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RESUMO

Diante da propriedade inibitéria de éleos essenciais vegetais
sobre o desenvolvimento micelial de fungos e da importancia das
espécies do grupo Aspergillus flavus, que apresentam potencial para
sintese de aflatoxina, este trabalho teve como objetivo avaiar in
vitro atoxicidade de 6leos essenciais vegetais contra fungos do gru-
po A. flavus, isolados a partir da culturado amendoim. Inicialmente,
foi avaliada a toxicidade de oito 6leos essenciais vegetais no desen-
volvimento micelia de doisisolados do grupo A. flavus, em compa-
racdo ao fungicida sintético benomyl. Em seguida, foi avaliada a
toxicidade dos 6leos de casca de canela (Cinnamomum zeilanicum
Breym.) e de bulbilho de alho (Allium sativum L..) contra 37 isola-
dos do grupo A. flavus, durante 12 meses. A maior inibicéo do de-
senvolvimento micelial de A. flavus foi obtida com o emprego dos
6leos essenciais de casca de canela e de bulbilho de aho, e o efeito
inibitério variou com o isolado testado.

Palavras-chave: Cinnamomum zeilanicum Breym., Allium sativum
L., Arachis hypogaea L.

ABSTRACT

Evaluation of essential oils from Allium sativum and
Cinnamomum zeilanicum and their toxicity against fungi of the
Aspergillus flavus group

Considering the inhibitory property of essential plant oils on the
mycelial development of fungi, and the importance of Aspergillus
flavus-like fungi which may produce aflatoxins, this research was
designed to evaluate the toxicity of essential oils against fungi
belonging to the group A. flavus isolated from peanut crops. The
toxicity of eight essential oils against two isolates of A. Flavus-ike
fungi was evaluated in comparison to the synthetic fungicide
benomyl. The toxicity of Cinnamomum zeilanicum Breym. and
Allium sativum L. essential oilswas also evaluated against 37 fungal
isolates for a period of 12 months. The highest inhibition of the
mycelial development of A. flavus was obtained with cinnamon and
garlic essentid oils. The inhibitory effect on growth was variable
according to the fungal isolate.

Keywords: Cinnamomum zeilanicum Breym., Allium sativum L.,
Arachis hypogaea L.

(Recebido para publicagdo em 4 de outubro de 2004 e aceito em 3 de agosto de 2005)

Iguns fungos dos géneros

Aspergillus,  Fusarium e
Penicillium podem causar problemasno
consumo de gréos de amendoim, tanto
in natura ou quando submetidos a ex-
tragdo de 6leos, diminuindo o valor
nutricional e podendo produzir
micotoxinas, dentre elas as aflatoxinas,
sintetizadas principalmente por fungos
do grupo Aspergillus flavus e que apre-
sentam potencial para causar doencas
em animais e em seres humanos
(ANGLE et al., 1982; DHINGRA;
COELHO NETO, 1998) .

Em amendoim, a prevencéo da con-
taminac&o com aflatoxina tem sido ob-
tida com uso de cultivares resistentes
(BASHRA et al., 1994), com a adogéo
de algumas praticas que controlam a
colonizagdo de fungos com potencial
aflatoxigénico, tais como calagem
(ROSSETTO et al., 2003), secagem
(FERNANDEZ et d., 1997) e escolha

do tipo de solo (ANGLE et a., 1982)
ou que interferem na biossintese de
aflatoxina (REDING; HARRINSON,
1994), e com procedimentos para a re-
mocg&o dos gréos contaminados com
base em cor e flutuagdo (DICKENS;
WHITAKER, 1975), ou ainda utilizan-
do per6xido de hidrogénio (CLAVERO
et al., 1993).

