—

UNIVERSIDADE DE BRASILIA

FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA

BIOATIVIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE TOMILHO E DO TIMOL

COMO FUMIGANTE NO CONTROLE DE Aspergillus flavus CCUB1405

IN VITRO E EM CASTANHA-DO-BRASIL (Bertholletia excelsa H. B. K.)
DURANTE O ARMAZENAMENTO

CAROLINE ROSA DA SILVA

DISSERTACAO DE MESTRADO EM AGRONOMIA

BRASILIA, DF
JANEIRO, 2021



—

UNIVERSIDADE DE BRASILIA

FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA

BIOATIVIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE TOMILHO E DO TIMOL

COMO FUMIGANTE NO CONTROLE DE Aspergillus flavus CCUB1405

IN VITRO E EM CASTANHA-DO-BRASIL (Bertholletia excelsa H. B. K.)
DURANTE O ARMAZENAMENTO

CAROLINE ROSA DA SILVA

DISSERTACAO DE MESTRADO EM AGRONOMIA

ORIENTADOR: Dr. ERNANDES RODRIGUES DE ALENCAR

BRASILIA, DF
JANEIRO, 2021



UNIVERSIDADE DE BRASILIA

FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA

BIOATIVIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE TOMILHO E DO TIMOL

COMO FUMIGANTE NO CONTROLE DE Aspergillus flavus CCUB1405

IN VITRO E EM CASTANHA-DO-BRASIL (Bertholletia excelsa H. B. K.)
DURANTE O ARMAZENAMENTO

CAROLINE ROSA DA SILVA

Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pods-
Graduacdo em Agronomia, como parte dos requisitos

necessarios & obtencdo do Grau de Mestre em Agronomia.

APROVADO POR:

ERNANDES RODRIGUES DE ALENCAR, Dr. Professor Associado UFV — DEA
(Orientador)

MARCIO ANTONIO MENDONCGA, Dr. Professor Adjunto UnB — FAV
(Examinador Externo)

ELIANA DOS SANTOS LEANDRO, Dra. Professora Adjunta UnB — FS

(Examinador Externo)

BRASILIA, DF
JANEIRO, 2021



FICHA CATALOGRAFICA

SILVA, Caroline Rosa da

BIOATIVIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE TOMILHO E DO
TIMOL COMO FUMIGANTE NO CONTROLE DE Aspergillus
flavus CCUB1405 IN VITRO E EM CASTANHA-DO-BRASIL
(Bertholletia excelsa H. B. K.) DURANTE O ARMAZENAMENTO /
Caroline Rosa da Silva; orientador Ernandes Rodrigues de Alencar. —
Brasilia, 2021

55 p.
Dissertacdo de Mestrado (Pds-graduacdo em Agronomia) —
Universidade de Brasilia/Faculdade de Agronomia e Medicina

Veterinaria, 2021.

1. Oleo essencial. 2. Castanha-do-Brasil. 3. Controle de fungos.
4. Agente fungicida. 5. Agente fungistatico. 6. Armazenamento.

Orientacdo: Prof°. Dr. Ernandes Rodrigues de Alencar

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
SILVA, C. R. Bioatividade do 6leo essencial de tomilho e do timol como fumigante no controle de

Aspergillus flavus CCUB1405 in vitro e em castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa H. B. K.)
durante o armazenamento. 2021. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) - Universidade de Brasilia,
Brasilia, 2021.

Cesséo de direitos

Nome do Autor: Caroline Rosa da Silva

Titulo: Bioatividade do 6leo essencial de tomilho e do timol como fumigante no controle de
Aspergillus flavus CCUB1405 in vitro e em castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa H. B. K.) durante
0 armazenamento

Grau: Mestre Ano: 2021

E concedida & Universidade de Brasilia permissdo para reproduzir copias desse relatorio e para
emprestar ou vender tais copias somente para propdsitos académicos e cientificos. O autor reserva - se
a outros direitos de publicacdo, e nenhuma parte desse relatério pode ser reproduzida sem a

autorizacao por escrito do autor.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais e minha irma.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, pois Ele eu ndo teria conseguido chegar até
aqui e continuar seguindo em frente.

A minha familia, que sempre me ajudou e me apoiou durante a vida e meus
estudos.

Ao professor Dr. Ernandes Rodrigues de Alencar, pela possibilidade de trabalhar
e crescer nessa area.

Ao doutorando Wallas Felippe de Souza Ferreira, pela ajuda que sempre
forneceu.

Aqueles que ajudaram na realizacdo deste trabalho, professores e técnicos dos
laboratérios, estudantes de graduacdo e pds-graduacdo orientandos pelo professor Dr.
Ernandes Rodrigues de Alencar.

A Universidade de Brasilia (UnB), por fornecer a possibilidade de estudo e por
todos os seus professores que contribuiram com isso.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),

pelo auxilio financeiro com a bolsa de estudos.



SUMARIO

LISTADE FIGURAS ...ttt ettt nne s viii
LISTA DE TABELAS ...ttt bbbt sn b b IX
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ...t X
RESUMO ...ttt ettt s h et s et e b e s e s b e e bt e st e e b e e be e st e s reenbeeneenreenre e xi
ABSTRACT ettt ettt et e st e e s bt he e s b e et e e Rt e be e s be e Rt e nbeenteane e beenteaneenre s xiii
1. INTRODUGAOD.......cooeeeeieeieeeeee ettt 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ........oooveeieeeeeeeeeeeee st senes s 3
2.1. Castanna-do-Brasil..........cccccueiiiiiiee e 3
2.1.1. BIOTANICA. ...ttt bbbt 3
2.1.2. IMPOITANCIAL ...ttt ere s 4
2.1.3. POS-COINBITA ......eeieeieiee bbbttt ne s 5
2.2. Género Aspergillus e Aspergillus flavus............ccoevviiiiicie e 6
2.2. 1. GENEIO ASPEIGIIUS ...ttt 6
2.2.2.  Aspergillus flavus € as aflatoXinas..........cccccveieieieiii i 7
2.3. LI L0011 1 T TSRS 8
2.3.1. 2T Lo TSR 8
2.3.2. IMPOrtancia e tratos CUITUIAIS .........coiiieiiiice e e 9
2.4. LI | ST 10
241, ODEENGAD. .. ctiieititeee et 10
2.4.2. PrOPIIEUAUBS ...ttt ettt et e e s b e be e e sbeeta e besreebesteeneeenas 10
3. METODOLOGIA ..ottt bttt et nne e 11
3.1 Oleo essencial de tomilno € tIMOL..........c.coevuevceieeeieeeeeeee e, 11
3.2 Caracterizacdo do 6leo essencial de tomilNo .........cccooeiiiiiiiiiiic 11
3.3. Atividade antiflngica do dleo essencial de tomilho e timol..............ccccooveiiiiiieennn. 11
3.3.1.  Avaliacdo da atividade antifingica in VItrO.........cccocovviiiinnineisee s 11

3.3.2.  Avaliacdo da atividade antifingica em castanha-do-Brasil durante o armazenamento 13

3.4. Delineamento experimental ..o 14

vi



4. RESULTADOS ...t 15

4.1. Caracterizacdo do 6leo essencial de tomilno .........cccoceiiiiiiiiiiie e 15
4.2. Atividade antifungica do dleo essencial de tomilho e timol...........ccccooeiiiiiiinnn 16
4.2.1.  Avaliacdo da atividade antifingica in VIitro............ccccceveieeiine i 16

4.2.2.  Avaliagdo da atividade antifungica em castanha-do-Brasil durante o armazenamento 24

5. DISCUSSAD ...ttt 27
5.1. Caracterizacdo do 6leo essencial de tomilho .........cccoceiiiiiiiiiiic e 27
5.2. Atividade antifingica do 6leo essencial de tomilho e timol ............cccccevvveiiirennnne. 28

5.2.1.  Avaliagdo da atividade antifingica iN VItFO...........ccocvririneieinise e 28

5.2.2.  Avaliacdo da atividade antifingica em castanha-do-Brasil durante o armazenamento 29
6. CONCLUSOES ..ottt 31

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........c.ooeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeesaeseeses s, 32

vii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Perfil cromatografico referente a composicdo do 6leo essencial de tomilho. ........ 15

Figura 2 - Curvas de regressdo referentes ao didametro das col6nias de Aspergillus flavus
durante exposicdo ao Oleo essencial de tomilho por fumigacdo, imediatamente depois da
inoculagdo, em diferentes concentragfes Por até 240 N.........cccocverriiiiieinienene e 17

Figura 3 - Curvas de regresséo referentes ao didmetro das col6nias de Aspergillus flavus
durante exposi¢cdo a solugdo etanolica de timol por fumigacgdo, imediatamente depois da

inoculacdo, em diferentes concentragdes por até 240 N...........cccccvevviviiieie e 19

Figura 4 — Diametros médios das coldnias de Aspergillus flavus, depois de 168 h da

interrupcao da fumigacao por dleo essencial de tomilho em diferentes concentragdes, a 30 °C.

Figura 5 - Diametros médios das colonias de Aspergillus flavus, depois de 168 h da

interrupcdo da fumigacao por solucdo etandlica de timol em diferentes concentraces, a 30 °C.

viii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Composicao quimica do 6leo essencial de tomilho............cccocvvievieiicic i, 16

Tabela 2 - EquacBes de regressdao ajustadas com seus respectivos coeficientes de
determinacdo (R?), erro padréo da estimativa (EPE), o didmetro das colbnias estimado pela
equacdo de regressdo e percentual de inibicdo do crescimento micelial (ICM) referentes ao
didmetro das coldnias de Aspergillus flavus durante exposicdo ao 6leo essencial de tomilho
por fumigacdo, imediatamente depois da inoculacdo, em diferentes concentracdes por até 240
o OSSPSR PRSRSRPRN 18

Tabela 3 - EquacBes de regressdo ajustadas com seus respectivos coeficientes de
determinacdo (R?), erro padréo da estimativa (EPE), o didmetro das col6nias estimado pela
equacdo de regressdo e percentual de inibicdo do crescimento micelial (ICM) referentes ao
diametro das coldnias de Aspergillus flavus durante exposicdo a solucdo etandlica de timol
por fumigacdo, imediatamente depois da inoculacdo, em diferentes concentracdes por até 240
o S STRSRSTSTSSURORSRPRN 20

Tabela 4 - Diametros médios das coldnias de Aspergillus flavus expostas ao 6leo essencial de
tomilho e a solucdo etandlica de timol por fumigacdo, depois de 72 h da inoculagdo no meio
de cultura, em diferentes concentragdes, Por 240 € 336 N........cccooeviiiiiiiieieee e 23

Tabela 5 - Percentual de infeccdo por Aspergillus flavus em castanha-do-Brasil exposta a
fumigacdo por O6leo essencial de tomilho em diferentes concentracdes, durante o

armazenamento em condi¢cdes ambiente, Por 60 dias...........cccvevvereiiieieeie s 25

Tabela 6 - Percentual de infeccdo por Aspergillus flavus em castanha-do-Brasil exposta a
fumigacdo por solucdo etandlica de timol em diferentes concentragbes, durante o

armazenamento em condi¢des ambiente, POr 60 diaS.........cccerereriririnisieiee s 25



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

°C graus Celsius

AFPA Aspergillus flavus e parasiticus Agar
EC European Commission

EPE Erro Padréo da Estimativa

FAQO Food and Agricultural

FDA Food and Drug Administration

g Grama

h Hora

IARC International Agency for Research on Cancer
IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
ICM Inibigdo do Crescimento Micelial

kg Kilograma

uL Microlitro

pg Micrograma

mg Miligrama

MGI Mycelial Growth Inhibition

min Minuto

mL Mililitro

mm Milimetro

pH Potencial hidrogenionico

ppb Partes por bilhdo

ppm Partes por milhdo

R? Coeficiente de determinacéo

WHO World Health Organization



RESUMO

Bioatividade do 6leo essencial de tomilho e do timol como fumigante no controle de
Aspergillus flavus CCUB1405 in vitro e em castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa H. B.

