies
vegetais, mudangas de ambiente e de manejo podem alterar as concentragdes de cada um destes
compostos encontrados e assim mudangas no seu potencial antimicrobiano. A presenca dos
compostos canfora (14,9%), a-pineno (9,3%) e 1,8-cineol conferem ao 6leo essencial de

alecrim um alto potencial contra fungos (RIBEIRO et al., 2012).
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Segundo Hillen ef al. (2012), o dleo essencial de alecrim foi capaz de inibir em 100%
o crescimento das espécies fungicas R. solani, assim como para a Alternaria sp., com redugao
do seu potencial inibidor conforme concentragdes menores de 100, 40 e 20 pL. A partir de 100
uL, também reduziu em 100% o crescimento micelial do fungo A. carthami. Ainda em outro
estudo, o 6leo se mostrou eficiente no controle direto contra o crescimento do fungo

Plasmopara viticola na videira, tanto in vitro quanto a campo (GARCIA et al., 2017).

2.3.2 OLEO ESSENCIAL DE Laurus nobilis L. (LOURO) NO CONTROLE DE
FUNGOS

Popularmente chamado de Louro ou Loureiro (Figura 6), o L. nobilis ¢ uma espécie
pertencente a familia das Lauraceae, a qual compreende uma grande gama de plantas com
propriedades medicinais. Originaria do sul da Europa e da regido Mediterranea, ¢ cultivada em
varios paises do mundo por conta dos seus diversos usos medicinais € gastrondmicos que datam
os primeiros registros de usos de plantas como remédio na medicina popular (BELASLI ef al.,
2020; SANTAMARINA et al., 2016).

Possui propriedades antimicrobianas, antifingicas, auxilia em problemas
gastrointestinais, dores reumaticas, atua como estimulante e na medicina Iraniana tradicional
ainda ¢ usada no tratamento de epilepsia, dores de cabega e doenca de Parkinson (BALLEN et
al., 2019; BLAZQUEZ, 2014; DE CORATO, 2010; ROSS, 2001; SANTAMARINA et al.,
2016).



31

Figura 6 - Arvore de louro (Laurus nobilis) e folhas utilizadas para a extracio do 6leo essencial.
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Fonte: Autora (2023).

Tanto as folhas quanto os frutos sdo ricos em 6leos essenciais amplamente utilizados
na gastronomia, na confec¢do de cosméticos e na industria farmacéutica. A planta pode atingir
até 10 metros de altura ou se desenvolver na forma de arbusto, possui o tronco liso e seu fuste
¢ rico em folhas e ramificacdes (Figura 6). Suas inflorescéncias sdo amarelas palidas e pouco
aromaticas, se desenvolvendo em frutos pequenos e globosos de coloragdo acastanhada quando
maduros (ROSS, 2001).

A extracdo destes compostos ¢ geralmente realizada por hidrodestilacdo, com
solventes organicos, ou dgua e solugdes hidroalcoolicas para a confec¢do de extratos vegetais.
Diversos estudos vém sendo realizados com o uso desta espécie como alternativa aos
conservantes sintéticos, para a conservacao de alimentos e o controle de doencas transmitidas
por estes (BALLEN et al., 2019; FIORINI et al, 1997).

Pesquisas demonstram que os principais compostos presentes nas folhas do louro sdo
fenilpropanoides, além de hidrocarbonetos, monoterpenos e sesquiterpenos, como o geraniol,
cineol, eugenol e linalol. O potencial antifingico do 6leo essencial de louro foi comprovado em
diversos estudo in vitro, especialmente para a conservagao de produtos alimenticios, por nao
apresentar toxicidade aos seres vivos. Foi testado e apresentou atividades antifiingica contra os
fungos Alternaria alternata, Eurotium herbariorum, Trichophyton rubrum, Aspergillus flavus,

Aspergillus niger, Penicillium corylophilum, Botrytis cinerea, Monilinia laxa e Penicillium
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digitatum, entre outros (DE CORATO et al., 2010; FIORINI et al, 1997; GUYNOT et al., 2003;
SANTAMARINA et al., 2016;).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 EXTRACAO E RENDIMENTO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os materiais vegetais utilizados na extra¢do dos d6leos foram coletados no periodo da
manha, entre 7 ¢ 9 horas. As plantas de alecrim pertencem a horta medicinal da Universidade
Federal de Santa Catarina, Campus de Curitibanos (27°16°30.37”’S e 50°29°48.40”0, altitude
de 1022 m), sendo estes clones de apenas uma genética. As folhas de louro foram obtidas da
por¢do inferior de um loureiro, localizado em uma propriedade rural no municipio de

Curitibanos (27°16°30.09”’S e 50°29°55.27”0), com aproximadamente 6 metros de altura.

Figura 7 - Folhas de louro (Laurus nobilis) a esquerda e de alecrim (Rosmarinus officinalis) a direita,

selecionadas para a extracao dos 6leos essenciais.
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O material vegetal de ambas as espécies (Figura 7) foram selecionados, lavados e secos
para retirada do excesso de agua e sujidades, ao ar livre dentro do laboratorio de quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina, Campus de Curitibanos. As folhas de louro foram
processadas por um processador da marca Philips Walita Power Chop 600 W (Figura 8), a fim
de se aumentar a area superficial destas e aumentar-se o rendimento de 6leo essencial durante
a extracdo. As folhas de alecrim foram manualmente separadas do caule que apresentavam
maior lignificagdo e adicionadas a um baldo de fundo redondo de extracdo inteiras. Ambas

foram previamente pesadas.
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Figura 8 - Pesagem (a) e moagem (b) das folhas de louro (Laurus nobilis) para produgao de 6leo
essencial.

o
&

Fon: Autora (03).

As coletas e extracdes foram realizadas ao longo de 6 meses, com 4 extracdes de OE
de alecrim de junho a outubro de 2022 ¢ 3 extra¢des de OE louro no periodo de maio a outubro
de 2022, com apenas uma extragao por dia. No total foram utilizadas 1585,80 g de massa fresca
de folhas de alecrim e 1176,40 g de massa fresca de folhas de louro.

Os ¢6leos essenciais das folhas de R. officinalis e de L. nobilis foram extraidos pelo
método de hidrodestilagdo de acordo com Soldi (2006). Este método consiste na volatilizagao
do 6leo essencial com uma corrente de vapor d’agua, utilizando um aparelho de Clevenger
modificado acoplado a um baldo de fundo redondo de 2000 mL (Figura 9). Este aparelho
permite a separa¢ao do 6leo em si da dgua, resfriando-o e evitando sua degradagdo (OLIVEIRA

et al., 2013).
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Figura 9 - Aparato de Clevenger utilizado para a extragdo dos 6leos essenciais.

Fonte: Autora (202).

A extragdo de ambos os 6leos foi realizada por um periodo de aproximadamente
2,5 horas até quando se estabilizou por 30 minutos a quantidade de 6leo gerada pelo aparato de
Clevenger (Figura 9). Os 06leos essenciais resultantes deste processo foram separados da fase
aquosa com o uso de uma pipeta de Pasteur e armazenados em micro tubos de 2 mL em freezer
a -18 °C até a realizacao dos ensaios (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013).

Para o célculo de rendimento dos 6leos, amostras em duplicatas de 10 g de massa
fresca vegetal (Figura 10) no momento das extracdes e foram submetidas a secagem por
24 horas em estufa com corrente de ar for¢ada a 50°C para posterior pesagem e calculo de

rendimento, conforme a Equacao 1 (SOLDI, 2006):
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. , massa de 6leo extraido X100
rendimento do 6leo % = (9) (D)

massa folhas secas (g)

Figura 10 - Amostragem 1 e 2 de folhas de louro para secagem e posterior calculo de rendimento de
6leo essencial.

Fonte: Autora (2022).

3.2 OBTENCAO DOS FUNGOS PRESENTES NAS NOZES PECA

As nozes foram obtidas de um plantio organico familiar de um produtor residente da
cidade de Rio do Sul, Santa Catarina, produzidas e colhidas em 2021. Estas foram identificadas
e acondicionadas em sacos de papel tipo Kraft em geladeira no laboratoério de Fitopatologia da
UFSC, no Campus de Curitibanos até o0 momento das analises.

Para a obtengdo dos fungos que foram utilizados nas analises, 20 nozes com casca
foram quebradas com o auxilio de um quebra nozes comum e seus fragmentos submetidos a
assepsia superficial, com imersdo em solucdo de alcool a 98%, durante 2 minutos, em seguida
imersos em solucdo 2,5% de hipoclorito por 2 minutos e lavados em agua destilada esterilizada
(TERABE et al., 2018).

Apoés a assepsia, 5 repeticdes com 3 fragmentos de cada uma das 20 nozes foram
cultivadas em placas de Petri contendo meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar), com
antibioticos estreptomicina 500 mg/L e penicilina 0,5% (v/ v) por 7 dias em incubadora BOD,
com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25 °C. As placas contendo os fragmentos com as
colonias fungicas em desenvolvimento foram fotografadas apds 8 dias conforme a Figura 11, a

fim de se registrar a morfologia das colonias (PANAGOU et al., 2004; TERABE et al., 2018).
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Figura 11 - Pranchas ilustrativas do crescimento fiingico em fragmentos de nozes-Peca cultivadas em
placas de Petri. Onde: Ry = repeticdo; Ny = noz-Peci.
R2 R3 —

De acordo com a importancia dos géneros fungicos para a nogueira Peca encontrados
em literatura e a maior frequéncia com que se desenvolveram nas amostras, foram selecionadas
4 espécies conforme as estruturas reprodutivas identificadas em microscopio: Cladosporium
sp., Pestalotiopsis sp., Aspergillus sp. e Penicillium sp. Os fungos de interesse foram isolados
pelo método direto, com a transferéncia de partes reprodutivas destes para placas de Petri
contendo meio BDA + antibioticos estreptomicina 500 mg/L e penicilina 0,5% (v/ v), a fim de
se obter culturas puras (CAROLLO e FILHO, 2016).

As placas contendo cada fungo identificado foram seladas e armazenadas em
incubadora do tipo BOD. Apds 24 h, as coldnias foram avaliadas quanto a auséncia de
microrganismos contaminantes. Fragmentos de aproximadamente 5 mm de didmetro contendo

meio BDA foram retirados das bordas de crescimento da colonia e acondicionados em



38

microtubos contendo 10 mL de 4gua destilada, tampados com algoddo previamente
autoclavados a 120°C por 30 minutos e selados para o armazenamento em micoteca, conforme

o método Castellani (Figura 12).

Figura 12 - Preparo de material pelo método Castellani para preservacdo dos fungos utilizados.

Fonte: Autora (2022).

3.3 AVALIACAO in vitro DO EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS SOBRE OS FUNGOS

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com 5 repetigdes
por tratamento e cada parcela experimental constituida por uma placa de Petri. Foram realizadas
e registradas as medicdes dos diametros de crescimento das colonias fingicas a cada 24 horas
em planilhas, até que as colonias do tratamento controle atingissem 80% das placas
(CAROLLO e FILHO, 2016).

O indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) proposto por Campbell e
Madden (1990), foi calculado conforme a equacdo 2, assim como a area abaixo da curva de
crescimento micelial (AACCM) de acordo com os dados de crescimento registrados

diariamente (Equacao 3):
IVEM = X (xip1 — %) X (tig1 — ) (2)

Xit1+X;

AACCM = X (=) X (tiv1 — 1) 3)
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Em que,
Xi+1: Diametro médio atual
Xj: Diametro médio anterior

t: Numero de dias ap0s a inoculagao

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia ANOVA e as médias
agrupadas organizadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significincia, utilizando o software R,

apos verificagdo de normalidade e homogeneidade dos dados obtidos.

3.3.1 Avaliacao por incorporacgio dos 6leos essenciais em meio de cultura

Apo6s a obtencdo dos odleos, diferentes concentragdes (Tabela 1) foram definidas de
acordo com estudos previamente consultados, os quais testaram os mesmos géneros fingicos e
os mesmos Oleos essenciais com metodologia semelhante ao presente trabalho

(NASCIMENTO, 2021).

Tabela 1- Concentragdes dos oleos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis) e louro (Laurus
nobilis) utilizadas nos ensaios in vitro por incorporacdo, de acordo com a espécie fingica.

Espécies flingicas Concentracio dos 6leos essenciais (ppm)
Alecrim Louro
Pestalotiopsis sp. 0,250, 500 e 1000 0,250, 500 e 1000
Cladosporium sp. 0, 250, 500 ¢ 1000 0, 250, 500 ¢ 1000
Aspergillus sp. 0,200, 750 e 1000 0,200, 750 e 1000
Penicillium sp. 0, 500, 750 e 1000 0, 500, 750 ¢ 1000

Fonte: Autora (2022).

Os o6leos essenciais foram dissolvidos com o auxilio de pipetas automaticas e
microtubos, onde aliquotas contendo 100 pL de dgua destilada autoclavada mais 10 ppm de
Tween 20, foram agitadas manualmente até¢ que houvesse a homogeneiza¢do da solugdo. Cada
solucao foi adicionada aos frascos contendo meio de cultura BDA mais os antibidticos
estreptomicina 500 mg/L e penicilina 0,5% (v / v), conforme os tratamentos com diferentes
concentragoes. A testemunha foi realizada da mesma maneira, sem a adi¢cao dos 6leos essenciais
(GARCIA et al., 2017; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013).

Apos a solidificacdo do meio de cultura, discos de 0,5 cm contendo os micélios dos

fungos foram colocados no centro de cada uma das placas. Estas foram entdo vedadas e
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guardadas em estufa BOD a temperatura de 25 °C e 12 horas de fotoperiodo. As medi¢des dos
diametros das colonias foram feitas a cada 24h até que os tratamentos controle atingissem 80%

das placas (GARCIA et al., 2017).

3.3.2 Avaliacio por meio de volatilizacao sobre os fungos

Para a avaliagdo dos efeitos dos dleos essenciais por volatilizagdo dos seus compostos,
meio de cultura BDA mais os antibidticos estreptomicina 500 mg/L e penicilina 0,5% (v / v)
foi vertido em placas de Petri e discos de 0,5 cm dos fungos foram colocados no centro destas.
Um chumaco de algodao foi fixado nas tampas das placas, onde foram adicionadas diferentes
aliquotas dos 6leos com o auxilio de pipetas automaticas (Tabela 2). Nos tratamentos controle,
100 pL de 4gua destilada foi pipetada substituindo os dleos (GARCIA et al., 2019; LORINI;
BONALDO; MENDES, 2016).

Tabela 2 — Aliquotas utilizadas nos ensaios in vitro por volatilizagdo dos 6leos essenciais de alecrim
(Rosmarinus officinalis) e de louro (Laurus nobilis), conforme a espécie fungica.

Espécies Dosagens dos 6leos essenciais (uL)
fingicas Alecrim Louro
Pestalotiopsis sp. 0, 100, 140 ¢ 180 0,40, 80 ¢ 100
Cladosporium sp. 0,50¢ 100 0, 50, 100 e 150
Aspergillus sp. 0,50 ¢ 100 0,50 ¢ 100
Penicillium sp. 0,50¢e 100 0,50¢e 100

Fonte: Autora (2023).

Para os fungos do género Aspergillus e Penicillium em ambos os ensaios fungitoxicos,
por conta da sua abundante produgdo de conidios e irregularidade de crescimento das coldnias,
foi realizado um preparo adaptado por Colla et al. (2008) de uma solu¢do de conidios.
Utilizando 100 mL de agua e 0,5% de 4gar puro em frascos tipo Falcon, foram adicionados 3
discos contendo os micélios dos fungos, para ap6s uma agitacdo manual da solu¢do, uma gota
da solugdo fosse pipetada no centro das placas formando discos de aproximadamente 0,5 cm.

Apo6s a repicagem dos discos e a pipetagem das gotas contendo micélios, as placas
foram vedadas e incubadas a 25 °C em estufa BOD com fotoperiodo de 12 horas. As medicdes
dos diametros foram realizadas a cada 24 horas até os tratamentos controle atingirem
aproximadamente 80% das placas, quando os chumacos de algoddo contendo os 6leos foram
retirados, com o objetivo de continuar com as medi¢des e analisar possiveis mudangas nos

indices para cada fungo (COLLA et al., 2008; GARCIA et al., 2019).
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3.4 CONTAGEM DE CONIDIOS

Apo6s o encerramento de cada um dos ensaios fungitoxicos, foi realizada a contagem
de producao de conidios dos fungos por tratamento. Para a contagem, foi adicionado 10 mL de
agua no meio de cultura de cada placa e feita a raspagem das colonias com o auxilio de uma
alca de Drigalski. A solug¢do foi filtrada em funil forrado com gaze para um vidro tipo
Erlenmeyer. A contagem dos conidios foi realizada com a adigdo de aproximadamente 2 gotas
desta solugdo previamente homogeneizada com o auxilio de uma pipeta em uma camara de
Neubauer (Figura 14) (ALFENAS; MAFIA, 2007).

As imagens da cAmara de Neubauer vistas em microscopio foram capturadas por uma
camera acoplada a um computador e estas foram processadas com o pacote EBImage do
Sofware R. O quadrante (Figura 13) utilizado para cada fungo foi definido conforme o tamanho

e a quantidade de conidios visualizados em microscopio (ALFENAS; MAFIA, 2007).

Figura 13 - Ilustracdo esquematica de sistema utilizado em Camara de Neubauer para contagem de
conidios, cada quadrado representa diferentes quadrantes para calculo de quantidade de conidios por
mililitro.
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Fonte: SANTIBADIA, 2012.
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3.5 AVALIACAO DOS METODOS DE APLICACAO DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE
AS NOZES

Foram utilizadas 4 nozes inteiras por tratamento, totalizando 24 nozes por método de
aplicagdo: imersao, pulverizacdo e volatilizacdo. As nozes foram quebradas dentro de camera
de fluxo laminar e 3 fragmentos de cada, selecionados aleatoriamente, foram posicionados em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA mais os antibidticos estreptomicina 500 mg/L e
penicilina 0,5% (v / v). Cada tratamento foi avaliado apos 15 e apos 30 dias de aplicacdo dos
métodos, e foi feito o registro do nimero de coldnias que se desenvolveram nas placas
diariamente.

Todas as nozes foram previamente submetidas a assepsia com imersao em solugao de
alcool a 98%, durante 2 minutos, em seguida imersas em solu¢do 2,5% de hipoclorito por 2
minutos e lavadas em agua destilada esterilizada. Estas foram entdo posicionadas em camada
dupla de papel filtro previamente sanitizado em autoclave e secas por 5 minutos em camera de
fluxo laminar ndo selada (Figura 15). O lote de nozes utilizado nestas etapas foi obtido pelo
mesmo produtor, produzidas pelas mesmas matrizes da etapa de obtenc¢do dos fungos, mas na
safra de 2022. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 3
tratamentos com 4 repetigdes. Cada placa foi considerada uma parcela experimental.

O teor de umidade do lote de nozes antes e apds a realizagdo de cada um dos
tratamentos foi determinado por uma adaptagdo do método basico de referéncia para a
introducdo de novas espécies pelas Regras Internacionais de Andlise de Sementes da
International Seed Testing Association, uma vez que a C. illinoiliensis ainda ndo se encontra
inserida na metodologia das Regras para Analises de Sementes (2009).

Cinco nozes foram previamente pesadas em balancga analitica e entdo secas em estufa
a 50°C por 24 horas, para posterior nova pesagem e determinacao (Equagdo 4) do teor de
umidade, quando foram retiradas da estufa e resfriadas em dessecador com silica gel (RAS,
2009).

% de Umidade (U) = w

x 100 4)
Onde,
P = peso inicial, peso do recipiente e sua tampa mais o peso da semente imida;

p = peso final do recipiente e sua tampa mais o peso da semente seca
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t = tara, peso do recipiente com sua tampa.

3.5.1 Aplicacao dos 6leos essenciais por Imersao

Para a aplicag@o por imersdo, foram realizadas 3 solu¢des contendo dgua destilada
autoclavada, 0,3% de Tween 20 e 3000 ppm de cada dleo essencial. As nozes foram imersas
por 15 minutos nas solucdes em um Becker de vidro (Figura 14) e agitadas para
homogeneizagdo com o auxilio de bastoes de vidro dentro de camera de fluxo. O volume de
solug@o necessario para total imersao das nozes e a porcentagem de emulsificante Tween 20
foram previamente calculadas em um ensaio piloto. No tratamento testemunha, o 6leo essencial

nao foi adicionado (LIMA e VILLELA, 2017; PANAGOU et al., 2004).

Figura 14 - Aplicagéo pelo método de imersdo das nozes em solugo.

N
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Fonte: Autora (2023)

ApOs os tratamentos, as nozes foram secas por 15 minutos em camara de fluxo laminar
ndo selada (Figura 16) e estocadas em embalagens plésticas de polietileno previamente
esterilizadas em luz UV por 1 hora. Estas foram incubadas em estufas BOD até o momento das
analises apos 15 e 30 dias, quando 4 nozes foram utilizadas em cada um dos momentos por
tratamento. Para a determinacao do volume necessario para o método empregado, foi medido
o volume total de solug@o pronta antes e ap6s a absorc¢ao pelas nozes (PANAGOU et al., 2004;

POLLETO et al., 2014);
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Fonte: Autora (2023).

3.5.2 Tratamento por volatilizacdo dos o6leos essenciais

As nozes previamente desinfestadas conforme descrito anteriormente foram dispostas
em uma camada Unica em potes de vidro com vedagdo hermética, esterilizados em luz UV por
1 hora. Foram fumigadas dentro das caixas com 200 uL de cada dleo essencial, pipetados em
chumacos de algodao fixados nas tampas das caixas (Figura 16), e seladas por 30 minutos. Para
o tratamento controle, foi realizada a pipetagem de 200 pL de agua destilada autoclavada

(FERNANDES et al., 2017; HILLEN et al., 2012).

Figura 16 - Aelicz'tgﬁo dos 6leos egsenciais por Volatillizacéo.

Fonte: Autora (2023)
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As 3 caixas contendo cada um dos tratamentos foram manipuladas em cAmara de fluxo
e estocadas em embalagens plésticas de polietileno previamente esterilizadas em luz UV por 1
hora. Foram incubadas em estufas BOD até o momento das andlises apos 15 e 30 dias

(FERNANDES et al., 2017; PANAGOU et al., 2015).