O potencia para controle pés-co-
Iheita de fungos do grupo Aspergillus
flavustem sido demonstrado empregan-
do-se produtos com propriedades
fungitoxicas, principalmente o benomyl
(MAEDA et a., 1995; VANZOLINI et
al., 2000). A literatura também relata a
acdo de extratosde aho (Alliumsativum
L.) (BILGRAMI et a. 1992) e de dleos
essenciais de capim liméo
(Cymbopogon citratus Stapf) a 3000
ppm em meio BDA (MISHRA;
DUKEY, 1994), de manjericéo
(OcimumbasilicumL.) 26,0 ml L-* em

meio Czapek-dox agar (DUBE et al.,
1989), de sementes de cenoura (Daucus
carota L.) a 3000 ppm (DWIVEDI et
al., 1991) e derizomas de Nardostachys
jatamansi DC a 1000 ppm em Czapek-
dox agar, como eficientes no controle
de Aflavus. Além destes, Mahmoud
(1994) observou que citral, citronela e
ulgenol impediram o crescimento de A.
flavus e a producgéo de aflatoxina até os
oito dias de incubagdo. Entretanto, apos
15 dias, houve incremento da producéo
de toxinas.

Em relacdo a outros fungos, Mishra
e Dubey (1994) constataram atividade
fungitéxica do déleo essencial de capim
lim&o a 1500 ppm em meio BDA sobre
fungos dos géneros Penicillium, Alter-
naria, Fusarium e Botrytis. Mishra et
a. (1995) verificaram que Fusarium
OXysporum apresentou inibi¢do de seu
crescimento micelia quando submeti-
do ao 6leo essencia de rizomas de

*Parte da Tese de Doutorado apresentada pelo primeiro autor ao Curso de Pés-graduacdo em Fitotecnia, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
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Nardostachys jatamansi na concentra-
¢&0o de 1000 ppm em meio Czapek-dox
agar.

O objetivo deste trabalho foi avaliar
in vitro atoxicidade de 0leos essenciais
vegetais contra fungos do grupo A.
flavus isolados a partir da cultura do
amendoim.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos
em laboratoérios da UFRRJ em 2003,
empregando 6leos essenciais de diver-
sas plantas, solubilizados em dimetil
sulfoxido (DMSO) e em metanol
(MeOH), que foram fornecidos pela
EMBRAPA/CTAA, apds extracdo pelo
método do arraste do vapor,
(LANGANAU, 1979) e armazenados
em congelador, no periodo de 1986 a
2001.

Para avaliar a toxicidade dos Oleos
essenciais no desenvolvimento de fun-
gos do grupo Aspergillusflavus, foi uti-
lizado 0 método da escavacéo em pla
cas de Petri (MORALI'S, 2000) contendo
meio BDA (DHINGRA; SINCLAIR,
1995). Primeiramente, foram seleciona-
dos doisisolados de fungos do grupo A.
flavus (T52 e T63), obtidos de semen-
tes de amendoim, no cultivo da seca de
2001, e que estavam armazenados em
6leo mineral por seis meses em camara
fria. Para o preparo do indculo, estes
isoladosforamincubadosemmeio BDA
a20°C por sete dias e fotoperiodo de 12
horas. Em seguida foram feitas suspen-
sBes de conidios em &gua esterilizada e
a concentracdo ajustada para 107
conidios ml?, com auxilio de
hemacitdmetro, conforme testes preli-
minares.

Foi utilizado o delineamento intei-
ramente casualizado, com trés repeti-
¢oes, empregando-se 10 tratamentos,
sendo 8 dleos essenciais na dosagem de
2,0 mg ml de solvente, e duas teste-
munhas, o solvente DM SO na dosagem
de 1,0 mg ml* de metanol e benomyl na
dosagem de 0,2 mg 20 ml-* de égua des-
tilada. As dosagens dos 6leos essenci-
ais e do fungicida foram selecionadas
emtestes preliminares. Assim, paracada
um dos dois isolados do fungo, foi adi-
cionado 0,1 ml de suspensdo de conidios
em cada placa de Petri contendo meio
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BDA. Em seguidaforam realizados trés
orificios de 7 mm com auxilio de cilin-
dro de cobre. Nestes orificios foram
aplicados com auxilio de pipeta auto-
mética o 6leo essencial, o solvente ou o
fungicida sintético, conforme o trata-
mento. A incubagdo foi realizadaa 20°C
e fotoperiodo de 12 horas por sete dias.
Ap6s este periodo a avaliacao foi reali-
zada com a medicdo do didmetro dos
halos de inibic&o.