K.) durante o armazenamento

As améndoas de castanha-do-Brasil tém grande importancia por serem ricas em antioxidantes
como o selénio e acidos graxos insaturados, como o oleico e o linoleico. Entretanto, as
améndoas sdo susceptiveis de contaminacdo, especialmente por toxinas de Aspergillus flavus.
Essa espécie € a principal produtora de aflatoxinas, micotoxina de maior importancia no que
se refere a alimentos, sendo que sua ingestao esta associada a efeitos agudos e crénicos. Dessa
forma, o controle desse microrganismo em alimentos é fundamental. Nesse cenario, diferentes
6leos essenciais tém sido testados no controle de fungos. Entdo, o objetivo do presente estudo
foi avaliar a bioatividade do 6leo essencial de tomilho e do timol como fumigantes no
controle de Aspergillus flavus in vitro e em castanha-do-Brasil durante o armazenamento. O
perfil do 6leo essencial de tomilho foi analisado por cromatografia gasosa com espectrometria
de massa. As concentracdes do 6leo essencial de tomilho foram O (controle), 50, 100, 250,
500, 750 e 1.000 mg/L. As concentracdes da solucdo etanolica de timol foram definidas a
partir do percentual de timol no 6leo essencial de tomilho. No ensaio in vitro, o didmetro das
col6nias foi medido a cada 12 h até 144 horas e depois a cada 24 h até chegar em 240 h.
Determinou-se o percentual de inibicdo do crescimento micelial (ICM), considerando-se 240
h de incubacdo. Para avaliar a atividade antifingica do 6leo essencial de tomilho e do timol
em castanha-do-Brasil, inicialmente efetuou-se a inoculacdo com A. flavus. Depois as
amostras foram expostas a fumigacdo com 6leo essencial de tomilho e com solucédo etandlica
de timol, adotando-se as concentragdes que ocasionaram efeito fungicida na avaliagéo in vitro.
As amostras foram mantidas em condi¢cbes ambiente, sendo analisadas no inicio do
armazenamento e a cada 15 dias, até 60 dias. Verificou-se que 0s compostos majoritarios no
6leo essencial de tomilho foram p-cimeno e timol, com percentuais equivalentes a 45,20 e
37,62%, respectivamente. As concentracdes testadas da solugéo etanolica de timol foram de O;
18,8; 37,6; 94,1; 188,1; 282,2 e 376,2 mg/L. No que se refere aos tratamentos com o0leo
essencial de tomilho, verificou-se crescimento das col6nias de A. flavus somente quando se

adotaram as concentragdes de 50 e 100 mg/L. O dleo essencial de tomilho, nas concentracbes

Xi



de 500, 750 e 1.000 mg/L, atuou como agente fungicida no controle de A. flavus. Com relagéo
a solucgdo etandlica de timol, houve crescimento micelial somente no tratamento controle (0
mg/L) e naqueles correspondentes a 18,8 e 37,6 mg/L. A solucdo etandlica de timol, nas
concentracdes de 188,1, 282,2 e 376,2 mg/L, atuou com agente fungicida sobre A. flavus.
Quanto ao efeito do 6leo essencial de tomilho e da solucéo etandlica de timol no controle de A.
flavus em castanha-do-Brasil durante a o armazenamento, houve redugdo significativa do
percentual de infeccdo, sendo essa tendéncia mais acentuada a medida que se elevou a
concentracdo desses compostos. Concluiu-se que o 6leo essencial de tomilho aplicado como
fumigante, nas concentragdes de 500, 750 e 1.000 mg/L, atua com agente fungicida sobre A.
flavus; a solucdo etandlica de timol aplicada como fumigante, nas concentraces de 188,1,
282,2 e 376,2 mg/L, atua com agente fungicida sobre A. flavus; nas condi¢Ges adotadas no
presente estudo, em geral, o 6leo essencial de tomilho apresentou resultados similares a
solucdo etandlica de timol, quando aplicados como fumigantes no controle de A. flavus; o
6leo essencial de tomilho e a solucdo etandlica de timol sdo capazes de controlar A. flavus em
castanha-do-Brasil por até 45 dias de armazenamento, sendo mais efetivos quando adotadas as

concentracdes de 1.000 mg/L e 376,2 mg/L, respectivamente.

Palavras-chave: Oleo essencial; castanha-do-Brasil; controle de fungos, agente fungicida,

agente fungistatico; armazenamento.
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ABSTRACT

Bioactivity of thyme essential oil and of thymol as a fumigant in the control of
Aspergillus flavus CCUB1405 in vitro and in Brazil nuts (Bertholletia excels H. B. K.)
during storage

Brazil nuts are of great importance because they are rich in antioxidants such as selenium and
unsaturated fatty acids, such as oleic and linoleic. However, almonds are susceptible to
contamination, especially by Aspergillus flavus toxins. This species is the main producer of
aflatoxins, mycotoxin of greatest importance with regard to food, and its ingestion is
associated with acute and chronic effects. Thus, the control of this microorganism in food is
essential. In this scenario, different essential oils have been tested to control fungi. So, the
objective of the present study was to evaluate the bioactivity of thyme essential oil and
thymol, as a fumigant in the control of A. flavus in vitro and in Brazil nuts during storage. The
profile of the essential oil of thyme was analyzed by gas chromatography with mass
spectrometry. Thyme essential oil concentrations were 0 (control), 50, 100, 250, 500, 750 and
1,000 mg/L. The concentrations of the ethanol solution of thymol were defined based on the
percentage of thymol in thyme essential oil. In the in vitro test, the diameter of the colonies
was measured every 12 h up to 144 hours and then every 24 h until it reached 240 h. The
percentage of mycelial growth inhibition (MGI) was determined, considering 240 h of
incubation. To evaluate the antifungal activity of thyme essential oil and thymol in Brazil nuts,
inoculation with A. flavus was initially carried out. Then the samples were exposed to
fumigation with thyme essential oil and with ethanol solution of thymol, adopting the
concentrations that had fungicidal effect in the in vitro evaluation. The samples were kept in
ambient conditions, being analyzed at the beginning of storage and every 15 days, up to 60
days. The major compounds in thyme essential oil were found to be p-cymene and thymol,
with percentages equivalent to 45.20 and 37.62%, respectively. The tested concentrations of
the ethanol solution of thymol were 0; 18.8; 37.6; 94.1; 188.1; 282.2 and 376.2 mg/L. With
regard to treatments with thyme essential oil, A. flavus colonies grew only when the
concentrations of 50 and 100 mg/L were adopted. The thyme essential oil, when the
concentrations of 500, 750 and 1,000 mg/L were used, acted as a fungicidal agent in the

control of A. flavus. Regarding the ethanol solution of thymol, mycelial growth occurred only
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in the control treatment (0 mg/L) and in those corresponding to 18.8 and 37.6 mg/L. The
ethanol solution of thymol acted as a fungicidal agent on A. flavus, at concentrations of 188.1,
282.2 and 376.2 mg/L. Regarding the effect of thyme essential oil and ethanol solution of
thymol in the control of A. flavus in Brazil nuts during storage, there was a significant
reduction in the percentage of infection, this trend being more accentuated as the
concentration increased of these compounds. It was concluded that the essential oil of thyme
applied as a fumigant, in concentrations of 500, 750 and 1,000 mg/L, acts as a fungicidal
agent on A. flavus; the ethanol solution of thymol applied as a fumigant, in concentrations of
188.1, 282.2 and 376.2 mg/L, acts with a fungicidal agent on A. flavus; under the conditions
adopted in the present study, in general, the essential oil of thyme showed results similar to
the ethanol solution of thymol, when applied as fumigants in the control of A. flavus; the
essential oil of thyme and the ethanol solution of thymol are capable of controlling A. flavus
in Brazil nuts for up to 45 days of storage, being more effective when adopting concentrations
of 1,000 mg/L and 376.2 mg/L, respectively.

Keywords: Essential oil; Brazil nuts; fungi control, fungicidal agent, fungistatic agent; storage.
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1. INTRODUCAO

A castanha-do-Brasil ou castanha-do-paré (Bertholletia excelsa H. B. K.) é uma planta
arborea da Amazonia da familia Lecythidaceae, sendo a Unica espécie do género Bertholletia
e que produz frutos arredondados que contém de 10 a 25 améndoas por fruto (MORI, 1992;
CATENACCI, 2016). As améndoas tém grande importancia, por ser rica em antioxidantes
como o selénio e acidos graxos insaturados como o oleico e o linoleico (SHAHIDI; TAN,
2008). Em 2016, a producdo permaneceu concentrada na regido Norte do Brasil, sendo que o
Amazonas deteve 33,2% da producdo (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA - IBGE, 2017). Durante a colheita e pos-colheita, as améndoas sio
susceptiveis de contaminacio, especialmente por toxinas de Aspergillus flavus (MULLER;
CALZAVARA, 1989).

O género Aspergillus se destaca por espécies que formam conidioforos eretos com
vesicula apical, estipe ndo septada e célula basal curta. A espécie A. flavus forma colénias
flocosas de 25 a 70 mm de didmetro com coloracao esverdeada ou amarelada. O crescimento
Otimo ocorre com temperatura em torno de 33 °C, associada a atividade de agua em torno de
0,80. Essa espécie é a principal produtora de aflatoxinas, a micotoxina de maior importancia
no que se refere a alimentos (PITT; HOCKING, 2009a), sendo que sua ingestdo esta
associada a efeitos agudos e cronicos (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2018).
Os valores maximos permitidos para aflatoxinas em castanha-do-Brasil é de 10 ppb para o
produto sem casca destinado a consumo direto, 15 ppb para o produto sem casca que sera
submetido a processamento e 20 ppb para o produto com casca destinado a consumo direto
(BRASIL, 2011). Entdo, é fundamental a adog&o de técnicas no intuito de se evitar a sintese
dessa micotoxina nas diferentes matérias-primas.