3.5.3 Tratamento por pulverizac¢iao

Ap0s a assepsia das nozes conforme descrito anteriormente, estas foram submetidas a
pulverizacdo manual (Figura 17) até o ponto de escorrimento com solugdes contendo agua

destilada autoclavada, 3000 ppm de cada 6leo essencial mais 0,3% de Tween 20.

Figura 17 - Apllicagﬁo dos oleos esser.lciaisi)or pulve;izaqﬁo.

Fonte: Autora (2023)

Depois de secas por 15 minutos em camara de fluxo laminar ndo selada, foram
estocadas em embalagens plasticas de polietileno (Figura 18) previamente esterilizadas em luz
UV por 1 hora. As embalagens contendo cada tratamento foram incubadas at¢ o0 momento das
analises em estufas BOD. O volume de solucao utilizado para o tratamento das nozes foi medido

antes e apos a aplicacdo (PANAGOU et al., 2004; POLLETO et al., 2014).
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Figura 18 - Armazenamento das nozes Peca apds os tratamentos em sacos de polietileno para posterior
avaliagdo apds 15 e 30 dias dos tratamentos.

Fonte: Autora (2023)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RENDIMENTO DOS OLEOS ESSENCIAIS

O rendimento médio para a extragdo do OE de Alecrim foi de 1,8% (Tabela 3), sendo
uma das espécies com um dos maiores rendimentos entre as aromaticas medicinais encontradas
no mercado. Teshale et al. (2022), em um estudo com diferentes variaveis durante a extragao
por hidrodestilacdo do 6leo, como temperatura da agua da extragdo e tempo de extragao,
observaram uma amplitude de rendimento de 0,54 — 2,82%, sendo o valor médio encontrado
no presente estudo dentro do registrado. Em uma comparagdo realizada por Porte e Godoy
(2001) com diferentes estudos de rendimento por todo o mundo, os valores variaram de
aproximadamente 0,2% no Egito até 2,5% na Turquia.

O rendimento médio de dleo essencial de louro foi de 1,88% (Tabela 3), valor
enquadrado na literatura como médio a alto para a espécie e para a forma de extracdo. Ballen
et al. (2019) realizaram 4 diferentes formas de obtengao de extratos do Louro e 6leo essencial,
obtendo por hidrodestilacdo um rendimento de 1,13% (V/m). Outros autores ainda utilizando
aparatos e metodologia similares, encontraram com aproximadamente 2,5 h de tempo de
extracdo, valores de 0,22 a 1,86% de rendimento (DERWICH; BENZIANE; BOUKIR, 2009;
FERNANDEZ et al., 2018).

Tabela 3 — Rendimento médio obtido de OE de alecrim (Rosmarinus officinalis) e de louro (Laurus
nobilis), conforme a quantidade de massa fresca, massa seca e o tempo de extraco.
Rendimento médio

Massa fresca Massa Oleo Rendimento (%)
(g) seca (%) obtido (g)
Alecrim 1585,80 42,80 9,50 1,80
Louro 1176,40 46,12 7,85 1,88

Fonte: Autora (2023).

A época de coleta do material vegetal, o uso de folhas secas ou frescas, o método de
extracdo, a localizagdo e as condi¢des edafoclimaticas das plantas, entre outros fatores,
influenciam no rendimento e qualidade final do 6leo para a espécie. Testes realizados em
plantas de L. nobilis de diferentes locais em Marrocos mostraram uma performance de até 2,5%
de rendimento de Oleo. Apesar da importdncia em se obter maiores volumes de 6leo, as

qualidades organolépticas como odor e aparéncia e as atividades bioldgicas como propriedades
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quimicas e fisicas, também sdo essenciais para a valorizagdo do 6leo (BELASI et al., 2020;
YILMAZ; TIMUR; ASLIM, 2013).

Cada composto quimico € responsavel por diferentes efeitos atribuidos ao OE de
Louro, dentre os mais visados em estudos antimicrobianos estao na sua capacidade de inibi¢ao
de crescimento de microrganismos indesejaveis e seu potencial antioxidante. O 1,8-cineole ou
eucalyptol ¢ um monoterpeno eficientes no combate as substancias produzidos por fungos,
considerados majoritarios no OE de louro, assim como o linalool que se destaca contra o género
de fungos emboloradores Aspergillus, além de possuir propriedades antissépticas e antivirais
(ADJOVl et al., 2019).

Assim como para o OE de Louro, os componentes majoritarios que definem as
principais propriedades atribuidas ao OE de Alecrim tendem a ser os mesmos independente das
condi¢des das matrizes utilizadas, variando assim suas porcentagens. Ambos os 6leos possuem
como principal componente o 1,8-cineol, constituinte relacionado ao controle de diferentes
microrganismos (GARCIA et al., 2017; SOLIMAN et al., 1994).

Um dos desafios na comercializa¢ao e uso dos 6leos essenciais esta na forte interagao
que existe entre fatores ambientais e fisiologicos, pois a produgdo de metabolitos secundérios
responsaveis pelas caracteristicas atribuidas a cada espécie varia em concentragado e tipos de
ativos quimicos. Estudos especificos que correlacionem e padronizem a composicao dos OE
ainda sdo limitados, sendo indispensavel que se expandam estas informagdes futuramente, de
acordo com o aumento da demanda destes produtos (GONCALVES, MANCINELLI;
MORALIS, 2009; ZARONI et al., 2004).

4.2 DIVERSIDADE E OBTENCAO DOS FUNGOS NO LOTE DE NOZES PECA

Os fungos pertencentes ao género Aspergillus sao da familia Aspergillaceae e da classe
dos Ascomicetos. Dentro do género, existem mais de 200 espécies. As colonias sdo de
coloracdo branca no inicio de seu desenvolvimento, evoluindo para diferentes tonalidades de
verde, amarelo, amarronzado e preto (Figura 19). A principal caracteristica de identificacdo da
espécie esta em seu talo filamentoso que € constituido por hifas septadas distribuidas em

angulos de 45°, dando origem ao conidiéforo. Seus conidios sdo incolores, bastante abundantes

e redondos (TSANG et al., 2018).
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Figura 19 - Morfologia da colonia (a), imagem vista em microscopio de luz (100 x) de conididsforos
(b) e morfologia das estruturas reprodutivas (c¢) de Aspergillus sp.

Fonte: Autora (2022)

O género Penicillium pertence a familia Trichomaceae e & ordem Eurotialees. Os
fungos do género sdo conhecidos como emboloradores, assim como os do género Aspergillus,
e formam os comumente conhecidos bolor verde ou azul (Figura 20). Uma das caracteristicas
mais marcantes das espécies esta em sua forma reprodutiva assexuada, com estruturas em forma
de pincel, de onde se inspirou o nome do tdxon “penicillus”. Suas coldnias também iniciam seu
desenvolvimento em cor esbranquigada, evoluindo para uma textura pulverulenta azulada ou
esverdeada, abundante em esporos e irregulares em crescimento. Seus conidios sdo

normalmente incolores, pequenos e redondos (TSANG et al., 2018; MIRI et al., 2020).
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Figura 20 - Morfologia da colonia (a), imagem vista em microscopio de luz (100x) de conidiéforos (b)
e morfologia das estruturas reprodutivas (c) de Penicillium sp.
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Fonte: Autora (2023).

O género Cladosporium sp. pertence ao filo Ascomycota e possui hoje
aproximadamente 170 espécies verdadeiras, distribuidas por todo o mundo em diferentes
substratos, como em plantas, solos e outros tipos de fungos, podendo ser patégeno de animais,
parasitas de fungos e plantas. Uma das caracteristicas marcantes deste género € a presenca de
melanina em suas paredes celulares (Figura 21), fazendo com que tanto a colonia quanto suas
estruturas reprodutivas possuam uma cor acastanhada tipica. Seus conidios sdo pequenos e

bastante abundantes, com formato ovalado (BENSCH, 2010).
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Figura 21 - Morfologia da col6nia (a), imagem vista em microscopio de luz (100x) de micélios (b) e
morfologia das estruturas reprodutivas (¢) de Cladosporium sp.

a)

Fonte: Autora (2022)

O género Pestalotiopsis pertence ao grupo dos fungos Mitospdricos e ao subgrupo dos
Coelomicetos, onde existem 590 espécies registradas no mundo. Possuem conidioforos
hialinos, septados e formados a partir de células iniciais superiores. Seus conidios (Figura 22)
sdo bastante caracteristicos, encontrados principalmente dentro de agrupamentos chamados
picnidios visiveis a olho nl nas colonias, sendo pequenos pontos pretos e rigidos distribuidos
nas areas mais velhas de crescimento micelial. Os conidios sdo fusiformes formados por 6
células, com paredes finas, sendo a célula apical conica e com a presenga de apéndices simples

ou ramificados (BARNETT; HUNTER, 1998; SUTTON, 1998).
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Figura 22 - Morfologia da col6nia (a), imagem vista em microscopio de luz (100x) de conidios (b) e
morfologia das estruturas reprodutivas (22 dgm Pestalotiopsis sp.

Fonte: Autora (2022)

Em pelo menos duas repeticdes dos fragmentos de cada noz cultivada em meio de
cultura, pode-se observar a presen¢a de géneros Penicillium e Aspergillus, ambos com grande
importancia na degradacdo destas durante o armazenamento, além da capacidade de producdo
de aflotoxinas comprovadamente carcinogénicas quando ingeridas com frequéncia. A
predominancia em ocorréncia destes géneros também foi encontrada em 4 diferentes lotes de
nozes vindos do Rio Grande do Sul, chegando a 100% das amostras, sendo das principais
espécies: A. wentii, A. ruber, A. pseudoglaucus e A. chevalieri (GARCIA et al., 2019).

Segundo Huang e Hanlin (1975), existe uma tendéncia exponencial no aumento da
quantidade de fungos do género Aspergillus conforme o maior tempo de armazenamento das
nozes Peca e a tendéncia contraria para o género Fusarium. Nos 4 diferentes lotes de nozes de
Garcia et al. (2019), o género Fusarium foi encontrado em frequéncias de 25% a 75% das
amostras, sendo este um fungo tipico de solos também capaz de produzir aflotoxinas. Durante
a identificacdo das coldnias, o género ocorreu em somente 2 repeticdes de duas diferentes nozes,
fato que corrobora com a afirmac¢do de Huang e Hanlin (1975).

Em um estudo realizado por Terabe, Martins e Homechin (2008), onde as nozes de 3
diferentes cultivares foram avaliadas conforme a incidéncia fungica tanto nas cascas quanto nas
améndoas, a maior ocorréncia de Aspergillus, Penicillium e Fusarium foi nas améndoas,

enquanto nas cascas a maior incidéncia foi dos géneros Cladosporium e Alternaria. Apesar do
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presente estudo ter utilizado uma avaliagdo aleatdria da distribuicdo de fragmentos de casca e
das améndoas, ndo foram observadas diferencas entre as duas partes das nozes e as colonias
fingicas desenvolvidas.