Para confirmar os resultados foi re-
petido 0 experimento anterior, porém
apenas com o isolado T52. Adotou-se 0
delineamento experimental inteiramente
casualizado com trés repeticles, empre-
gando-se seis tratamentos, sendo qua-
tro 6leos essenciais na dosagem de 2,0
mg ml* de solvente, e duastestemunhas,
o solvente DMSO na dosagem de 1,0
mg ml-* de metanol e benomyl na dosa-
gem de 0,2 mg 20 ml* de &gua destila-
da. A acéo dos tratamentos sobre 0 iso-
lado T52 foi avaliada apds incubacdo a
20°C e fotoperiodo de 12 horas por sete
dias. Os demais procedimentos foram
idénticos ao anterior.

A partir dos resultados observados
nos dois ensaios anteriores foi rediza-
do o terceiro ensaio, seguindo-se 0s
mesmos procedimentos, afim de se con-
firmar atoxicidade dos 6leos de canela
(Cinnamomum zeilanicum Breym) e de
aho (Allium sativum L.) em relagdo a
diferentesisolados do grupo Aspergillus
flavus. Paratanto, foi testada a agdo dos
0leos contra 32 diferentes isolados do
fungo, obtidos no cultivo de amendoim
no periodo das &guas de 2001. Adotou-
se 0 delineamento em blocos ao acaso,
em esquemafatoria 2x32 (duas substan-
cias e 32 isolados), e trés repeticdes. Por
placa, foi adicionado 0,1 ml de suspen-
s30 na concentraggo de 5.107 conidios ml*
de &gua destilada. Em seguida, foram
realizados trés orificios de 7 mm com
auxilio de cilindro de cobre. Nestes ori-
ficios foram aplicados com auxilio de
pipeta automética, 2,0 mg de 6leo essen-
cial solubilizado em 1,0 ml de solvente
(DMSO + metanol). Ap6s sete dias de
incubacdo a 20°C e fotoperiodo de 12
horas foi realizada a medicéo do didme-
tro dos halos de inibicéo.

ApOs 12 meses de armazenamento
dos extratos foi repetido o experimento
anterior, adotando-se delineamento in-

teiramente casualizado em esquema
fatorial 2x5 (dois Oleos essenciais, de
alho e de canela, e cinco isolados
fungicos obtidos da cultura do amen-
doim, no cultivo da seca de 2001), com
trés repeticdes. Os demais procedimen-
tos foram idénticos ao experimento an-
terior. Daregido central e periféricados
halos de inibicdo foram retiradas, com
auxilio de estilete estéril, trés amostras
de meio de cultura, que foram repica-
dos para placas de Petri contendo meio
BDA. Ap6s sete dias de incubagéo a
20°C e fotoperiodo de 12 horas foi rea-
lizada a avaliagdo visual do crescimen-
to do fungo. O efeito do dleo essencial
foi considerado “fungistéatico” quando
se observou crescimento do fungo apds
arepicagem, e “fungicida’ quando ndo
houve qualquer crescimento.

Os dados foram submetidos aos tes-
tes de normalidade (Lilliefors) e de
homocedasticidade (BARTLEY;
COCHRAN) (RIBEIRO JUNIOR,
2001). Quando ndo foi observada a
homogeneidade da variancia, os dados
foram transformados para log (x). Em
seguida foram realizadas as andlises de
variancia e teste de Tukey ou Scott-
Knott, para comparagdo das médias,
ambos a 5% de probabilidade
(PIMENTEL GOMES, 1966). Nas ta-
belas s apresentadas as médias origi-
nais, sem transformag&o.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os 6leos essenciaistestados no
primeiro teste, constatou-se com base
nos didmetros dos hal os de inibig&o for-
mados que o isolado T63 teve 0 seu de-
senvolvimento micelial reduzido de
maneira mais acentuada pelos dleos de
bulbilho de aho e de casca de canela.
Para o isolado T52 constatou-se maior
inibicdo pelos 6leos de folhas de sllvia
e de casca de canela. No entanto, estes
Oleos sempre apresentaram eficiéncia
significativamente menor que o padréo
fungicida. O 6leo de pimenta do reino
n&o inibiu o crescimento micelial de
nenhum dos doisisolados, enquanto que
os de capim lim&o e de pimenta longa
apresentaram peguena inibicdo apenas
doisolado T52 (Tabela 1).