Nesse cenario, diferentes 0leos essenciais tém sido testados no controle de fungos,
inclusive daqueles produtores de micotoxinas. Diferentes partes de plantas podem ser
utilizadas para a extracdo de 6leos esséncias, uma mistura complexa que resulta em um
liquido aromatico e volatil. Os compostos que o constituem podem ser terpenos, terpendides,
fenilpropenos e outros (HYLDGAARD et al., 2012), com destaque para 0S monoterpenos e
sesquiterpenos (CHEE et al., 2009; HYLDGAARD et al., 2012). Dentre as espécies de
plantas que tém sido estudadas como fonte de Oleos essenciais e cujos Seus compostos
apresentam propriedades antimicrobianas, destaca-se o tomilho (Thymus wvulgaris L.)
(SEGVIC KLARIC et al., 2007; MOTA et al., 2012).



O tomilho é uma lamiacea de importancia que possui tricomas glandulares, nos quais
ficam armazenados o0s Gleos essenciais, com destaque para 0 composto monoterpeno timol
(STAHL-BISKUP; VENSKUTONIS, 2006). O timol tem varias propriedades benéficas para
a saude nos sistemas respiratdrio, cardiovascular, nervoso, digestivo, € anti-inflamatorio,
antimicrobiano, entre outros (SALEHI et al., 2018).

Alguns autores tem relatado efeito fungicida do déleo essencial de tomilho. Kumar et al.
(2008) analisaram o efeito do 6leo essencial de tomilho sobre A. flavus in vitro. Esses autores
adicionaram 06leo essencial de tomilho ao meio de cultura e observaram inibicdo do
crescimento micelial em concentragdo de 0,7 uL/mL e controle da produgéo de aflatoxina B1
com concentragdo de 0,6 pL/mL. Lopez-Meneses et al. (2015) verificaram que o Gleo
essencial de tomilho na concentragdo de 1.000 uL/L (ensaio de contato) inibiu totalmente o
desenvolvimento de Fusarium moniliforme e reduz significativamente a germinacdo de
esporos de Aspergillus parasiticus.

O timol é um composto tem sido testado no controle de fungos, inclusive A. flavus
(MISHRA et al., 2013). Em estudos in vitro (ensaio de contato), foi verificado que o timol é
capaz de gerar espécies reativas do oxigénio e com isso induzir a producdo de éxido nitrico, o
que afeta a integridade e viabilidade dos esporos (SHEN et al., 2016). O timol também causa
apoptose (morte) celular, via o bloqueio no fluxo dos ions de potéssio (HU et al., 2018).

Apesar das pesquisas encontradas na literatura, tem-se a necessidade de realizagéo de
outros estudos com dleo essencial de tomilho e do seu composto majoritario (timol) no
controle de fungos, em especial aqueles aflatoxigénicos. A maioria dos estudos foi realizada
in vitro e com ensaio de contato. Entdo, a aplicagdo como fumigante é uma alternativa para o
uso desses compostos e, adicionalmente, testes em alimentos é fundamental. Sendo que, a
fumigacdo é quando um composto quimico que a determinada temperatura e pressao fica no
estado gasoso em uma concentracdo letal para determinado organismo (BOND, 1984). Em se
tratando de castanha-do-Brasil, o controle de A. flavus por 6éleo essencial de tomilho e timol
sera de extrema importancia, tendo em vista o potencial dessa espécie de sintetizar aflatoxinas.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a bioatividade do 6leo essencial de tomilho e do
seu composto majoritario (timol) como fumigante no controle de Aspergillus flavus in vitro e

em castanha-do-Brasil durante o armazenamento.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Castanha-do-Brasil
2.1.1. Botanica

A castanha-do-Brasil ou castanha-do-para (Bertholletia excelsa H. B. K.) é uma planta
arbérea da Amazonia, que faz parte da familia Lecythidaceae, sendo a Unica espécie do
género Bertholletia (MORI, 1992; CATENACCI, 2016). Essa espécie é encontrada em
regides de florestas ndo inundadas, chamada de “terra firme”, sendo que sua distribuicao se
estende pelos paises da Bolivia, Colémbia, Guiana e Guiana Francesa, Peru, Suriname,
Venezuela, Trindade e Tobago. No Brasil, tem distribuicdo nos Estados do Acre, Amazonas,
Amapéa, Mato Grosso, Para, Ronddnia e Roraima (CATENACCI, 2016).

Essa planta forma agrupamentos chamados de castanhais e esta presente em areas com
precipitacdo anual de 1.400 a 2.800 mm, sendo preciso de dois a cinco meses de seca para 0
desenvolvimento correto (MAUES et al., 2015). As arvores podem atingir de 12 a 50 m,
apresentar tronco cilindrico e casca acinzentada com fissuras longitudinais e casca interna
amarela. As folhas apresentam dimensbes de 12-36 x 6,5-15,5 cm, glabras, com textura
cartacea a coriacea e papilas na face abaxial, as margens sdo inteiras. A inflorescéncia é do
tipo panicula axilar ou terminal. As flores sdo zigomorfas com 3-3,5 cm de didmetro, possuem
duas sépalas verdes e seis pétalas creme-amareladas, quatro ou cinco léculos no ovério e cada
I6culo pode ter de seis a oito dvulos. Os frutos sdo indeiscentes e geralmente arredondados,
com 10 a 25 sementes por fruto. As améndoas sdo fusiformes e triangulares com testa espessa,
destacando-se por permanecer nos frutos devido a pequena abertura que esses apresentam.

As caracteristicas florais e dos frutos dessa espécie podem variar bastante, inclusive na
mesma planta. Alguns exemplos de variacdo sdo: o nimero de estames que podem variar de
80 a 130; podem ocorrer frutos com 3 e 6 léculos; estilo de tamanho variavel; frutos de
diferentes formatos e tamanhos com dimensdes de 10-12,5 x 10-12,5cm a 16 x 14 cm; e a
varia¢do na quantidade de améndoas por fruto, sendo comum 17-18 améndoas (CATENACCI,
2016; MORI; PRANCE, 1990).

A producdo de castanha-do-Brasil é predominantemente extrativista. A floracdo ocorre
de acordo com o regime hidrico da regido, iniciando no final da estacdo chuvosa e durando
alguns meses (MORI, 1992). O desenvolvimento dos frutos ocorre durante aproximadamente
15 meses, desde o inicio do desenvolvimento até a maturacdo. As arvores provenientes do
plantio de sementes comecam a produzir ap6s oito anos e as enxertadas apos 3,5 anos

intensificando com seis anos. Os dados de produtividade variam bastante, sendo de 6 a 8 kg



de améndoas por planta para plantas com 30 anos a 12,5 kg por planta para aquelas com 21
anos. A variacdo ocorre pelo tipo de cuidado que se tem com os castanhais, se sdo castanhais

nativos ou cultivados, origem da planta, entre outros (MAUES et al., 2015).

2.1.2. Importancia

A castanha-do-pard € a espécie mais importante entre as plantas neotropicais da
familia Lecythidaceae. A sua exploracao ja ocorria durante o periodo do Brasil Coldnia, sendo
inclusive exportada nessa época para a Europa (MORI; PRANCE, 1990).

Em 2019, o Brasil liderava a producdo de castanha-do-Brasil e, considerando-se o
produto com casca, a producdo foi de 32.905 toneladas, seguido pela Bolivia com 31.146
toneladas (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS -
FAO, 2021). No mesmo ano, a extracdo vegetal no Brasil totalizou 4,4 bilhGes de reais, sendo
que o grupo de produtos alimenticios é responsavel por 1,2 bilhdes desse valor. Os produtos
alimenticios sdo o maior grupo entre produtos ndo madeireiros de extracdo vegetal. A
castanha-do-Brasil corresponde a 11,1% do valor do grupo alimenticio, atras apenas do acai e
erva-mate. 1sso equivalente a uma producdo de 32,9 mil toneladas que alcancou R$ 135,8
milhdes. Isso representou uma reducgédo na quantidade da producdo quando comparada ao ano
de 2018, mesmo assim, o valor da produgdo aumentou (IBGE, 2020). A producéo brasileira
de castanha-do-Brasil se concentra na regido Norte, sendo o Estado do Mato Grosso o Unico
fora dessa regido. Dentre os Estados produtores, em 2016 destacaram-se 0 Amazonas, que
liderava a producdo com 33,2%, seguido pelo Acre com 19,7%, Pard com 13,7% e Roraima
com 5,4%, correspondendo a 71,8% da producdo brasileira (IBGE, 2017).

A castanha-do-Brasil é composta principalmente por lipideos (60,9-67,3%), seguido
de proteinas (14 a 16,5%), carboidratos (10,9 a 15,9%) e fibras (7,5-7,9%). E rica em é&cidos
graxos insaturados, destacando-se os acidos oleico e linoleico. O teor de acidos graxos
saturados é considerado baixo. Possui diversos compostos antioxidantes como compostos
fendlicos, flavonoides, tocoferol ou vitamina E, fitoesterois e esqualeno. O principal
antioxidante e nutriente de maior interesse nessa castanha é o selénio. Sua quantidade varia
com a origem do produto, podendo ir de 5 a 29,9 pg/g, mas € considerada a melhor fonte
alimenticia desse nutriente. Possui outros micronutrientes como magnésio, potassio, calcio,
cobre e zinco. Essas caracteristicas implicam em beneficios para a saude, tais como reducao
do colesterol do sangue, do risco de céncer e de doencas cardiovasculares, entre outros
(CARDOSO et al., 2017; SHAHIDI; TAN, 2008).



2.1.3. Pds-colheita

A colheita ocorre durante alguns meses do periodo chuvoso. E recomendada a limpeza
embaixo das arvores produtoras para evitar a mistura com ouricos de safras anteriores,
possivelmente contaminados por microrganismos, especialmente Aspergillus flavus. Quando
0s ouricos contendo as castanhas caem, é feita uma selecdo inicial descartando-se 0s
defeituosos ou possivelmente contaminados. Os ouri¢os sdo empilhados proximo as arvores,
permanecendo no local até sua coleta que, de preferéncia, deve ser feita o mais rapido
possivel para diminuir o efeito de fatores bioticos e abidticos. Depois da coleta, 0s ouri¢os séo
quebrados e as castanhas sdo selecionadas, descartando-se as contaminadas e deterioradas,
vazias e danificadas. Se ndo forem ser processadas imediatamente, as castanhas, ainda com
casca, sdo armazenadas (DE SOUZA et al., 2004).