Em pesquisa sobre possiveis tratamentos das nozes logo apds a colheita para uma
maior durabilidade destas, um ensaio inicial demonstrou ja& uma alta contaminac¢do por
diferentes géneros, sendo todos os encontrados nos estudos citados anteriormente. Os autores
ressaltam diversos fatores associados ao manejo das nozes durante e apds a colheita que
contribuem para a contaminacao destas, como a coleta, transporte, armazenamento e secagem.
O género Aspergillus também se mostrou o mais incidente antes e apos os tratamentos
(RIBEIRO et al., 2021).

Um dos fungos selecionados para os ensaios in vitro com o uso de Oleos essenciais
pertence ao género Pestalotiopsis, o qual ndo ¢ frequentemente citado em literatura durante a
pos-colheita, porém no presente trabalho ocorreu de forma bastante significativa entre as
amostras analisadas. A incidéncia de mancha foliar, causada por diferentes espécies do género
que sdo consideradas secundarias aproveitadoras, vem crescendo ao longo dos anos e causando
perdas econOomicas significativas em pomares do sul do Brasil (MARTINS; LAZZAROTO,
2019).

Em uma andlise dos fungos fitopatogénicos presentes tanto em flores masculinas,
flores femininas e nas nozes em si realizada em um lote vindo de Anta Gorda (RS), houve uma
incidéncia de 8% do género Pestalotiopsis somente nas cascas das nozes. No presente lote
estudado, a incidéncia foi de quase 100% das nozes, indicando que provavelmente o pomar
sofreu com a doenga durante o desenvolvimento das flores e nozes, tornando-as possiveis fontes

de propagulos e expondo-as a uma degradacao mais acelerada (POLLETO et al., 2014).
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4.3 INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DOS FUNGOS IN VITRO

4.3.1 Avaliacao do crescimento micelial dos fungos por incorporacao dos éleos

essenciais em meio de cultura

O crescimento das colonias foi registrado diariamente e organizado em pranchas
ilustrativas de acordo com o desenvolvimento destas, conforme a espécie e a concentracao do
0leo essencial utilizado (Figura 23). A capacidade de crescimento e alastro dos micélios ¢ de
grande importancia no controle de fungos, uma vez que sdo estas estruturas as responsaveis
pela assimilagdo, fixagdo e crescimento de cada espécie, proporcionando a sua reprodugdo e

disseminagdo (YAN et al., 2014).

Figura 23 - - Crescimento micelial do fungo Pestalotiopsis sp. com a incorporagao de 250, 500 ¢ 1000
ppm de 6leo essencial de Alecrim (Rosmarinus officinalis) e de Louro (Laurus nobilis), comparados
ao tratamento controle (0 ppm) a esquerda.

1000 ppm

0 ppm

R. officinalis

A partir da Figura 24 e da Tabela 4, ¢ possivel observar que ndo houve diferenca

Fonte: Autora (2022).

®

L. nobilis

estatistica sobre o indice AACCM entre a testemunha e a concentragao de 250 ppm para o 6leo
essencial de louro aplicado sob o fungo Pestalotiopsis sp., sendo que a concentragdo mais
eficiente em porcentagem de inibi¢ao foi no valor de 500 ppm, assim como para o indice [VCM.
J& para o 6leo essencial de alecrim, o valor mais eficiente de tratamento foi com 1000 ppm,
com inibi¢do de area de crescimento de 62,8% e IVCM de 20,8%, ou seja, a velocidade de

crescimento do fungo foi aproximadamente 21% mais lenta em relagdo a testemunha.
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Considerando que os 0leos essenciais sdo compostos por misturas lipofilicas com abundantes
substancias terpenoides, agem de diferentes formas com toxicidade sobre os microrganismos,
especialmente sobre as caracteristicas celulares e de membrana plasmatica das células. Porém
areagao de cada espécie flngica em relacdo a composi¢ao quimica de cada 6leo essencial pode
variar, fazendo com que possa ocorrer o estimulo tanto de crescimento quanto de esporulagdo,
com a possivel utilizacdo dos compostos complexos glicolicos como substrato pela espécie de

microrganismo em certas concentragdes (GARCIA et al., 2017; SILVA; SILVA, 2019).

Tabela 4 - Valores de Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM), Indice de
Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM), p-valor e porcentagem de inibi¢do encontrados para o
fungo Pestalotiopsis sp., por incorporagao dos 6leos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis) e

louro (Laurus nobilis).

Alecrim
Tratamento Inibi¢do Inibigdo
(ppm) AACCM (%) IVCM (%)
0 76,67 ¢ 0 0,72b 0
250 63,16 b 17,6 0,75 ¢ -4,2
500 61,02b 20,4 0,76 ¢ -5,6
1000 28,51 a 62,8 0,57 a 20,8
P valor 1,68x107"3 4,52x1012
Louro
Tratamento Inibi¢do Inibi¢do
(ppm) AACCM (%) IVCM (%)
0 69,35 ¢ 0 0,64 b 0
250 73,25 ¢ -5,6 0,75 ¢ -17,2
500 40,13 a 42,1 0,53 a 17,2
1000 56,81b 18,1 0,76 ¢ -18,8
P valor 7,13x10°% 2,28x107°

*Letras iguais na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste Scott-Knott (p>5%)
Fonte: Autora (2023).

Em um estudo realizado no Sri Lanka a fim de se avaliar o uso dos OEs de manjericao,
cravo e canela no controle de fungos, foram determinados os valores de inibicao minima e letal
para o género Pestalotiopsis de 600 ppm e 600 ppm; 600 ppm e 1000 ppm; 400 ppm e 600 ppm,
respectivamente (KODITUWAKKU et al., 2020).

Para o fungo Cladosporium sp. (Figura 24), o tratamento com maior eficiéncia na inibi¢ao
de crescimento das coldnias foi com a concentragdo de 1000 ppm para ambos os Oleos
essenciais, com porcentagem de inibi¢ao de crescimento de 42,3% para o OE de alecrim e de
30,5% para o 6leo essencial de louro (Tabela 5). O indice IVCM com a utilizagao do alecrim

ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos, com excecao da concentracdo de 1000 ppm,
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com porcentagem de inibi¢ao de 34%. Para o OE de louro, a porcentagem de inibi¢cdo do [IVCM
foi proporcional ao aumento da concentracdo do 6leo no meio, porém ndo houve diferenca

estatistica entre os tratamentos, conforme também demonstra o p- valor > 0,05.

Figura 24 - Crescimento micelial do fungo Cladosporium sp. com a incorporagdo de 250, 500 e 1000
ppm de OE de alecrim (Rosmarinus officinalis) ¢ de louro (Laurus nobilis), comparados ao tratamento
controle (0 ppm) a esquerda.

0 ppm 250 ppm 500 ppm 1000 ppm

R. officinalis

L. nobilis

Fonte: Autora (2022).

Foi estudado o uso de 6leos essenciais no controle do género Cladosporium com
intuito de conservagao de arquivos em documentos historicos, por causar danos a acervos e
colegdes especialmente compostas por celulose. Foram testados os OEs de capim-limao,
orégano, alecrim, eucalipto ¢ menta. Dentre os 6leos testados, o de alecrim e de eucalipto
apresentaram controle fiungico moderado para o Cladosporium. Os demais com alto potencial

de controle, foram testados em concentragdes acima de 10000 ppm (TOMIC et al., 2023).
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Tabela 5 - Valores de Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM), Indice de
Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM), p-valor e porcentagem de inibi¢do respectivas aos
indices para o fungo Cladosporium sp. em relagdo a incorporacao dos 6leos essenciais de alecrim

(Rosmarinus officinalis) e louro (Laurus nobilis).

Alecrim
Tratamento (ppm) AACCM Inibicdo IVCM  Inibigdo
(%) (%)
0 58,8 ¢ 0 0,49 c 0
250 51,36 ¢ 12,7 0,45 ¢ 8,2
500 55,29 b 6,0 0,52 ¢ -6,1
1000 33,93 a 423 0,32 b 34,7
P valor 3,52x10” 1,61x107°
Louro
Tratamento (ppm) AACCM Inibigdo IVCM  Inibic¢do
(%0) (%0)
0 53,1c 0 0,51a 0
250 51,58 ¢ 2,9 0,47 a 3.9
500 43,68 b 17,7 0,44 a 7,8
1000 36,92 a 30,5 0,49 a 13,7
P valor 4,91x107 0,4612

*Letras iguais na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste Scott-Knott (p>5%)
Fonte: Autora (2023)

Para a espécie Penicillium sp. (Figura 25), a porcentagem de inibi¢do para ambos os
indices foi proporcional ao aumento da concentragdo do OE de alecrim, mas ndo ocorreu
diferenca estatistica entre o tratamento com 500 ppm e a testemunha com 0 ppm. Ja com o uso
do OE de louro, todos os tratamentos diferiram estatisticamente nos valores de AACCM, sendo
o mais eficiente com 1000 ppm, com 54,1% de inibi¢ao de crescimento e 77,1% de inibi¢ao do
IVCM (Tabela 6).

Lee et al. (2020) avaliaram o potencial inibitério dos dleos essenciais de alecrim e de
capim-limao (Cymbopogon citratus) contra diferentes espécies de fungos de pods-colheita,
dentre estas, 2 espécies de Penicillium. No estudo, o capim-limdo se mostrou mais eficiente
quando comparado com o OE de alecrim para todos os fungos, com excecao das espécies do
género Penicillium, onde o OE de R. officinalis se mostrou com maior potencial de controle de
crescimento destes. O estudo ainda conclui que a porcentagem de inibi¢ao para os Penicillium

sp. iniciou a partir de 500 ppm, sendo dependente do aumento da concentracao.
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Figura 25 - Crescimento micelial do fungo Penicillium sp. com a incorporacao de 500, 750 ¢ 1000
ppm de OE de alecrim (Rosmarinus officinalis) ¢ de louro (Laurus nobilis), comparados ao tratamento
controle (0 ppm) a esquerda.

0 ppm 500 ppm 750 ppm 1000 ppm

R. officinalis : I

Fonte: Autora (2022).

Dragoni e Valoni (2009) testaram o 6leo de alecrim puro diretamente no crescimento
de colonias fingicas responsaveis por danos no pds-processamento de alimentos, dentre as
espécies testadas, estdo diferentes tipos dos géneros Aspergillus e Penicillium. Com exce¢ao do
fungo A. ochraceus e A. flavus, o OE foi capaz de inibir 100% do crescimento das demais
espécies.

A espécie Penicillium digitatum é um dos fungos de pds-colheita mais comuns
encontrado em frutas, verduras e graos, causando danos aos vegetais e diminuindo seu tempo
de prateleira. Foram testadas 6 concentragdes incorporadas ao meio de cultura, sendo de 1000
a 3500 ppm. Os valores de porcentagem de inibi¢do de crescimento das colOnias variaram
aproximadamente 17 a 50%, enquanto os valores no presente estudo variaram de 8 a 55,1%,
sendo o ultimo para 1000 ppm. Assim como pode ser observado na Figura 26, também foi
relatada a descoloracao intensa dos micélios das coldnias a partir dos 1000 ppm de concentragao

(HENDEL, LAROUS; BELBEY, 2016).
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Tabela 6 - Valores de Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM), Indice de
Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM), p-valor e porcentagem de inibi¢do respectiva aos
indices para o fungo Penicillium sp. em relacdo a incorporacdo dos dleos essenciais de alecrim

(Rosmarinus officinalis) e louro (Laurus nobilis).