O beneficiamento engloba nova selecéo das castanhas e armazenamento até que sejam
processadas. Depois as castanhas sdo lavadas, quando ainda estdo com casca, e tratadas
termicamente para reduzir a carga dos microrganismos e facilitar quebra mecénica da casca.
As castanhas, depois do descascamento, sdo novamente selecionadas, deixando-se apenas as
gue se apresentam bem conservadas, mesmo que quebradas, e seguem para a classificacéo e
separacdo. As améndoas sdo secas para reduzir a umidade (DE SOUZA et al., 2004). O valor
do teor de umidade final varia, indo entre valores entre 2 e 15% (DE SOUZA et al., 2004;
MULLER; CALZAVARA, 1989). Entio, sdo pesadas, embaladas e armazenadas até a venda
para a industria. O armazenamento deve ser feito em local arejado e limpo (DE SOUZA et al.,
2004).

Durante 0 armazenamento, caracteristicas benéficas da castanha podem ser
comprometidas. Isso ocorre pelo alto teor de lipideos do produto e pela qualidade do
beneficiamento e transporte. Castanhas quebradas sdo mais susceptiveis ao processo de
deterioracdo, sendo mais facilmente contaminadas por microrganismos nas etapas poés-
colheita (DE SOUZA et al., 2004; DA SILVA et al., 2010).

A castanha-do-Brasil é colonizada principalmente pelo género Aspergillus, com
destaque para Aspergillus flavus (DE SOUZA et al., 2004; BAQUIAO, 2012;
CASTRILLON; PURCHIO, 1988). Outros fungos que podem aparecer nas améndoas sio 0s
géneros Penicillium spp. (DE SOUZA et al., 2004; CASTRILLON; PURCHIO, 1988) e
Fusarium spp. (DE SOUZA et al., 2004; BAQUIAO, 2012). O problema maior esta
relacionado a colonizacdo por espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium, por serem

capazes de produzir micotoxinas de grande importancia, como as aflatoxinas, ocratoxina A



(DE SOUZA et al., 2004). Sendo que as aflatoxinas sdo compostos extremamente toxicos
produzidos como metabdlitos secundarios do género Aspergillus, muito comum cereais,
temperos, oleaginosas e castanhas, e a ocratoxina A é produzida principalmente por A.
ochraceus, Penicillium verrucosum e produzida durante o armazenamento de diferentes
alimentos (BHAT et al., 2010). Entretanto, na literatura ha relatos de contaminagdo de
castanha-do-Brasil somente por aflatoxinas (DE SOUZA et al., 2004). As cepas ou estirpes de
Aspergillus encontradas nas castanhas tem alta capacidade de serem aflatoxigénicas
(BAQUIAO, 2012). A castanha-do-Brasil tem a maior incidéncia de aflatoxinas entre as
castanhas (CALDAS et al., 2002).

2.2.  Género Aspergillus e Aspergillus flavus
2.2.1. Género Aspergilus

O género Aspergillus pertence a classe Hyphomycetes, ordem Moniliales e familia
Moniliaceae (BAQUIAO, 2012), foi descrito pela primeira vez em 1729 por Pier Antonio
Micheli (KWON-CHUNG, 1988). Esses fungos sdo caracterizados por possuirem
conidioforos eretos compostos por trés partes, uma vesicula na parte apical que varia no
formato, uma estipe ndo septada e uma célula basal curta (KWON-CHUNG, 1988; PITT;
HOCKING, 2009a). Da vesicula surgem as fidlides, diretamente se for unisseriada, e as
métulas, se forem bisseriadas. A cabeca conidial pode ser colunar, globosa ou em formato de
cunha, variando de acordo com a disposicao das fialides e formato da vesicula. No apice das
fidlides, sdo formados os conidios, que permanecem unidos até que estejam maduros. Entéo,
entdo ocorre a invaginacdo. A medida que isso acontece e mais conidios se desenvolvem, a
cadeia conidial é formada.

Inicialmente, Aspergillus descrevia a fase actinomdrfica de certos fungos, depois foi
descoberto que alguns deles formam a fase teleomorfica (KWON-CHUNG, 1988). Os
géneros teleomdricos foram agrupados na classe Ascomycetes, ordem Eurotiales e familia
Trichocomaceae (KWON-CHUNG, 1988; REIS, 2009). Os ascocarpos produzidos pelos
teleomorficos podem ser bem variaveis nos quesitos coloragédo e envoltorio, que pode ser sem,
com parede celular espessa chamada células de Hulle, ou formando esclerdcios (KWON-
CHUNG, 1988).



2.2.2. Aspergillus flavus e as aflatoxinas

A espécie Aspergillus flavus forma coldnias flocosas de 25 a 70 mm de diametro, com
coloracgéo esverdeada ou amarelada, e esclerocios com cor marrom avermelhada. Essa espécie
se desenvolve adequadamente em temperaturas entre 25 a 37 °C, com desenvolvimento 6timo
a 33 °C. Atividade de 4gua em torno de 0,80 favorece o desenvolvimento dessa espécie, que é
a principal produtora de aflatoxinas, a micotoxina de maior importancia em alimentos (PITT,;
HOCKING, 2009a).

As aflatoxinas mais importantes sdo AFB1, AFB2, AFG1l, AFG2 e AFM1, que
formam cristais fosforescentes sob luz ultravioleta. Sob luz ultravioleta, AFB1 e AFB2
emitem coloragcdo azul, AFG1 coloracdo verde, AFG2 coloragdo verde azulado e AFM1
coloracdo azul violacea (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER -
IARC, 2012). As aflatoxinas B e G sdo metabdlitos secundarios produzidos por Aspergillus
(RUSTOM, 1997), enquanto que AFM1 é um produto do metabolismo da AFB1, quando
usada em ragOes animais ou consumida por humanos. AFM1 pode ser encontrada em leite e
seus subprodutos (WHO, 2018). Aspergillus flavus produz apenas as aflatoxinas B e, as vezes,
0 &cido ciclopiazdnico (Cyclopiazonic Acid — CPA) (IARC, 2012).

As concentracdes permitidas/recomendadas de aflatoxinas nos alimentos apresentam
variacdo, sendo maior em racdes de grandes animais e menor para 0S animais pequenos,
domeésticos ou silvestres, esses valores variam de 300 a 20 partes por bilhdo (ppb). Nozes,
castanhas e outros alimentos para consumo humano apresenta concentragdo maxima
permitida de até 20 ppb e no leite o nivel maximo é de 0,5 ppb (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION - FDA, 2018). As concentracdes também variam de acordo com o pais,
permanecendo entre 4 a 30 ppb para a maioria dos alimentos (WILLIAMS et al., 2004), no
Brasil é de até 20 ppb, nos Estados Unidos é de até 4 ppb (BAQUIAO, 2012) e na Europa é
de no maximo 15 ppb se as castanhas ainda forem ser submetidas a outros tratamentos fisicos
e de 10 ppb para consumo humano direto (EUROPEAN COMMISSION - EC, 2010). Os
valores maximos permitidos para a castanha-do-Brasil é de 10 ppb para castanhas sem casca
para consumo direto, 15 ppb se for sem casca para processamento posterior e 20 ppb para as
castanhas com casca para consumo direto (BRASIL, 2011).

Os riscos relacionados ao consumo de aflatoxinas podem ser classificados como
agudos ou croénicos. Os riscos cronicos envolvem exposicdo por longo prazo, que causam
hepatocarcinomas, principalmente no figado, sendo que isso aumenta quando héa interacéo

com o virus da hepatite B (HBV). Essa substancia também € classificada como



imunossupressora e mutagénica (WHO, 2018; IARC, 2012). J& os problemas agudos,
associados a ingestdo de altas concentragdes, estdo relacionados com problemas no figado,
qgue englobam néauseas, letargia, edemas, ictericia, cirrose hepatica e necrose hemorragica
levando a morte. Os adultos sdo mais tolerantes que as criancas a exposicao a aflatoxinas
(WHO, 2018; WILLIAMS et al., 2004).

2.3.  Tomilho
2.3.1. Botanica

O tomilho, Thymus vulgaris L., pertence a familia Lamiaceae, sendo que o género
Thymus é um dos mais importantes géneros dessa familia (MORALES, 2003). O género é
amplamente distribuido no Mediterraneo e Eurasia. A Thymus vulgaris L. é nativa do sul da
Europa, na regido entre Espanha e Italia. Costuma ser cultivado em regides de clima
temperado (STAHL-BISKUP; VENSKUTONIS, 2006), e, por isso, o cultivo no Brasil se
concentra nas regides sul e sudeste (DA ROCHA et al., 2012).

O género Thymus pode apresentar as plantas de duas formas distintas. A primeira
forma é mais herbacea, lenhosa na base e que chegam até 50 cm, com folhas planas e ciliadas
na base, inflorescéncia em capitulo com corola roxa e calice em forma de campanula. Thymus
serpyllum L. é um exemplo da forma mais herbacea. Ja o Thymus vulgaris L., destaca-se por
ser um subarbusto perene, de 10 a 30 cm, com o caule quadrangular, caracteristico da familia.
As folhas sdo opostas, planas, mais compridas que largas consideradas oblongo-lanceoladas a
lineares e as margens sdo recurvadas. Possui tricomas tectores e glandulares, sendo que o
ultimo € de extrema importancia para a espécie, por ser o local em que ficam armazenados 0s
6leos essenciais. As flores sdo lilases e bilabiadas aglomeradas nas axilas ou nas terminacGes
dos ramos (MORALES, 2003; STAHL-BISKUP; VENSKUTONIS, 2006).

Os compostos secundarios produzidos pelo tomilho podem ser volateis, os 6leos
essenciais, ou ndo-volateis, os polifendis. A concentracdo de cada tipo de composto varia de
acordo com as condicBes ambientais, época, genética, entre outros (STAHL-BISKUP;
VENSKUTONIS, 2006). A producdo dos compostos volateis é maior durante periodos mais
secos (MORALES, 2003). Os monoterpenos constituem a maior parte dos volateis do tomilho,
sendo o timol o principal do grupo. Outros monoterpenos que podem ser quantificados séo o
carvacrol, p-cimeno, y-terpineno, linalol, a-terpineol, eucaliptol e borneol, alem de outros
compostos em concentragOes relativamente baixas (LEE et al., 2005; STAHL-BISKUP;
VENSKUTONIS, 2006). Um sesquiterpeno de importancia ¢ o B-cariofileno. Os flavonoides



aparecem principalmente como agliconas. Entre os compostos ndo-volateis, tem-se 0s taninos,
principalmente o 4&cido rosmarinico, compostos bifenilicos e outros (STAHL-BISKUP;
VENSKUTONIS, 2006).

2.3.2. Importancia e tratos culturais

O tomilho sempre foi muito utilizado na forma de condimento, em funcdo de suas
caracteristicas arométicas e na medicina popular (DA ROCHA et al., 2012; SALEHI et al.,
2018). O uso medicinal engloba os efeitos no sistema respiratorio, nervoso, digestivo,
cardiovascular, uso tépico, gargarejos, alem de possui propriedades antimicrobianas (BASCH
et al., 2004; SALEHI et al., 2018). O dleo essencial de tomilho esta entre os dez mais
importantes 6leos essenciais, devido as diversas propriedades e possibilidades de uso (BADI
etal., 2004).

Essa planta é produzida principalmente na Europa, norte da Africa, Canadé e Estados
Unidos. Dentre os paises, a Espanha tem posicdo de destaque, sendo um dos principais
fornecedores de folhas secas e 6leo essencial, com a producdo proveniente de plantas nativas.
A propagacdo pode ser via semente ou propagacdo assexuada, como a estaquia (STAHL-
BISKUP; VENSKUTONIS, 2006). Como as sementes apresentam variabilidade genética, a
propagacdo assexuada € melhor maneira a ser adotada para manter suas caracteristicas fisico-
quimicas de interesse inalteradas (DONEGA et al., 2014).

Para a obtencdo de folhas frescas e secas, producédo de 6leo e quantidade de timol, um
espacamento menor com coleta no inicio do florescimento proporciona melhor produtividade
(BADI et al., 2004). O tomilho se adapta a diferentes condi¢es climaticas, mas temperaturas
médias anuais entre 7 e 20 °C favorecem o desenvolvimento. O solo deve estar sempre imido
durante a emergéncia e estabelecimento inicial da cultura, devendo permanecer bem drenado
apos esse periodo (STAHL-BISKUP; VENSKUTONIS, 2006).

A etapa poés-colheita é de extrema importancia para manter a qualidade do produto.
Para a venda do tomilho fresco, o armazenamento deve ser feito a temperatura de 0 a 5 °C por
no maximo um més. O processo de secagem garante que o produto possa ser conservado por
mais tempo, mas também pode prejudicar a qualidade do tomilho pela modificagdo dos
compostos volateis, se feita de maneira inadequada. A quantidade de 6leo retirado das folhas
secas vai de 1 a 2,5% (STAHL-BISKUP; VENSKUTONIS, 2006).



2.4.  Timol
2.4.1. Obtencéo

O timol, 2-isopropil-5-metil-fenol, é o isbmero mais conhecido do isopropil-5-metil-
fenol. Apresenta uma estrutura cristalina, com a estrutura quimica C;oH140. Pode ser obtido
de forma sintética (THOZET; PERRIN, 1980) ou em diferentes plantas como o tomilho,
Thymus vulgaris L. variando entre 10 e 64% (SALEHI et al., 2018), T. fontanesii Boiss. &
Reut. com 67,8% (GHANNADI et al., 2004) e T. ciliatus Desf. com 79,1% (KABOUCHE et
al., 2009); o alecrim-pimenta, Lippia sidoides Cham. variando de 34,2 a 95,1% (LEAL et al.,
2003); orégano mexicano, Lippia graveolens Kunth com 70,6% (GUEVARA et al., 2018),
entre outras. A concentracdo de timol no 6leo extraido de plantas varia com o local, época de
coleta do material (ABU-LAFI et al., 2008), estagio da planta (LEAL et al., 2003), manejo do
cultivo (CORREA et al., 2010; SOUZA et al., 2007), entre outros.

O timol pode ser extraido das plantas por hidrodestilacio (CORREA et al., 2010;
SOUZA et al., 2007; GHANNADI et al., 2004) ou com o uso de solventes como o hexano
(GUEVARA et al., 2018). Sinteticamente, pode ser obtido pela condensacdo de alquilfendis e
cetonas a baixas temperaturas e com um agente condensante como o &cido hidroclérico
(HANS, 1930).

2.4.2. Propriedades

O timol pode ser usado para diversos fins. Existem estudos sobre o uso de timol na
alimentacdo animal como uma forma de substituir os antibi6ticos, tanto para frangos
(SANTANA et al., 2011) quanto para leitdes (SUZUKI et al., 2008). Tem efeito na saude
humana em problemas respiratérios, cardiovasculares e do sistema nervoso, e é anti-
inflamatorio (SALEHI et al., 2018) e antioxidante (LEE et al., 2005). Também apresenta
propriedade antimicrobiana, com efeito comprovado sobre Escherichia coli O157:H7 e
Salmonella typhimurium, desintegrando a membrana celular desses microrganismos
(HELANDER et al., 1998). Em diferentes espécies fungicas, como dos genéros Aspergillus e
Penicillium, o timol apresenta efeito fungicida (SEGVIC KLARIC et al., 2007). Em
Aspergillus flavus, ja foi estudado que o timol é capaz de gerar espécies reativas do oxigénio e
com isso induzir a producdo de éxido nitrico levando a inativacdo desses microrganismos
(SHEN et al., 2016). Tambem causa apoptose via 0 bloqueio no fluxo dos ions de potassio
(HU et al., 2018).
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3. METODOLOGIA
O experimento foi realizado no Laboratorio de Analise de Alimentos e no Laboratorio
de Pré-Processamento e Armazenamento de Produtos Vegetais da Faculdade de Agronomia e

Medicina Veterinaria na Universidade de Brasilia.

3.1.  Oleo essencial de tomilho e timol

O 6leo essencial de tomilho utilizado no experimento foi obtido da Ferquima® (Sdo
Paulo, Brasil). O timol utilizado possui 98,5% de pureza e foi adquirido da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA) na fase solida.

3.2. Caracterizacao do 6leo essencial de tomilho

O perfil do 6leo essencial de tomilho foi analisado pela técnica de cromatografia
gasosa com espectrometria de massas (CG-EM). As andlises cromatograficas foram realizadas
de acordo com Moura et al. (2020), com adaptacdes. Foi utilizado um cromatografo gasoso
acoplado a espectrometro de massa (CG-MG) (GC-MS) (GC7820A-5977B, Agilent, United
States) para determinar a composicdo quimica. A acetonitrila com 99,9% de pureza foi
utilizada como solvente. O 6leo essencial de tomilho foi diluido em acetonitrila para 50 pL/L
e foram feitas amostras de 1,0 pL injetadas no cromatégrafo com um auto injector (Agilent,
United States). O cromatdgrafo operou no modo Split com razdo 20:1, e com temperatura de
220 °C. A temperatura inicial do forno era de 60 °C, com taxa de aquecimento de 5 °C/min
até atingir 250 °C. O gas de arraste utilizado era o gas hélio com fluxo de 1,2 mL/min. A
caracterizacdo dos compostos foi baseada nos tempos de retencdo de cada um dos compostos

e as areas correspondentes.

3.3. Atividade antifungica do 6leo essencial de tomilho e timol

Foi avaliada a atividade antifingica do 6leo essencial de tomilho e do timol por
fumigacdo em Aspergillus flavus in vitro e em castanha-do-Brasil. Usou-se o isolado de A.
flavus CCUB1405, produtor de aflatoxinas, obtido em amendoim comercial assintomatico.

3.3.1. Avaliacdo da atividade antiflngica in vitro
Na avaliagéo in vitro do 6leo essencial de tomilho e do timol no controle de A. flavus
foram utilizadas placas de Petri de 54 mm de didametro, com 27,5 mL de volume interno. Em

cada placa de Petri foi acrescentado 7,5 mL do meio de cultura Aspergillus flavus e
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parasiticus Agar (AFPA) (PITT; HOCKING, 2009b), ficando disponiveis 20,0 mL de volume
de ar. Efetuou-se a inoculagéo de A. flavus no centro de cada placa com auxilio de alfinete
entomoldgico, de tal forma que uma coldnia se desenvolvia por placa.

Apbs a inoculacdo das placas com A. flavus, foi aplicado o 6leo essencial de tomilho e
o timol em diferentes concentragdes, considerando 20,0 mL de volume de ar em cada placa de
Petri, conforme Hua et al. (2014), com modifica¢bes. As concentracbes do 6leo essencial de
tomilho foram de 0, 50, 100, 250, 500, 750 e 1000 mg/L, considerando-se a densidade de
0,920 g/mL a 20 °C, de acordo com as informacdes do fabricante. A solubilizacdo do timol,
adquirido na fase solida, foi feita com etanol p.a., levando-se em consideragdo a solubilidade
informada pelo fabricante de 50 mg/mL. O tratamento controle teve a quantia méaxima de
etanol utilizada. As concentracdes de timol foram definidas a partir dos resultados obtidos na
etapa da caracterizacdo do 6leo essencial de tomilho, sendo estabelecidas em funcdo do seu
percentual presente no 6leo essencial de tomilho. Assim, foi possivel avaliar se o efeito do
6leo de tomilho decorreu da agdo do timol ou da acdo conjunta dos compostos presentes no
oleo.

As placas de Petri foram invertidas apds a inoculagdo com A. flavus para realizar a
aplicacdo das diferentes concentragdes de 6leo essencial de tomilho e de timol. Papel de filtro
com dimensdes de 2,5 x 2,5 cm, e previamente autoclavado, foi utilizado para aplicar as
concentracdes do 6leo essencial e da solugdo de timol, de tal forma que somente 0s compostos
volateis entraram em contato com o meio de cultura. As placas de Petri foram seladas com
Parafilm® e filme de PVC e acondicionadas em camaras climaticas a 30 °C. O diametro de
cada col6nia foi medido com uma régua graduada em duas direcdes perpendiculares, a cada
12 h até atingir 144 horas e depois a cada 24 h até chegar em 240 h (HUA et al., 2014). Para
cada combinacdo de concentracdo e tempo, foram utilizadas 20 repeticdes. A partir dos
resultados obtidos, foram feitas as equacGes de regressdo que relacionam o didmetro das
coldnias e tempo de exposi¢do para cada concentracdo do 6leo essencial de tomilho e do timol.
O célculo do percentual de inibi¢do do crescimento micelial (ICM) foi feito usando os valores
estimados a partir das equacbes de regressao para 240 h de incubacdo, de acordo com a
Equacdo 1 (PANDEY et al., 1982).

1cM (%) = S22 x100 )

Em que,
DC = didametro estimado do controle; e

DT = diametro estimado do tratamento.
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Com o intuito de diferenciar os efeitos fungistatico e fungicida das distintas condi¢oes
em que foram aplicados o dleo essencial de tomilho e o timol, foi adotada a metodologia
proposta por Smid et al. (1995). As placas de Petri referentes aos tratamentos que
possibilitaram 100% de inibi¢éo do crescimento micelial, por 240 h a 30 °C, foram abertas em
ambiente estéril e os papéis de filtro contendo as solugdes foram retiradas para interromper a
exposicdo aos compostos volateis. Depois de 10 min, as placas de Petri foram novamente
fechadas, ndo sendo utilizado o Parafilm® ou filme de PVC. O crescimento micelial do A.
flavus foi monitorado e o didmetro das col6nias medido depois de permanecerem por 168 h
(sete dias) a 30 °C. Considerou-se como efeito fungicida quando ndo houve crescimento
micelial, mesmo apos a abertura da placa de Petri. Considerou-se como efeito fungistatico as
placas em que foram verificadas crescimento micelial.