Alecrim
Tratamento AACCM Inibigdo IVCM Inibigao (%)
(ppm) (%)
0 27,15¢ 0 0,49 ¢ 0
500 2499 c 8,0 0,46 c 6,1
750 17,62 b 35,1 0,32 b 34,7
1000 122 a 55,1 0,15a 69,4
P valor 3,9x101° 2,58x10®
Louro
Tratamento AACCM Inibigdo IVCM Inibigao (%)
(ppm) (%)
0 30,93 ¢ 0,0 0,35¢ 0,0
500 22,74 b 28,6 0,21b 40,0
750 22,09b 26,5 0,21b 40,0
1000 14,19 a 54,1 0,08 a 77,1
P valor 0,000 0,006

*Letras iguais na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste Scott-Knott (p>5%)
Fonte: Autora (2023).

Houve diferenca estatistica entre todos os tratamentos testados para o indice AACCM
para o fungo Aspergillus sp. (Figura 26), sendo aquele com maior porcentagem de inibi¢do de
crescimento o de 1000 ppm de OE de alecrim, com 72,5% e IVCM de 87,4%. O OE de louro
nao demonstrou diferenga entre as concentragdes nos valores obtidos em relacao a testemunha,
mas apresentou a maior porcentagem de 67,1% de inibi¢do na velocidade de crescimento com
a concentracao de 750 ppm (Tabela 7).

Bomfim ef al. (2019) testaram diferentes concentragdes com a incorporagao do OE de
alecrim contra a espécie A. flavus e determinaram um valor minimo de controle de crescimento
de 500 ppm, com porcentagem de inibi¢ao de 30,9%. Com 200 ppm do 6leo no presente estudo,
a porcentagem de inibicdo encontrada foi de aproximadamente 34,5%. J4 na concentracdo de
1000 ppm, foi calculado um percentual de controle de crescimento de 57,9%, enquanto para o
indice no mesmo valor de dilui¢ao deste trabalho, foi encontrado aproximadamente 75,2% de
inibicao.

Para Lee (2020), onde foram avaliadas concentracdes crescentes de 0 a 2500 ppm, com
aproximadamente 130 ppm ocorreu a inibi¢ao de 38% no crescimento das colonias de A4. flavus,

mas nao ocorreram diferencas estatisticas para o valor minimo de controle de crescimento e os
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valores de 128, 150 e 175 ppm. O valor maximo foi de 2500 ppm, com 90% de inibigdo de
crescimento. Apesar de varios estudos demonstrarem a capacidade antifungica do OE de
alecrim, Pereira et al. (2006) nao relataram diferencas no desenvolvimento de duas espécies de

Aspergillus com a incorporagdo do 6leo nas concentragdes de 0 a 2000 ppm.

Tabela 7 - Valores de Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM), Indice de
Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM), p-valor e porcentagem de inibi¢ao respectiva aos
valores para o fungo Aspergillus sp. em relacdo a incorporacao dos 6leos essenciais de alecrim

(Rosmarinus officinalis) e louro (Laurus nobilis).

Alecrim
Tratamento (ppm) AACCM Inibigao IVCM Inibigao
(%0) (%0)
0 42,6d 0 0,87 ¢ 0
200 34,52 ¢ 19 0,61b 29,9
750 17,96 b 57,8 0,23 a 73,6
1000 10,58 a 75,2 0,11a 87,4
P valor 4,491 x10°® 5,74 x107
Louro
Tratamento (ppm) AACCM Inibigao IVCM Inibigao
(%0) (%0)
0 4331 ¢ 0 0,76 ¢ 0
500 23,75b 45,2 0,38 b 50
750 15,6 b 64 0,25b 67,1
1000 19,19b 55,7 0,3b 60,5
P valor 0,000 0,009

*Letras iguais na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste Scott-Knott (p>5%)
Fonte: Autora (2023).

O aumento da porcentagem de inibi¢do do fungo Aspergillus sp. sendo proporcional
ao aumento da concentracdo do 6leo de louro em meio de cultura também ¢ verificado em
literatura, onde diferentes estudos relatam a inibicao total das colonias entre 1750 e 2000 ppm
(Figura 26). Em uma pesquisa onde o OE de L. nobilis foi utilizado a fim de se testar sua
capacidade de preservacdo de graos de trigo, a espécie 4. flavus foi totalmente controlada in
vitro com 1750 ppm. Com a incorporagdo de 1000 ppm, a porcentagem de inibi¢do de
crescimento foi de aproximadamente 32%, enquanto no presente estudo, com 500 ppm de OE
o valor de inibigdo de crescimento das colonias foi de 45,2% (ALIGIANNIS et al., 2001;
BELASLI et al., 2020).
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Figura 26 - Crescimento micelial do fungo Aspergillus sp. com a incorporacdo de 200, 500 e 1000
ppm de OE de alecrim (Rosmarinus officinalis) e de louro (Laurus nobilis), comparados ao tratamento
controle (0 ppm) a esquerda.

0 ppm 200ppm 500 ppm _ 1000 ppm

R. officinalis

500ppm 750 ppm 1000 ppm

L. nobitis

Fonte: Autora (2022)

Apesar dos valores de inibicdo para ambos os indices ndo terem variado
estatisticamente a partir de 500 ppm de concentragdo do OE de louro, para Belasli ef al. (2020),
onde o 6leo também foi incorporado ao meio de cultura e testado em diferentes concentragdes,
a porcentagem de inibicdo de crescimento encontrada com 1500 ppm foi de 76,1%, enquanto
no presente estudo, com 750 ppm foi possivel controlar o crescimento das colonias em 64%.

Conforme ja ressaltado anteriormente, a composi¢do quimica e consequentemente a
atividade antifingica dos Oleos extraidos depende de diversos fatores, como as condig¢des
ambientais e fisiologicas da planta matriz. Porém, os compostos majoritarios e suas agdes
conhecidas tendem a prevalecer em analises quimicas de acordo com a espécie vegetal.

Foi possivel observar menor sensibilidade aos compostos de ambos os oOleos
essenciais pelas espécies Pestalotiopsis sp. € Cladosporium sp., com menor porcentagem de
inibi¢do em seu crescimento. Enquanto para os fungos Penicillium sp. e Aspergillus sp., a
variacdo na porcentagem de inibicdo de crescimento foi menor, mas ocorreram valores mais

significativos, demonstrando maior potencial de controle pelos 6leos.



62

4.3.2 Avaliacio do crescimento micelial dos fungos por volatilizacdo dos dleos

essenciais

Realizados os ensaios por volatilizacdo dos 6leos essenciais de alecrim e de louro,

foram organizadas pranchas ilustrativas para cada fungo testado, de acordo com o 6leo essencial

[1Pb]

utilizado e sua dosagem. Para cada situacdo, dois ensaios foram avaliados: antes (cenario “a
correspondentes as pranchas) e ap0s a retirada dos algoddes contendo os OEs (cenario “b”). A

retirada dos dleos pode indicar os possiveis efeitos destes sobre os fungos, como controle de

\

crescimento ou dano permanente a morte, conforme seu desenvolvimento ao longo da

avaliagao.

Figura 27 - Crescimento micelial do fungo Pestalotiopsis sp. com as aliquotas de 100, 140 ¢ 180 uL de
OE de alecrim (Rosmarinus officinalis) e 40, 80 ¢ 100 pL. de louro (Laurus nobilis), comparados ao
tratamento controle (0 ul) acima, antes (a) e apds (b) a retirada dos algoddes contendo os OEs.

0 pL. OFE alecrim / e, N 0 uL. OE louro

L L

40 pL 80 L

Fonte: Autora (2023).

Soylu et al. (2010) relataram em um experimento em que compararam o uso de
diferentes OEs, dentre eles o de alecrim, e os efeitos destes foram mais eficientes com a
aplicagdo por volatilizagdo dos 6leos puros do que por incorporagao destes em meio de cultura.

Para o fungo Pestalotiopsis sp. (Figura 27), todos os tratamentos com OE de alecrim
diferiram da testemunha, com exce¢do do IVCM apos a retirada dos algoddes, onde com 100
uL houve 30% de inibig¢ao na velocidade de crescimento, nao diferindo do tratamento controle,

onde 140 pL e 180 pL foram estatisticamente iguais, com 64,3% e 100% de inibigao,
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respectivamente. Para AACCM, as médias também foram agrupadas em apenas 2 grupos apos
a retirada dos algoddes, com 4,5% de inibicdo na area crescimento para 100 uL e 80,3% e

81,5% para 140 pL e 180 pL, respectivamente (Tabela 8).

Tabela 8 - Valores dos indices de Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM), Indice
de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) e porcentagem de inibicdo destes para o fungo
Pestalotiopsis sp., antes e ap0s a retirada do algoddo contendo os OEs de alecrim (Rosmarinus

officinalis) e de louro (Laurus nobilis).

OE Alecrim
Antes Apos
Tratamento AACCM Inibigdo IVCM  Inibigdo | AACCM Inibigdo IVCM  Inibigdo
(%0) (%) (%0) (%0)

0 nL 35,58 ¢ 0% 1,28 ¢ 0% 67,43 b 0% 0,7b 0%
100 uL 28,17b 20,8% 1,02 b 20,3% 64,36 b 4,6% 0,49 b 30,0%
140 uL. 4,14 a 88,4% 0,0a 100,0% 1326a  80,3% 0,25 a 64,3%
180 pL. 4,14 a 88,4% 0,0a 100,0% | 12,48a  81,5% 0,0 a 100,0%
P valor 2,20x10° 5,53x10 5,03x10 2,24x10°

16 11 10 02
OE Louro
Antes Apos
Tratamento AACCM Inibigdo IVCM  Inibicdo | AACCM Inibigdo IVCM  Inibicao
(%) (%0) (%0) (%)

0 pL 35,85Db 0,0% 1,34 b 0% 94,28 b 0% 0,65b 0%
40 pL 4,14 a 88,5% 0,0a 100% 26,92b  71,4% 0,62 b 4,6%
80 nL 4,14 a 88,5% 0,0a 100% 8,68 a 90,8% 0,0 a 100,0%
100 uL 4,14 a 88,5% 0,0a 100% 8,68 a 90,8% 0,0 a 100,0%
P valor 2,2x10°16 2,217210‘ 1,6x10!" 3,19x10°

5

*Letras iguais na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste Scott-Knott (p>5%)
Fonte: Autora (2023).

A partir de 140 puL, o crescimento micelial do Pestalotiopsis sp. foi 88,4% inibido,
assim como sua velocidade de crescimento foi 100% controlada. Com 100 puL, 20,8% foi a
porcentagem de inibi¢do. Em um estudo realizado utilizando o 6leo essencial de cardamomo
por volatilizacdo em frutas de Rambutdo contra o fungo, ndo houve diferencas significativas
entre as doses de 30 uL e 300 puL no crescimento micelial do fungo, demonstrando alta
sensibilidade deste em relagdo aos compostos volateis do 6leo (CHAIDECH; NATHAN, 2023).