Também foi avaliado o efeito do 6leo essencial de tomilho e do timol sobre colonias
estabelecidas de A. flavus. Para isso, inicialmente foi efetuada a inoculagdo de A. flavus em
placas contendo o meio AFPA, mantidas a 30 °C por 72 h. Decorrido esse periodo, foram
medidos os diamentros das coldnias e em seguida aplicados o 6leo essencial de tomilho e da
solucdo de timol nas diferentes concentragcdes. Entdo, as placas foram mantidas a 30 °C,
efetuando-se medicdo dos didmetros das col6nias depois de 240 h (10 dias) e 336 h (14 dias).

Verificou-se visualmente a ocorréncia de esporulagéo depois de 336 h.

3.3.2. Avaliacdo da atividade antifangica em castanha-do-Brasil durante 0 armazenamento

Para avaliar a atividade antifingica do 0leo essencial de tomilho e do timol em
castanha-do-Brasil, foram adquiridas lotes de 10 kg do produto no mercado local. O lote de
castanha-do-Brasil foi inoculado com o isolado de A. flavus CCUB1405.

Inicialmente o isolado de A. flavus foi inoculado em placas de Petri, contendo meio de
cultura AFPA, e mantidas a 30 °C por sete dias. Depois desse periodo, 10 mL de agua
destilada e esterilizada foi adicionada em cada placa de Petri inoculada para que fosse
possivel obter a suspensdo de conidios. A concentracdo de conidios foi ajustada para 10°
esporos por mL. Em seguida, as amostras de castanha-do-Brasil ficaram imersas na suspenséo
de conidios por 10 min, de acordo com Michel e Radcliffe (1995). Depois de inoculadas, as
castanhas permaneceram por sete dias, em condi¢cdo ambiente.

Depois da inoculagéo, o lote de castanha-do-Brasil foi fracionado em amostras de 75 g,
contidas em sacolas de tule e, posteriormente, acondicionadas em recipientes de vidro com

tampa e capacidade de 800 mL. As concentracdes de 0leo essencial de tomilho e de timol que
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foram testadas na castanha-do-Brasil foram aquelas que tiveram efeito fungicida na avaliagéo
in vitro, ou seja, apresentaram efeito fungicida. A fumigacdo das amostras de castanha-do-
Brasil com o 6leo essencial de tomilho e com timol foi feita conforme Kedia et al. (2016),
com adaptacOes. Pedacos de algodao autoclavados foram colocados em placas de Petri de 54
x 12 mm sem a tampa. O 0leo essencial de tomilho e a solucdo de timol foram adicionados ao
algodéo, e a placa de Petri foi colocada dentro do recipiente que permanecia na horizontal,
garantindo assim, que somente 0s compostos volateis entrassem em contato com as amostras
de castanha-do-Brasil. Os recipientes foram vedados com a tampa e armazenados em
condigdes ambiente por 60 dias.

As amostras foram analisadas no inicio do armazenamento e a cada 15 dias, sendo que
cada combinacdo de concentracdo e tempo tinha trés repeticGes. A avaliacdo do efeito da
fumigacdo com 6leo essencial de tomilho e com timol sobre A. flavus em castanha-do-Brasil
foi feita utilizando-se o método do plaqueamento direto em meio de cultura AFPA, com as
placas sendo incubadas a 30 °C por 42 h (PITT; HOCKING, 2009b; TANIWAKI et al., 2012).

Os resultados foram expressos em porcentagem de infecgéo.

3.4. Delineamento experimental

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC).
Inicialmente os dados foram submetidos a andlise de varidncia. Para a avaliacdo da atividade
antifangica in vitro do 6leo essencial de tomilho e do timol, em fun¢do do tempo, utilizou-se
analise de regressdo. Para as demais variaveis adotou-se teste de Tukey a 5% de probabilidade,
utilizando-se o software StatPlus versdo 5.0. A obtencdo das equacbes de regressdo e
plotagem dos gréficos foi feita com o software SigmaPlot v. 10.0.

14



4, RESULTADOS
4.1. Caracterizacao do 6leo essencial de tomilho

Apresentam-se, na Figura 1 e na Tabela 1, o perfil cromatografico do 6leo essencial de
tomilho. Verificou-se que os compostos majoritarios no oleo essencial de tomilho foram p-
cimeno e timol, com percentuais equivalentes a 45,20 e 37,62%, respectivamente. Podem ser
destacados ainda os compostos linanol e y-terpineno, com 4,41 e 3,68%, respectivamente.
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Figura 1 - Perfil cromatografico referente a composicdo do 6leo essencial de tomilho.
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Tabela 1 - Composigdo quimica do 6leo essencial de tomilho.

Composto Tempo de retengdo (min) % Area
a-pineno 6,53 1,55%
p-cimeno 10,176 45,20%
y-terpineno 11,727 3,68%
Linalol 13,826 4,41%
Canfora 16,212 1,48%
Trans-dihidro-B-terpineol 16,895 0,52%
Isoborneol 17,408 1,60%
4-terpineol 18,116 0,80%
Carvacrol metil éter 22,562 0,53%
Geraniol 23,179 0,46%
Timol 25,369 37,62%
(2)-cariofileno 32,597 2,15%

Levando-se em consideracdo que o percentual de timol no dleo essencial de tomilho
foi equivalente a 37,62%, as concentragOes testadas da solucdo etandlica de timol no controle
de A. flavus foram de 0; 18,8; 37,6; 94,1; 188,1; 282,2 e 376,2 mg/L, referentes as
concentracdes do 6leo essencial de tomilho de 0; 50; 100; 250; 500; 750 e 1000 mg/L,

respectivamente.

4.2.  Atividade antifangica do 6leo essencial de tomilho e timol
4.2.1. Avaliacdo da atividade antifungica in vitro

Apresentam-se, na Figura 2 e na Tabela 2, os dados referentes ao diametro das
coldnias de A. flavus durante a exposicdo ao 6leo essencial de tomilho por fumigacéo,
imediatamente depois da inoculacdo, em diferentes concentracfes por até 240 h. No que se
refere aos tratamentos com 0leo essencial de tomilho, verificou-se crescimento das colonias
de A. flavus somente quando se adotaram as concentracdes de 50 e 100 mg/L, embora com
menor intensidade que no tratamento controle. Depois de 240 h, o didmetro estimado das
colbnias de A. flavus para o tratamento controle, obtido a partir da equacdo de regressao, foi
de 53,40 mm. Por outro lado, para os tratamentos equivalentes a 50 e 100 mg/L de 6leo
essencial de tomilho, os diametros estimados das col6nias de A. flavus foram equivalentes a

29,38 e 8,01 mm, respectivamente.
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Figura 2 - Curvas de regresséo referentes ao diametro das colbnias de Aspergillus flavus
durante exposicdo ao Oleo essencial de tomilho por fumigacdo, imediatamente depois da

inoculacdo, em diferentes concentragdes por até 240 h.
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Tabela 2 - EquacOes de regressdo ajustadas com seus respectivos coeficientes de
determinacdo (R?), erro padréo da estimativa (EPE), o didmetro das colbnias estimado pela
equacdo de regressdo e percentual de inibicdo do crescimento micelial (ICM) referentes ao
diametro das colbnias de Aspergillus flavus durante exposicdo ao 6leo essencial de tomilho
por fumigacdo, imediatamente depois da inoculacdo, em diferentes concentragdes por até 240
h.

Concentragdo o ) Diametro estimado ICM
Equacdes ajustadas R EPE
(mg/L) (mm) —240 h (%)*
0 (controle)  §=61,6115%(1-e-00084)) 0,99 19865 53,40 -
~ 31,9996
50 y= (x-136.2042) 0,99 1,1370 29,38 44,98
1+e<w)
R 10,4417
100 y= (x-173.8690) 0,98 0,3365 8,01 84,99
1+e( 55,3227 )
250 Sem crescimento - 100,00
500 Sem crescimento - 100,00
750 Sem crescimento - 100,00
1.000 Sem crescimento - 100,00

* Depois de 240 h de exposicéo.

Quanto ao percentual de inibicdo do crescimento micelial (ICM) das colonias de A.
flavus para os tratamentos com Oleo essencial de tomilho depois de 240 h (Tabela 2),
obtiveram-se valores iguais a 44,98 e 84,99, quando se adotaram as concentracdes de 50 e 100
mg/L, respectivamente. E importante destacar que ndo houve crescimento micelial, para as
concentragdes de 250, 500, 750 e 1.000 mg/L, correspondendo dessa forma a 100% de
inibicdo do crescimento micelial.

Na Figura 3 e na Tabela 3 sdo apresentados os dados referentes ao diametro das
colénias de A. flavus durante exposicdo a solucdo etandlica de timol por fumigacéo,
imediatamente depois da inoculagdo, em diferentes concentracdes por até 240 h. Verificou-se
crescimento micelial somente no tratamento controle (0 mg/L) e naqueles correspondentes a
18,8 e 37,6 mg/L da solugdo etandlica de timol. Com relacdo aos diametros estimados a partir
das equacdes de regressao depois de 240 h de exposicéo, obtiveram-se valores iguais a 54,20,
44,02 e 40,30 mm, para o tratamento controle e 18,8 e 37,6 mg/L da solugéo etandlica de
timol, respectivamente.
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Figura 3 - Curvas de regressao referentes ao diametro das colonias de Aspergillus flavus
durante exposi¢cdo a solugdo etanolica de timol por fumigacdo, imediatamente depois da

inoculacdo, em diferentes concentragdes por até 240 h.

19



Tabela 3 - EquacOes de regressdo ajustadas com seus respectivos coeficientes de
determinacdo (R?), erro padréo da estimativa (EPE), o didmetro das colbnias estimado pela
equacdo de regressdo e percentual de inibicdo do crescimento micelial (ICM) referentes ao
diametro das coldnias de Aspergillus flavus durante exposicdo a solucdo etandlica de timol
por fumigacdo, imediatamente depois da inoculacéo, em diferentes concentragdes por até 240
h.

Concentracdo o ) Diametro estimado ICM
Equacdes ajustadas R EPE
(mg/L) (mm) — 240 h (%)*
R 54,3128
0 (controle) Y= T sl 0,99 11,8844 54,20 -
1+e( 25,9451 )
R 46,9282
18,8 y= (x-130.1521) 0,99 1,3992 44,00 18,79
1+e(w)
R 45,8978
37,6 y= “(x.159.7262) 0,99 0,8061 40,30 25,64
1_;_6(740,6478 )
94,1 Sem crescimento - 100,00
188,1 Sem crescimento - 100,00
282,2 Sem crescimento - 100,00
376,2 Sem crescimento - 100,00

* Depois de 240 h de exposicéo.

No que se refere ao efeito da exposicdo a solucdo etandlica de timol por fumigacéo no
percentual de inibicdo do crescimento micelial (ICM) das colbnias de A. flavus, depois de 240
h, foram obtidos percentuais iguais a 18,79 e 25,64%, para as concentracdes de 18,8 e 37,6
mg/L, respectivamente (Tabela 3). Para as demais concentracBes da solucdo etandlica de
timol, o percentual de inibicdo do crescimento micelial foi de 100%.