Para o 6leo essencial de louro, todo os tratamentos foram capazes de inibir em 100%
o crescimento micelial das colonias. Apods a retirada dos algoddes contendo o OE, com a
aliquota de 40 pL, houve um percentual de 71% de inibi¢do de crescimento e apenas 5% na

velocidade de crescimento em relacdo a testemunha, demonstrando que a partir de 80 puL, o
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6leo essencial de louro foi capaz de controlar em 100% o desenvolvimento do fungo apo6s 7

dias de contato.

Figura 28 - Crescimento micelial do fungo Cladosporium sp. com as aliquotas de 50 ¢ 100 pL de OE
de alecrim (Rosmarinus officinalis) € 50, 100 e 150 pL. de louro (Laurus nobilis), comparados ao
tratamento controle (0 puL) acima, antes (a) e ap6s (b) a retirada dos algoddes contendo os OEs.

0 uL OE alecrim(. 0 uL OE louro
50 uL 100 pL

Fonte: Autora (2022).

O fungo Cladosporium sp. (Figura 28) também obteve uma inibi¢do maior no
crescimento com menores aliquotas do OE de louro, quando comparado ao de alecrim, porém
todos os tratamentos difeririam da testemunha antes da retirada dos oleos. A porcentagem de
inibi¢do para AACCM e para o IVMC das doses de 50 pL e 100 pL de alecrim foram
respectivamente 53,3% e 79,0%; e 47,9% e 100%. Apos a retirada do OE, para o indice de
crescimento ndo houve diferenca estatistica, enquanto para o IVCM, 100 pL inibiu em
aproximadamente 73% a velocidade de crescimento micelial (Tabela 9).

Para AACCM com o OE de louro, todas as aliquotas alcancaram uma porcentagem de
inibi¢do de crescimento de 79% e uma porcentagem de inibi¢ao de velocidade de crescimento
de 100%. Apos a retirada do OE em 11 dias de contato direto, a velocidade de crescimento em
50 uL foi de apenas 8%, ndo se distinguindo da testemunha, enquanto a porcentagem de

inibi¢do para 100 pL e 150 pL caiu para aproximadamente 87% (Tabela 9).
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Tabela 9 - Valores dos indices de Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM), Indice
de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) e porcentagem de inibicdo destes para o fungo
Cladosporium sp., antes e ap6s a retirada do algodao contendo os OEs de alecrim (Rosmarinus

officinalis) e de louro (Laurus nobilis).

OE Alecrim
Antes Apos
Tratamento AACCM Inibigdlo IVCM  Inibigdo | AACCM Inibicdo IVCM  Inibigdo
(%0) (%0) (%0) (%0)
0 pL 3291 ¢ 0% 0,48 c 0% 20,83 a 0% 0,29 b 0%
50 uL. 15,37b 53% 0,25b 48% 16,39 a 21% 0,24 b 17,2%
100 pLL 6,89 a 79% 0,0 a 100% 15,92 a 24% 0,08 a 72,4%
P valor 1,82x10" 3,83x10" 6,66x10 1,7x107
5 4 1
OE Louro
Antes Apos
Tratamento AACCM Inibigio IVCM Inibicdo | AACCM Inibicdo IVCM  Inibigdo
(%0) (%0) (%0) (%0)
0 uL 37,15b 0% 0,44 b 0% 41,0 c 0% 0,40 b 0%
50 nL. 7,92 a 78,7% 0,02 a 95% 11,1b 73,1% 0,37b 7,5%
150 pL 7,64 a 79,4% 0,0 a 100% 58a 85,8% 0,15a 62,5%
100 uL 7,64 a 79,4% 0,0 a 100% 4,9 a 88,0% 0,07 a 82,5%
P valor 2,16x10° 2,10x10° 2,16x10° 2,78x10
11 10 9 2

*Letras iguais na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste Scott-Knott (p>5%)
Fonte: Autora (2023)

Em um estudo onde foi testado o 6leo essencial de Ocimum micranthum (Alfavaca-
de-galinha), cujos compostos majoritarios sdo bastante similares aos dos OEs utilizados no
presente trabalho, duas espécies do género Cladosporium foram inibidas de forma proporcional
ao aumento da dose. Para o 6leo de O. micranthum, a dose minima de inibi¢ao foi de 125 pL,
considerado entdo com forte efeito fungicida (YAGUACHE; RADICE; SCALVENZI, 2018).

Entende-se a importancia do género Cladosporium principalmente na degradacao na
pos-colheita de diversos produtos. Os OEs de Melaleuca, Menta e Pinheiro foram comparados
em sua forma de vapor contra o C. cladosporioides, com os efeitos também volateis de um oleo
fungicida. No estudo, as doses variaram de 183 a 669 puL/L e foi possivel observar que para esta
espécie em especifico, houve bastante sensibilidade e maior poder de inibicdo quando

comparado com outros fungos de pds-colheita (SZCZERBANIK et al., 2007).
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Figura 29 - Crescimento micelial dos fungos Aspergillus sp. (a esquerda) e Penicillium sp. (a direita)
com as doses de 50 e 100 uL. de OE de alecrim (Rosmarinus officinalis), comparados aos tratamentos
controle respectivos (0 pL) acima, antes (a) e apds (b) a retirada dos algoddes contendo os OEs.

0 pL OE alecrim 0 pLL OE alecrim

Fonte: Autora (2023).

O ¢leo essencial de louro foi o mais eficiente na inibigcdo dos fungos Aspergillus sp. e
Penicillium sp. (Figuras 29 e 30), com valores de 88 a 100% de inibig¢do para ambos os indices
e sem mudangas significativas ap6s a retirada dos algoddes contendo o 6leo essencial. Para o
OE de alecrim, os indices variaram de 79 a 100% para o Penicillium, enquanto de 63 a 100%
para o Aspergillus (Tabelas 10 e 11). Além da alta capacidade de inibi¢do de crescimento para
ambas as espécies flungicas, j4 a partir da menor dose testada de 50 pL, ocorreu a

despigmentacdo das hifas que se desenvolveram.
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Tabela 10 - Valores dos indices de Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM), Indice
de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) e porcentagem de inibicdo destes para o fungo
Aspergillus sp., antes e ap0s a retirada do algodao contendo os OEs de alecrim (Rosmarinus

officinalis) e de louro (Laurus nobilis).

OE Alecrim
Antes Ap6s
Tratamento AACCM Inibicado IVCM Inibicido | AACCM Inibicao IVCM Inibigao
(%) (%0) (%) (%)
0 pL 17,1b 0,0% 0,49 b 0,0% 8,98 b 0,0% 0,34 b 0,0%
50 uL. 6,39 a 62,6% 0,03 a 93,9% 249 a 72,3% 0,04 a 88,2%
100 pLL 6,39 a 62,6% 0,02 a 95,9% 2,28 a 74,6% 0,0 a 100,0%
P valor 5,15x10° 6,24x10° 2,25x10° 3,03x10?
10 7 2
OE Louro
Antes Apos
Tratamento AACCM Inibi¢do IVCM Inibicdo | AACCM Inibicao IVCM Inibigao
(%) (%0) (%) (%)
0 uL 28,49 b 0,0% 0,95b 0% - - - -
50 nL. 6,0 a 78,9% 0,0a 100% - - - -
100 pLL 6,0 a 78,9% 0,0 a 100% - - - -
P valor 2,67x107 3,25x10° - -
9

*Letras iguais na coluna nio diferem entre si, pelo Teste Scott-Knott (p>5%)
Fonte: Autora (2023)

Testadas diferentes doses de OE de Alfavaca, o fungo A. niger apresentou alta
sensibilidade em seu crescimento conforme o aumento da aliquota utilizada, com 63,6% de
controle em seu crescimento com 100 pL do oleo. Apesar de similares os compostos
majoritarios do OE com os 6leos testados, com 100 pLL ambos os OE de louro e de alecrim
obtiveram 100% de inibicdo no controle do fungo do género Aspergillus (YAGUACHE;
RADICE; SCALVENZI, 2018).

Apesar de no presente estudo o OE de alecrim ter apresentado alta eficiéncia contra o
fungo Penicillium sp., em um trabalho realizado por Valcova et al. (2021), onde foram testadas
diversas aliquotas do mesmo OE em 3 diferentes espécies do mesmo género fungico, ndo foram
obtidos resultados positivos, ou seja, nenhuma quantidade de 6leo aplicada por volatilizagao
causou qualquer inibicdo no crescimento fingico. Tal fato provavelmente se deve pelas

espécies testadas, manipulacdo do 6leo ou época e local de obtengdo do 6leo.
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Tabela 11 - Valores dos indices de Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM), Indice
de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) e porcentagem de inibigdo destes para o fungo
Penicillium sp., antes e ap0os a retirada do algodao contendo os OEs de alecrim (Rosmarinus
officinalis) e de louro (Laurus nobilis).

OE Alecrim
Antes Apos
Tratamento AACCM Inibicdo IVCM  Inibi¢do | AACCM Inibicdo  IVCM  Inibigdo
(%0) (%0) (%) (%)
0 pL 31,9b 0% 2,1b 0% 21,7b 0% 2,9 0%
50 nLL 85a 73,3% 0,0 a 98,1% 2,7a 87,6% 0,1 100,0%
100 pLL 6,0 a 81,2% 0,0 a 100,0% 2,0a 90,8% 0,0 100,0%
P valor 3,35x10° 0,1 ?,32){10‘ 0,5
4
OE Louro
Antes Apos
Tratamento AACCM Inibicdo IVCM  Inibicdo | AACCM Inibicdo  IVCM Inibigdo
(%) (%) (%) (%0)
0 uL 13,77b 0% 0,51b 0% 13,27 b 0% 0,28 b 0%
50 pnL 5,05a 63,3% 0,02 a 96,1% 33a 75% 0,03 a 89,3%
100 pL 50a 63,7% 0,0 a 100,0% 3,1a 77% 0,0 a 100,0%
P valor 4,88x10" 1,378x10' 1,3 19x10‘ 2,73x10
10

*Letras iguais na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste Scott-Knott (p>5%)
Fonte: Autora (2023)

Yang e Clausen (2007) utilizaram diferentes OEs por volatilizacdo para avaliar o
crescimento de fungos degradadores da madeira, dentre eles o 6leo de alecrim. Foi constatado
que este ndo surtiu quase nenhum efeito sobre o aparecimento do fungo Aspergillus sp., porém
causou 100% de inibi¢do sobre os géneros de Penicillium que foram encontrados na
testemunha. Além disto, foi avaliada a capacidade de penetracdo dos compostos volateis dos
OEs e constado que o tratamento destes sob a superficie nao diferiu das demais camadas do

material aplicado.
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Figura 30 - Crescimento micelial dos fungos Aspergillus sp. (a esquerda) e Penicillium sp. (a direita)
com as doses de 50 ¢ 100 pL. de OE de louro (Laurus nobilis), comparados aos tratamentos controle
respectivos (0 pL) acima, antes (a) e apds (b) a retirada dos algoddes contendo os OEs.

0 pL. OE louro -y 0 pL OF louro

Fonte: Autora (2023).

E possivel observar pelos resultados obtidos que o uso dos 6leos essenciais puros em
ambiente controlado por volatilizagdo causou maior letalidade e controle de inibicdo em todas
as espécies fungicas, quando comparado com o método empregado por incorporagdo dos 6leos
essenciais em meio de cultura. Porém o volume de 6leo necessario utilizado no presente ensaio

foi significativamente maior em relagdo ao método anterior.