Na Figura 4, sdo apresentados os diametros médios das coldnias de A. flavus depois da
interrupcao da fumigacdo por 6leo essencial de tomilho nas concentragdes de 250, 500, 750 e
1.000 mg/L, a 30 °C. E importante salientar, que nessa etapa foram consideradas somente as
concentracdes de Oleo essencial de tomilho que ocasionaram 100% de inibicdo do
crescimento micelial (Tabela 2). De acordo com a Figura 4, somente houve crescimento das
coldnias quando se adotou a concentragdo de 250 mg/L do 6leo essencial de tomilho, com
didmetro médio igual a 9,33%£5,58 mm, sendo diferente significativamente (p<0,05) dos

demais tratamentos. Dessa forma, nessa concentracdo, o Oleo essencial de tomilho se
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comportou como agente fungistatico. Por outro, ndo houve crescimento das col6nias quando
se adotaram as concentragdes de 500, 750 e 1.000 mg/L do éleo essencial de tomilho, mesmo
168 h depois da interrupcdo da fumigagdo. Entdo, o Oleo essencial de tomilho, nas
concentragdes de 500, 750 e 1.000 mg/L, atua como agente fungicida no controle de A. flavus,

pois mata o fungo nessas condicdes.
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Figura 4 — Diametros medios das coldnias de Aspergillus flavus, depois de 168 h da

interrupcao da fumigacéo por 6leo essencial de tomilho em diferentes concentracgdes, a 30 °C.

Apresentam-se na Figura 5, os diametros médios das coldnias de A. flavus, depois de
168 h da interrupcdo da fumigacao por solucdo etandlica de timol, nas concentracGes de 94,1;
188,1; 282,2 e 376,2 mg/L, a 30 °C. De maneira semelhante ao 6leo essencial de tomilho,
foram consideradas somente as concentracdes em que houve 100% de inibicdo do
crescimento micelial (Tabela 3). Conforme apresentado na Figura 5, houve crescimento das
colbnias de A. flavus somente quando se adotou a concentracdo de 94,1 mg/L da solucdo
etandlica de timol, com didmetro médio igual a 24,21+10,94 mm, sendo diferente
significativamente (p<0,05) dos demais tratamentos. Entdo, o timol aplicado nessa
concentracdo se comporta como agente fungistatico no controle de A. flavus. Em
contrapartida, ndo foi observado crescimento das colonias quando se adotaram as
concentragfes da solucdo etandlica de timol iguais a 188,1; 282,2 e 376,2 mg/L. Entdo,

quando aplicado nessas condigdes, o timol se comporta com agente fungicida sobre A. flavus.
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Figura 5 - Diametros médios das coldnias de Aspergillus flavus, depois de 168 h da

interrupcao da fumigacéo por solucdo etandlica de timol em diferentes concentracées, a 30 °C.
Os diametros médios das coldnias de A. flavus expostas ao 6leo essencial de tomilho e

a solucdo de timol por fumigacdo, depois de 72 h da inoculacdo, em diferentes concentracdes,
por 240 e 336 h, sdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Diametros médios das coldnias de Aspergillus flavus expostas ao 6leo essencial de tomilho e a solucdo etanolica de timol por

fumigacao, depois de 72 h da inocula¢do no meio de cultura, em diferentes concentracées, por 240 e 336 h.

Concentracdo (mg/L)

Tempo - - .
) Oleo essencial de tomilho
0 50 100 250 500 750 1.000
0 27,1+0,7Ba 27,4+0,4Ba 27,4+0,7Ba 27,3+0,3Aa 27,1+0,4Aa 27,2+0,4Aa 26,9+0,2Aa
240 54,0+0,0Aa 49,4+8,2Aab 42,7+11,0Ab 27,2+0,3Ac 26,8+0,4Ac 27,1+0,2Ac 26,9+0,2Ac
336 54,0+0,0Aa 50,2+6,9Aab 44,8+11,3Ab 27,3+0,3Ac 27,8+0,4Ac 27,5+0,3Ac 27,1+0,3Ac
Esporulacdo* + + + - - - -
Solucdo etandlica de timol
0 18,8 37,6 94,1 188,1 282,2 376,2
0 26,9+0,2Ba 27,0+0,4Ba 27,3+0,4Ba 27,2+0,6Aa 27,2+0,4Aa 27,6+0,2Aa 27,2+0,6Aa
240 54,0+0,0 Aa 54,0+0,0 Aa 54,0+0,0 Aa 27,2+0,3Ab 26,8+0,4Ab 27,5+0,3Ab 27,4+0,2Ab
336 54,0+0,0 Aa 54,0+0,0 Aa 54,0+0,0 Aa 27,2+0,3Ab 27,2+0,4Ab 27,8+0,4Ab 27,8+0,3Ab
Esporulacdo* + + + - - - -

Valores médios seguidos de mesma letra maitscula nas colunas ou mintscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

* Depois de 336 h; + = houve esporulacdo; - = ndo houve esporulagéo.
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No que se refere ao efeito do 6leo essencial de tomilho sobre col6nias de A. flavus,
aplicado depois de 72 h da inoculagdo, houve crescimento significativo das coldnias (p<0,05)
somente no tratamento controle (0 mg/L) e naqueles referentes as concentracfes 50 e 100
mg/L, quando se compararam os valores obtidos no tempo zero (0) e depois de 240 e 336 h
(Tabela 4). E importante destacar que ndo houve diferenca significativa (p>0,05), quando se
comparou os valores médios obtidos no tratamento controle e com aqueles equivalentes a
concentracdo de 50 mg/L, para os periodos de 240 e 336 h. Por outro lado, os diametros
médios das colbnias de A. flavus para a concentracdo de 6leo essencial de tomilho de 100
mg/L foram inferiores (p<0,05) aos obtidos no tratamento controle, quando se consideraram
0s tempos de 240 e 336 h.

No que tange aos diametros médios das col6nias de A. flavus expostas a diferentes
concentragdes da solucdo etanolica de timol, aplicada depois de 72 h da inoculacao (Tabela 4),
verificou-se crescimento significativo (p<0,05) no tratamento controle (0 mg/L) e quando se
adotaram as concentracdes de 18,8 e 37,6 mg/L, quando se compararam o0s valores obtidos no
tempo zero (0) e depois de 240 e 336 h. Salienta-se que ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) quando se comparou o0s valores médios obtidos no tratamento controle com aqueles
referentes a concentragdo de 18,8 mg/L. Em contrapartida, apesar de ter ocorrido aumento
didmetro das col6nias de A. flavus quando se adotou a concentragdo da solugdo etandlica de
timol de 37,6 mg/L, os valores obtidos foram inferiores aqueles referentes ao tratamento
controle, quando se consideraram os tempos de 240 e 336 h.

Outro resultado relevante quanto a aplicacdo do 6leo essencial de tomilho e da solucdo
etandlica de timol se refere ao efeito na esporulacdo de A. flavus, verificado visualmente.
Além de ter ocorrido crescimento das coldnias, observou-se esporulagdo quando se adotaram
as concentracdes de Oleo essencial de tomilho de 50 e 100 mg/L e de solucdo etandlica de
timol de 18.8 e 37,6 mg/L (Tabela 4).

4.2.2. Avaliacdo da atividade antifungica em castanha-do-Brasil durante 0 armazenamento
Os resultados referentes ao efeito da fumigacdo com o6leo essencial de tomilho e com
solucéo etandlica de timol sobre o percentual de infeccdo por A. flavus em castanha-do-Brasil
durante o armazenamento sdo apresentados nas Tabelas 5 e 6, respectivamente. E importante
destacar que nessa etapa foram utilizadas somente as concentragdes do 6leo essencial de
tomilho e da solugéo etandlica de timol, em que os compostos foram considerados fungicidas,

conforme observado nas Figuras 4 e 5, respectivamente.
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Tabela 5 - Percentual de infeccdo por Aspergillus flavus em castanha-do-Brasil exposta a

fumigacdo por Oleo essencial de tomilho em diferentes concentragdes, durante o

armazenamento em condicdes ambiente, por 60 dias.

Concentracao Tempo de armazenamento (dias)
(mg/L) 0 15 30 45 60
Controle 100,0+0,0Aa 100,0+0,0Aa 100,0+0,0Aa 100,0+0,0Aa 100,0+0,0Aa
500 100,0+0,0Aa 68,3+11,7Bb 71,7+13,3Bb  71,7+4,1Bb  98,3%4,1Aa
750 100,0+0,0Aa 53,3£10,3Cc 51,7#11,4Cc 45,0+9,4Cc  80,0+14,1Bb
1.000 100,0+0,0Aa 43,6+10,3Cc 23,3+7,1Dd  10,0+6,3Dd  76,0+13,4Bb

Valores médios seguidos de mesma letra mailscula nas colunas ou mindscula nas linhas ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p>0,05).

Tabela 6 - Percentual de infeccdo por Aspergillus flavus em castanha-do-Brasil exposta a
fumigacdo por solucdo etanodlica de timol em diferentes concentracGes, durante o

armazenamento em condic¢des ambiente, por 60 dias.

Concentracao Tempo de armazenamento (dias)
(mg/L) 0 15 30 45 60
Controle 100,0+0,0Aa 100,0+0,0Aa 100,0+0,0Aa 100,0+0,0Aa 100,0+0,0Aa
188,1 100,0+0,0Aa 58,3+9,8Bb 60,0+12,5Bb 43,3+7,5Bb  98,3+4,1Aa
282,2 100,0+0,0Aa 66,7+13,6Bb 63,3£10,3Bb  18,3+9,8Cc  96,7+5,2Aa
376,2 100,0+0,0Aa 41,7£11,7Cb  21,74+9,8Cc 8,315,5Cc 35,0+8,8Bb

Valores médios seguidos de mesma letra maitscula nas colunas ou minascula nas linhas ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey (p>0,05).

Com relacdo ao efeito do dleo essencial de tomilho no controle de A. flavus em
castanha-do-Brasil durante o armazenamento, houve reducdo significativa do percentual de
infeccdo (p<0,05), sendo essa tendéncia mais acentuada a medida que se elevou a
concentracdo do 6leo essencial (Tabela 5). Salienta-se que houve reducdo significativa até 45
dias de armazenamento, quando se adotou a concentracdo de 376,2 mg/L, obtendo-se valor
médio de 10,0£6,3%. Entretanto, verificou-se aumento significativo do percentual de infeccdo
(p<0,05), quando se compararam os valores médios obtidos aos 45 dias de armazenamento
com aqueles referentes a 60 dias de armazenamento.