44 CONTAGEM DE CONIDIOS

Logo apds o encerramento dos ensaios por volatilizagao e por incorporagdo dos 6leos
essenciais, foi realizada a contagem dos conidios de cada placa por tratamento, € a quantidade
encontrada comparada com a quantidade de conidios produzidas pelos tratamentos controle.
Apds os ensaios fungitoxicos por volatilizagdo, nenhuma das espécies flngicas produziu
conidios com os tratamentos aplicados. Todas as doses testadas com ambos os 6leos essenciais
foram capazes de inibir 100% da producdo total das estruturas.

Os compostos volateis presentes nos 6leos, quando aplicados diretamente nos fungos

pelo método de volatilizagdo, apresentam maior intensidade de controle quando comparado
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com os efeitos causados pela incorporacdo dos OE em solugdes, e podem causar danos
permanentes as paredes celulares. Apesar dos efeitos que os diferentes compostos presentes nos
Oleos essenciais causam sobre cada espécie fungica serem variaveis, ¢ consentido que seus
constituintes alteram principalmente as propriedades das paredes celulares, como
permeabilidade, causando a perda citoplasmatica das células e as levando a morte
(CAVANNAGH, 2009).

ApoOs os ensaios fungitoxicos por incorporacao dos dleos essenciais em meio de
cultura, com exce¢ao do Cladosporium sp., todas as espécies produziram conidios apds os
tratamentos. O fungo Pestalotiopsis sp., apesar de afetado em crescimento micelial e
desenvolvimento das colonias, teve sua produgdo de conidios estimulada pelos tratamentos de
forma proporcional ao aumento das concentragdes por incorporacao dos 6leos essenciais. Com
destaque para o tratamento com 1000 ppm de OE de louro, que estimulou em mais de 500% a
produgdo de conidios quando comparado com a testemunha. A unica concentragdo que foi
capaz de inibir a produ¢do de conidios para o fungo, foi com 500 ppm de OE de alecrim, com
uma diminuicao de 26,7% em relagao a testemunha.

Os fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium foram significativamente afetados em
produgdo de conidios conforme o aumento das concentracdes dos OEs. Os resultados mais
expressivos foram com o uso do 6leo essencial de louro com as colonias de Aspergillus, onde
a partir de 200 ppm ja houve uma diminui¢do de aproximadamente 96% na producdo, sem
diferenga estatistica entre os tratamentos. Para o OE de alecrim, ¢ possivel notar que a
porcentagem de inibi¢do dobra, chegando a 100% com 1000 ppm (Tabela 12).

Para o Penicillium sp. os tratamentos com maior potencial de inibicdo em produgao de
conidios foram os com 1000 ppm, com valores proximos entre os dois OEs. Com 200 ppm, o
6leo de louro alcangou uma porcentagem muito maior de inibicdo do que o OE de alecrim,

demonstrando um potencial maior de inibi¢do com menores concentragdes (Tabela 12).
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Tabela 12 — Porcentagem de inibi¢do de produgdo de conidios para os fungos Penicillium sp. e
Aspergillus sp. conforme o aumento da concentracdo de OE de alecrim (Rosmarinus officinalis) e de
louro (Laurus nobilis).

Concentracio dos oleos Penicillium sp. Aspergillus sp.
essenciais Alecrim Louro Alecrim Louro
0 ppm 0d 0b Oc Oc
200 ppm 15,5¢ 80,4 Db 49,2 b 95,7b
500 ppm 73,3 b 83,0b 95,0 a 973 a
1000 ppm 973 a 96,2 a 100,0 a 99,2 a

*Letras iguais na coluna nio diferem entre si, pelo Teste Scott-Knott (p>5%)
Fonte: Autora (2023)

45 METODOS DE APLICACAO E TRATAMENTO COM OS OLEOS ESSENCIAIS
DAS NOZES-PECA

A quantidade de solucdo necessaria para cada método de aplicacdo foi calculada,
resultando em uma média de absor¢ao de 9,3% do total pelo método de imersdo das nozes. Pela
aplicagdo por pulverizac¢do, ndo foi possivel mensurar a quantidade de solugao utilizada, uma
vez que a aplicagdo consumiu menos de 0,5 ml.

De acordo com as 5 nozes amostrais utilizadas para célculo de teor de umidade antes
das aplicacdes e apos, as nozes originalmente contaram com uma média de 4,3% de teor
umidade. Apds a aplicagdo por imersdo, volatilizacdo e pulverizacdo, o teor de umidade médio
encontrado foi de 11,7%, 6,7% e 11,3%, respectivamente. De acordo com Gongalves et al.
(2021), a umidade em nozes Peca acima de 7% pode causar perda de qualidade destas, uma vez
que ocorre a absor¢do de tanino presente na casca pelas améndoas, tornando seu sabor amargo,
além de propiciar a proliferacio de agentes degradadores, como fungos e insetos
(VENKATACHALAM; SATHE, 2006).

A quantidade de agua presente nas nozes, ou teor de umidade, influencia diretamente
na velocidade de reagdes quimicas, fisicas e metabdlicas, fazendo com que o tempo de prateleira
destas seja consideravelmente alterado. Estima-se que TUs acima de 7,5% podem estimular o
desenvolvimento de principalmente bolor apdés 16 semanas, enquanto com 9% apresentam
sinais de proliferagdo fingica em 4 semanas de armazenamento em temperatura ambiente
(GONCALVES et al.2021; RIBEIRO; BOTH; WAGNER, 2020; VENKATACHALAM,;
SATHE, 2006).
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Ao final dos ensaios, com 15 e 30 dias apds os métodos de tratamento, as imagens
capturadas em fotografia foram organizadas em pranchas ilustrativas dos resultados obtidos. A
partir das Figuras 31, 33, 34, 36, 37 ¢ 39, € possivel observar que ocorreu grande aleatoriedade
nos resultados visiveis, enquanto alguns fragmentos apresentaram predominancia de colonias
similares, outros variaram em morfologia das colonias entre os tratamentos e entre as proprias
nozes, o que impossibilitou uma andlise estatistica significativa. Tal fator provavelmente se da
pelo controle anterior as analises, onde o manejo das nozes pelo agricultor variou em controle,
assim como pode ter ocorrido a mistura de lotes de nozes de safras mais antigas com a atual de

2022 utilizada, conforme relatado pelo proprio agricultor.
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Figura 31 - Prancha ilustrativa do crescimento final das colonias fingicas apos 15 dias de aplicagdo
por imersao, com 3000 ppm de OE de alecrim “a” (Rosmarinus officinalis) ¢ 3000 ppm de OE de
louro (Laurus nobilis), onde: coluna “T0” contendo as nozes de tratamento controle (0 ppm) e “Ny” as
nozes que passaram por tratamento, com suas respectivas repeti¢oes “Ry”.

Fonte: Autora (2023).
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Como demonstrado na figura 32, o método de aplicacao dos 6leos essenciais por
imersdao das nozes em solugdao com 3000 ppm de cada OE resultou em uma média de
aproximadamente 31,6% de nimero de coldnias finais a menos para o tratamento com OE de
louro e 36,8% para o OE de alecrim, ap6s 15 dias de tratamento, e ap6s 30 dias uma diminui¢ao
de 40% e 27%, respectivamente. Pelo método de aplicacdo por pulveriza¢ao (Figura 35), ¢
possivel notar que houve um aumento de 11,4% no niimero de colonias finais para o tratamento
com OE de louro e uma diminui¢ao de 8,6% para o OE de alecrim apds 15 dias, e ap6s 30 dias,

com 18,2% a menos com ambos os tratamentos.
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Figura 32 - Numero de colonias que se desenvolveram diariamente por noz, apos 15 (a) e 30 (b) dias
de aplicacdo por imersdo das nozes, de acordo com o tratamento controle com 0 ppm, com 3000 ppm
de OE de alecrim (Rosmarinus officinalis) e 3000 ppm de louro (Laurus nobilis).
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Fonte: Autora (2023).

Pelo método de aplicagdo por volatilizagdo de 200 pL dos OEs nas nozes, foi
observado (Figura 38) um aumento de 12,1% no numero de colonias apds 15 dias de tratamento
com ambos os 6leos e apos 30 dias, um aumento de 10% para o OE de louro e uma diminui¢ao

de 19,5% para o OE de alecrim.
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Assim como relataram Ribeiro ef al. (2021), o lote inicial testado no presente estudo
j& contava com um alto indice de contaminacao por diferentes tipos de fungos de pos-colheita,
assim como demonstram os resultados obtidos pelas testemunhas e em todos os métodos de
aplicagdo testados, mesmo apds a assepsia destas, revelando a presencga interna e ativa dos
fungos nas nozes. De acordo com os autores, as principais espécies contaminantes
encontradas foram Aspergillus sp., Penicillium sp., Cladosporium sp., Fusarium sp. e
Alternaria sp.

Além dos estudos necessarios para se compreender como cada espécie de OE age em
cada fungo, o método de aplicagdo destes ¢ de grande importancia, uma vez que pode afetar a
eficiéncia dos 6leos e a forma como eles interagem e afetam o produto que esta sendo aplicado.
A porosidade, densidade, permeabilidade e a composicdo do material tratado devem ser
consideradas quando pensamos em formas de aplicacdo. Riccioni et al. (2019) ao testarem
diferentes formas e OEs no tratamento de sementes de grao de bico para consumo humano,
constataram que por imersao das sementes, os resultados foram expressivamente mais eficientes
no controle do fungo quando comparados a aplicacdo por pulverizagdo, porém a necessidade
de solugdo para aplicagdo foi 3 vezes maior, questionando-se assim os custo-beneficio do

método.
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Figura 33 - Prancha ilustrativa do crescimento final das colonias fingicas apds 30 dias de aplicagdo
por imersdo, com 3000 ppm de OE de alecrim “a” (Rosmarinus officinalis) e 3000 ppm de OE de
louro “b” (Laurus nobilis), onde: coluna “T0” contendo as nozes do tratamento controle (0 ppm) e
“Ny” as nozes que passaram por tratamento, com suas respectivas repeticoes (Ry).

Fonte: Autora (2023).

Além do método de aplicacdo, o momento em que se faz o tratamento utilizando-se

OEs também deve ser levado em consideragdo ao reproduzir estudos na area. Riccioni et al.
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(2019) apontaram que a imersdo de sementes de grao-de-bico a campo mostrou resultados
inferiores quando comparados com os resultados obtidos em laboratdrio, enquanto Rolli et al.
(2014) demonstraram que OEs com alto teor de alcoois monoterpénicos ¢ aldeidos podem
apresentar uma maior atividade fitotoxica e dependendo do momento de aplicagdo, causar
alelopatia e prejudicar o desenvolvimento de plantulas.