No que tange a solugdo etandlica de timol (Tabela 6), verificou-se tendéncia
semelhante a observada quando se analisou os resultados obtidos para o Oleo essencial de
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tomilho (Tabela 5). A medida que se elevou a concentracdo da solugdo etandlica de timol,
houve reducédo do percentual de infeccdo por A. flavus na castanha-do-Brasil. A reducdo mais
expressiva no percentual de infec¢édo foi verificada quando se adotou a concentracdo de 376,2
mg/L, com 45 dias de armazenamento, sendo igual a 8,3+5,5%. E importante mencionar que
de forma semelhante que quando se utilizou o6leo essencial de tomilho, houve aumento
significativo (p<0,05) quando se efetuou comparagdo entre os valores médios obtidos aos 45
dias de armazenamento com aqueles referentes a 60 dias de armazenamento. Apesar disso,
para a concentracdo da solucao etanodlica de 376,2 mg/L, obteve-se percentual de infeccdo por

A. flavus na castanha-do-Brasil equivalente a 35,0+8,8%.
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5. DISCUSSAO
5.1. Caracterizacdo do 6leo essencial de tomilho

Com relacéo a composicao quimica do 6leo essencial de tomilho (Tabela 1) obtida no
presente estudo, verificou-se que diferiu parcialmente de alguns resultados encontrados na
literatura. No presente estudo, os compostos majoritarios foram p-cimeno e timol, com
percentuais de 45,20 e 37,62%, respectivamente, e com o percentual de y-terpineno igual a
3,68%.

Porte e Godoy (2008) analisaram 6leo essencial de tomilho e obtiveram percentuais
iguais a 44,7%, 18,6% e 16,5%, para timol, p-cimeno e y-terpineno, respectivamente. Miladi
et al. (2013) também avaliaram a composi¢do de dleo essencial de tomilho e verificaram que
timol, p-cimeno e y-terpineno foram os compostos majoritarios, percentuais iguais a 41,33%,
18,08% e 13,12%, respectivamente. Por outro lado, Boruga et al. (2014) também relataram os
mesmos compostos majoritarios, com 47,59% de timol, seguido pelo y-terpineno com 30,90%
e 0 p-cimeno com 8,41%. Kaloustian et al. (2005) analisaram a composi¢do quimica do 6leo
essencial de tomilho encontrado no Sul da Franca, obtendo-se 11% de timol, 21% de
carvacrol e 32,4% de p-cimeno. Satyal et al. (2016) avaliaram a composic¢do de 85 amostras
de 6leo essencial de tomilho e afirmaram timol era o mais comum. No que se refere ao
percentual de p-cimeno no 6leo essencial de tomilho obtido no presente estudo, cabe salientar
que estd de acordo com Burt (2004), que afirmou que o os valores podem variar entre 10 e
56%.

E importante destacar que essa variagdo na composicdo quimica de 6leos esséncias é
esperada, uma vez que existem fatores que afetam a composic¢do quimica desses produtos. De
acordo com Barra (2009), ha fatores exdgenos e enddgenos que afetam diretamente a
composicdo quimica dos Oleos essenciais. Dentre os fatores exdgenos, destacam-se
precipitacdo, local de desenvolvimento (latitude e longitude) e caracteristicas do solo (pH e
constituintes). Ainda de acordo com esse autor, dentre os fatores endogenos, citam-se a idade
da planta e caracteristicas genéticas que regulam o metabolismo secundario.
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5.2.  Atividade antifangica do éleo essencial de tomilho e timol

Os resultados obtidos no presente estudo indicaram que tanto o 6éleo essencial de
tomilho quando a solucdo etanolica de timol, aplicado por fumigacdo e em determinadas
concentracgdes, sao eficientes para controlar A. flavus in vitro e em castanha-do-Brasil durante

0 armazenamento.

5.2.1. Avaliacdo da atividade antifungica in vitro

No que se refere ao 6leo essencial de tomilho nos ensaios in vitro, destacaram-se as
concentragcfes de 500, 750 e 1.000 mg/L. Nessas concentracdes, 0 6leo essencial de tomilho
se comportou como agente fungicida (Figura 4). Por outro lado, quando se adotou a
concentracdo de 250 mg/L, o Oleo essencial de tomilho foi classificado como agente
fungistatico.

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos que corroboram a acdo do Gleo
essencial de tomilho de A. flavus. E importante mencionar que apesar de outros autores ja
terem relatado que o 6leo essencial de tomilho é eficiente no controle de fungos, a maioria das
pesquisas apresentaram resultados obtidos em ensaios com contato direto, o que reforca a
importancia do presente trabalho, no qual se testou esse 6leo essencial como fumigante. No
ensaio com contato direto, o éleo essencial é incorporado ao meio de cultura.

Resultados semelhantes aos do presente trabalho foram obtidas por Massoud et al.
(2012), que avaliaram o efeito do 6leo essencial de tomilho como fumigante no controle de A.
flavus e Fusarium moniliforme. Kumar et al. (2008) avaliaram diferentes tipos de 6leos
essenciais e afirmaram que o 6leo essencial de tomilho é um dos que apresenta maior eficacia
como agente fungicida contra A. flavus em ensaio com contato direto. Esses autores
observaram reducdo na biomassa micelial do fungo, o que também acarretou em reducao na
producdo de aflatoxina B1. Omidbeygi et al. (2007) afirmaram que a concentracdo de 350
ppm do 6leo essencial de tomilho incorporado em meio de cultura foi capaz de inibir
completamente o crescimento do fungo por dois meses. Segvi¢ Klari¢ et al.(2007) analisaram
o efeito do 6leo essencial de tomilho sobre espécies de fungos de diversos géneros por contato
direto, dentro os quais Aspergillus, Penicillium, Alternaria e Rhizopus, e observaram amplo
espectro de atividade fungicida. Gasperini (2014) analisou o efeito do Oleo essencial de
tomilho incorporado em meio de cultura e como fumigante. Esse autor obteve menor taxa

média de crescimento do fungo quando incorporado ao meio de cultura.
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A eficécia do 6leo essencial de tomilho no controle de A. flavus pode ser explicada
pela sua composicdo quimica e em especial a presenca do timol, sem desconsiderar possivel
efeito sinérgico com os outros compostos. Em pesquisas anteriores, foi verificado que o timol
¢ capaz de gerar especies reativas do oxigénio e com isso induzir a producao de oxido nitrico,
ocasionando a inativacdo de A. flavus (SHEN et al., 2016), além de causar apoptose via 0
bloqueio no fluxo dos ions de potéssio (HU et al., 2018). O timol também é capaz de afetar a
permeabilidade da membrana celular, além de interagir com proteinas da membrana celular,
por interacdes hidrofilicas e hidrofobicas (JAFRI et al., 2019; DI PASQUA et al., 2010; XU
et al., 2008). Quanto ao p-cimeno, que foi um composto majoritario do Oleo essencial
utilizado no presente estudo, tem-se que é precursor do timol e carvacol (NABAVI et al.,
2015; STAHL-BISKUP; VENSKUTONIS, 2006). Apesar do p-cimeno ter sido composto
majoritario, a eficacia do 6leo essencial de tomilho ndo pode ser atribuida a esse composto
exclusivamente. Kordali et al. (2008) compararam o efeito in vitro de timol e p-cimeno sobre
espécies de varios géneros de fungos. Os autores observaram que enquanto o timol inibiu
completamente o crescimento micelial, o p-cimeno ndo foi eficiente no controle dos
microrganismos. Por outro lado, alguns autores indicaram acao sinérgica entre o p-cimeno e o
timol. A sinergia desses compostos ja& foi relatada para Candida krusei (PINA-VAZ et al.,
2004), C. albicans (PINA-VAZ et al., 2004; AHMAD et al., 2014), C. tropicals,
Staphylococcus aureus e Morexella cattarhalis (AHMAD et al., 2014).

Apesar de possivel sinergia entre o timol e o0 p-cimeno, em geral a solucéo etanolica de
timol nos ensaios in vitro apresentou eficacia similar a do 6leo essencial de tomilho. Ressalta-
se que as concentracdes da solucdo etandlica de timol foram definidas a partir da composicéao
quimica do 6leo essencial de tomilho. Outro composto que poderia ter contribuido para a
diferenciacdo do 6leo essencial de tomilho em comparacdo com a solucgéo etandlica de timol €
carvacol. Esse composto € efetivo no controle de fungos (KORDALLI et al., 2008). Entretanto,
o percentual de carvacol no 6leo essencial utilizado no presente estudo foi baixo, sendo
equivalente a 0,53% (Tabela 1).

5.2.2. Avaliacdo da atividade antifungica em castanha-do-Brasil durante o armazenamento

O experimento realizado aqui mostra que a fumigacéao de castanha-do-Brasil com dleo
essencial de tomilho e com solugédo etandlica de timol s&o eficiente no controle de A. flavus
durante o armazenamento. Esses resultados sdo extremamente relevantes, tendo em vista a
importancia da inibicdo e/ou inativacdo de A. flavus em alimentos e em especial em castanha-
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do-Brasil. O isolado de A. flavus utilizado no presente estudo é aflatoxigénica. Cabe
mencionar que dentre as aflatoxinas, tem-se a aflatoxina B1 que € pertencente ao grupo I, de
acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa de Cancer, possuindo potencial para causar
carcinoma hepatocelular primario em humanos (IARC, 2012).

Salienta-se que houve aumento da eficacia do processo de fumigacdo com Gleo
essencial de tomilho e com solucgdo etandlica de timol no controle de A. flavus em castanha-
do-Brasil a medida que se elevou a concentracdo de ambos 0s compostos. Deve-se destacar
que houve tendéncia de reducédo do percentual de infeccdo por A. flavus na castanha-do-Brasil
até 45 dias de armazenamento, com elevacdo depois desse periodo. Esse aumento no
percentual de infecgéo depois de 45 dias de armazenamento precisa ser elucidado. Para isso,
em trabalhos futuros sugere-se que sejam estudados os diferentes mecanismos que porventura
podem contribuir para 0 aumento da resisténcia de A. flavus a fumigacdo com 0leo essencial
de tomilho e com solucéo etandlica de timol. E fundamental ainda a avalicio da qualidade da
castanha-do-Brasil durante o armazenamento, quando expostas a fumigacdo por 6leo essencial

de tomilho e por solucéo etandlica de timol.
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6. CONCLUSOES
A partir dos resultados obtidos no presente estudo, € possivel concluir que:

« O 0leo essencial de tomilho aplicado como fumigante, nas concentracfes de 500, 750
e 1.000 mg/L, atua como agente fungicida sobre A. flavus.

« A solucdo etandlica de timol aplicada como fumigante, nas concentragdes de 188,1,
282,2 e 376,2 mg/L, atua como agente fungicida sobre A. flavus.

« Nas condi¢bes adotadas no presente estudo, em geral, o 6leo essencial de tomilho
apresentou resultados similares a solucdo etandlica de timol, quando aplicados como
fumigantes no controle de A. flavus.

« O dleo essencial de tomilho e a solugdo etandlica de timol séo capazes de controlar A.
flavus em castanha-do-Brasil por até 45 dias de armazenamento, sendo mais efetivos quando

adotadas as concentracdes de 1.000 mg/L e 376,2 mg/L, respectivamente.
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