Os estudos sobre métodos de aplicacdo devem ser voltados diretamente a cada
Patossistema de interesse devido ao grande numero de varidveis que cada interagdo entre
espécie fungica e produto a ser tratado apresenta, a fim de se evitar efeitos adversos. A dose, a
concentragdo e a duragdo dos tratamentos influenciam diretamente nos resultados esperados.
Santos (2018), ao realizar a imersao de sementes de feijao em diferentes concentragdes de OE
de cravo, constatou que quanto maior a quantidade de OE utilizada na solu¢do, menor a

germinagdo das sementes, mas maior o controle de fungos fitopatogénicos.
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Figura 34 - Prancha ilustrativa do crescimento das colonias flingicas apds 15 dias de aplicagdo dos
o6leos essenciais por pulverizacdo, com 3000 ppm de OE de alecrim “a” (Rosmarinus officinalis) e
3000 ppm de OE de louro “b” (Laurus nobilis), onde: coluna “T0” contendo as nozes do tratamento
controle (0 ppm) e “N,” as nozes que passaram por tratamento, com suas respectivas repeticoes (Ry).

Fonte: Autora (2023).
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Apesar de diversos estudos apontarem maior potencial de controle e letalidade aos
fungos quando utilizado o método por volatilizacio de OEs puros em ambientes selados, a
fitotoxidez que alguns compostos presentes nestes ficam mais evidentes e podem causar danos
ao material vegetal testado, como queimaduras em tecidos mais tenros e crescimento e
germinagdo de mudas. Porém considerando que compostos aromaticos sdo altamente volateis,
a fitotoxicidade pode diminuir com a exposicdo dos produtos tratados ao longo do tempo

(AJAYI et al. 2014; NASCIMENTO, 2021).

Figura 35 - Numero de colonias que se desenvolveram por dia ap6s 15 (a) e 30 (b) dias de aplicagdo
por pulverizacdo, de acordo com o tratamento controle ¢ com 3000 ppm de OE de alecrim
(Rosmarinus officinalis) e de 3000 ppm de OE de louro (Laurus nobilis).
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Assim como no presente estudo, Hillen et al. (2012) utilizaram 200 pL. de OE puro de
alecrim, candeia e palmarosa a fim de se testar possiveis efeitos toxicos dos compostos
presentes nos 6leos em sementes de feijao, soja e milho. No trabalho, os autores evidenciaram
que cada oleo afetou a germinacao de formas completamente diferentes de acordo com a espécie
vegetal. Portanto existem diversas interagdes que devem ser consideradas e determinadas antes
de se propor um tratamento especifico para cada espécie e finalidade do produto final.

O uso de plantas aromaticas e medicinais para a preservacao de alimentos € bastante
antiga na histéria humana, dentre as mais conhecidas esta o louro, que por possuir alto teor de
monoterpenos oxigenados, as folhas da espécie apresentam elevado potencial contra fungos
danosos aos alimentos cultivados, com destaque contra as espécies dos géneros Aspergillus e
Penicillium. Santamarina et al. (2015) testaram os Oes de louro e de cravo, que sdo amplamente
utilizados na culindria, na preservacao durante o armazenamento de arroz e constataram que a
eficiéncia destes contra os fungos de pds-colheita e armazenamento dependeu diretamente do

nimero de dias em que ficou estocado, da dose utilizada e da espécie fungica.
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Figura 36 - — Prancha ilustrativa do crescimento das coldnias fungicas ap6s 30 dias de aplicagdo por
pulverizacdo, com 3000 ppm de OE de alecrim “a” (Rosmarinus officinalis) ¢ 3000 ppm de OE de
louro “b” (Laurus nobilis), onde: coluna “T0” contendo as nozes do tratamento controle (0 ppm) e

“Ny” as nozes que passaram por tratamento, com suas respectivas repeticoes (Ry).
< TE -

Fonte: Autora (2023).
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Dragoni e Vallone (2009) apontam a crescente necessidade e demanda dos
consumidores em adquirir produtos fabricados cada vez menos com aditivos quimicos, por
razoes que variam desde escolhas pessoais a novas evidéncias que surgem, e ressaltam possiveis
danos que esses aditivos causam a satde e ao meio ambiente. Os Oes, portanto, vem se tornando
importantes candidatos a substituicdo destes compostos quimicos sintéticos na industria
alimenticia, mas ainda apresentam alguns desafios em relagdo a possibilidade de alterarem o
sabor e aroma de alimentos.

Diferentes tipos de nozes e améndoas apresentam similares desafios quando a
estocagem destas ap6s a colheita ¢ realizada sem acesso a tecnologia de ambientes controlados
e manejo adequado, realidade que representa boa parte da cultura da nogueira Peca que vem
crescendo no Brasil. O alto teor de lipidios torna as nozes bastante atrativas a diversos
organismos biodegradadores. Lorini, Bonaldo e Mendes (2016) testaram o efeito volatil de
diferentes OEs em Castanhas-do-Brasil, dentre eles o 6leo de alecrim, a fim de se aumentar o
tempo de prateleira contra fungos de pos-colheita. Assim como no presente estudo, as améndoas
foram avaliadas em 2 periodos diferentes apos os tratamentos e foi constatado que dentre as
espécies testadas, o uso de 100 pL. de OE de alecrim estimulou o desenvolvimento de todos os
fungos. Portanto € necessario encontrar concentragdes que sejam eficientes para diferentes tipos

de aplicacao.
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Figura 37 - Prancha ilustrativa do crescimento das colonias fingicas apds 15 dias de aplicacdo por
volatilizagdo de 200 pL. de OE de alecrim “a” (Rosmarinus officinalis) e 200 pL. de OE de louro “b”
(Laurus nobilis), onde: coluna “T0” contendo as nozes do tratamento controle (0 ppm) e “N,” as
nozes que passaram por tratamento, com suas respectivas repeticdes (Ry).

Fonte: Autora (2023).
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Varios compostos quimicos responsaveis pelos efeitos de controle fungico sdo
volateis, portanto, podem se dissipar e perder seu potencial biocida conforme o material tratado
¢ exposto ao ambiente. A partir dos graficos gerados com os resultados obtidos apos 15 e 30
dias dos diferentes métodos de aplicagdo, ¢ possivel observar que quando as nozes foram
tratadas por pulverizagdo, a quantidade de colonias detectadas nos fragmentos foi menor com
30 dias de avaliacdo (figura 42). Nas nozes tratadas por volatilizagdo, a quantidade de colonias
por noz se manteve similar em ambos os momentos de avaliagdo, com uma menor contagem
para o tratamento com OE de alecrim apos 30 dias (figura 46). No caso da aplicagdo por imersao
das nozes, ¢ visivel que os tratamentos com OEs difeririam de forma mais expressiva do

tratamento testemunha, com uma média de 5 colOnias a menos diariamente.
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Figura 38 - Nuimero de colonias que se desenvolveram por dia ap6s 15 e 30 dias de aplicacdo por
volatilizagdo, de acordo com o tratamento controle com 0 uL. e com 200 uL. de OE de alecrim
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Em um estudo onde diferentes formas de armazenagem de nozes Peca foram testadas,
a fim de se comparar a porcentagem de proliferacao de fungos de pos-colheita antes e apos os
tratamentos, em nozes provenientes da cultivar Barton, Ribeiro et al. (2021) destacaram a maior
vulnerabilidade da espécie aos fungos devido a alta porosidade da sua casca e por ficar
normalmente em contato com o solo por um periodo muitas vezes longo. Os autores também
detectaram uma alta incidéncia fungica antes da aplicacdo de diferentes tratamentos, mas
encontraram diferencas significativas na proliferagao destes conforme estocadas em menores
temperaturas e atmosfera controlada.

Assim como encontrado no lote de nozes no presente estudo, os géneros que possuem
maior incidéncia e influéncia no tempo de armazenagem € o Aspergillus e Penicillium, ambos
que visualmente foram mais expressivos em ocorréncia no método de aplicagdo por
volatilizagdao de 200 pL de cada 6leo puro, indicando que o controle destes por este método foi
menor quando comparado aos outros dois métodos testados (Ribeiro et al., 2021; Ribeiro et al.

2020).
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Figura 39 - Prancha ilustrativa do crescimento das coldnias fingicas apds 30 dias de aplicagdo por
volatilizagdo de 200 pL de OE de alecrim “a” (Rosmarinus officinalis) € 200 pL. de OE de louro “b”
(Laurus nobilis), onde: coluna “T0” contendo as nozes do tratamento controle (0 ppm) e “N,” as
nozes que passaram por tratamento, com suas respectivas repetigoes (Ry).
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Fonte: Autora (2023).
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Os métodos de aplicagdo para preservacao de produtos no geral mais empregados sao
por imersao e por pulverizagdo, técnicas ja bastante conhecidas e utilizadas por produtores no
geral. Apesar da maior facilidade, sabe-se que o uso de insumos como solu¢ao ¢ muito maior
do que quando feito o tratamento dos produtos por volatilizagio. E necessario que se faga uma
avalia¢do econdmica para determinacdo da viabilidade das diferentes técnicas a fim de se
concluir qual a mais eficiente. A volatilizacao de 6leos essenciais também depende de um
ambiente vedado e controlado, além da relagdo dos compostos com o volume atmosférico e de

produtos tratados.
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5 CONCLUSAO

Ambos os Oleos essenciais apresentaram um rendimento préximo pelo método de
extragdo empregado, de aproximadamente 1,8%, valor considerado médio a alto em
comparag¢do a outras espécies encontradas em literatura.

Os ensaios fungitoxicos in vitro demonstraram que cada espécie fungica foi afetada de
forma distinta em todas as concentragoes testadas, apresentando maior ou menor sensibilidade
aos compostos quimicos dos oleos essenciais de alecrim e de louro. A porcentagem de inibigao
para todos os fungos foi proporcional ao aumento da concentracdo de Oleo essencial
incorporada ao meio de cultura, com destaque para o OE de alecrim para os fungos
Pestalotiopsis sp., Cladosporium sp., e Penicillium sp.

Para os ensaios fungitdxicos por volatilizagdo dos 6leos essenciais puros, foi possivel
observar alta letalidade para todas as espécies. Para o fungo Pestalotiopsis sp., 100% de inibi¢ao
foi alcangada com 40 pl de OE de louro, assim como foi para o fungo Cladosporium sp. e
Aspergillus sp. com 50 ul do mesmo. Ja para o fungo Aspergillus sp., a maior porcentagem de
inibi¢do alcancada foi com 100 pl de OE de alecrim. Em todos os casos, ap6s a retirada do
algoddao contendo o o6leo, o desenvolvimento do fungo ndo se alterou ou diminuiu
significativamente, indicando que os OEs foram capazes de causar danos metabdlicos
permanentes.

Para os testes de formas de aplicagdo dos 6leos essenciais diretamente nas nozes, foi
possivel observar que a aplicagdo por imersdao causou a maior diminui¢do na contagem de
colonias por nozes, quando comparada com os outros 2 tipos testado, com destaque para a
solugdo contendo 3000 ppm de OE de louro. Porém o método foi o que causou o maior aumento
no teor de umidade das nozes.

Apesar do uso de 0leos essenciais vir crescendo nos tltimos anos, tanto pela demanda
por produtos menos toxicos como pelo manejo alternativo de produtos agricolas, foi possivel
identificar em literatura uma grande lacuna entre propostas de pesquisa e a aplicabilidade dos
resultados que sdo gerados. A interagdo entre fungos e os inimeros compostos metabolicos que
estdo presentes nas plantas aromadticas e medicinais ainda traz muitas questdes que sao

essenciais para o desenvolvimento de produtos de origem natural.
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