No segundo teste, quando foram
avaliados apenas os 6leosde sdlvia, dho
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Tabela 1. Diémetros dos halos de inibigdo (mm) formados em culturas de fungos do grupo Aspergillus flavus, isolados de sementes de
amendoim no cultivo da seca, em resposta ao emprego de 6leos essenciais vegetais, do solvente DM SO+metanol (50% v/v) e do fungicida
Benomyl. Seropédica, UFRRJ, 2003.

Cultura/origem

Nome vulgar Nome cientifico Etai:itzeelda 10 teste 20 teste
T52/semente T63/semente T52/semente

Salvia Salvia officinalis L. Folha 11,7b* 0,0c 5,2cd
Alho Allium sativum L. bulbilho 4.3bc 11,7bc 8,8bc
Canela Cinnamomum zeilanicum Breym.  Folha fresca 7,3bc 5,0bc 40cd
Canela Cinnamomum zeilanicum Breym.  Casca 10,3bc 13,0b 13,3b
Capim limao Cymbopogon citratus Stapf. Folha 3,7¢c 0,0c -
Pimenta da Jamaica  Pimenta officinalis Fruto 3,3c 0,0c -
Pimenta do Reino Piper nigrum L. Fruto 0,0c 0,0c -
Gengibre Zingiber officinale Rox. Rizoma 3,7bc 3,3bc -
Solvente - - 0,0c 0,0c 0,0d
Benomyl - - 35,0a 20,3a 40,0a
C.V.(%) 46,41 37,12 37,05

*Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si a 5% de probabilidade.

e canela, foram confirmados osresulta-  Tabela 2. Diametros dos halos de inibicdo (mm) formados em culturas de fungos do grupo
dos relacionados & inibicgo do cresci- Aspergillus flavus isolados da cultura do amendoim no cultivo das &guas, em resposta ao
mento do isolado T52 pelos dleos es-  EMPrego de dleos essenciais de alho e de casca de canela. Seropedica, UFRRJ, 2003.

senciaisde cascade canelae debul b|_| ho Culturas Origem _ Extratos
de alho (Tabela 1). Os 6leos essenciais Bulbilho de alho Casca de canela
de aho e de canela possivelmente pos- :;2; Semente Erogc* EZ!OAE
suem um principio ativo com acdo o Semente 0Bc 0,0Aa

Y62 Solo 10,0Bd 20,0Aa

fungicida conforme constatado também
) Y75 V; 9,0Bd 20,0Aa
por Bolkan et al. (1981), avaliando a 44 agem

Solo 7,0Be 20,0Aa
toxicidade de extrato de alho sobre g Solo 13,0Bb 19.0Aa
Fusarium monilforme e Rhizoctonia  v48 Vagem 12,0Bc 18,0Ab
solani. Além disso foi constatada Y10 Solo 12,0Bc 17,0Ab
toxicidade de extrato de 6leo contra Y19 Solo 12,0Bc 17,0Ab
Aspergillus flavus (BILGRAMI et a., Y8 Solo 11,0Bc 17,0Ab
1992), Crinipellis perniciosa, Y43 Semente 10,08d 17,0Ab
Phytophthora palmivora (BASTOS, 36 Vagem 10,08d 17,0Ab
1992), Curwularia spp., Alternariaspp. 1100 Vagem 15.0Aa 16,0Ab

) Y67 Solo 12,0Bc 15,0Ac
(BARROS(_at al., 1995) eColletotrichum g Semente 11.0B¢ 15.0Ac
gloeosporiodes (RIBEIRO;  y5p Semente 11,0Bc 15,0Ac
BEDENDO, 1999). Utilizando dleo es-  ysg Solo 11,0Bc 15,0Ac
sencial de alho, Chalfoun e Carvalho  v13 Solo 10,0Bd 15,0Ac
(1987) também constataram inibicgodo Y113 Solo 10,0Bd 15,0Ac
crescimento micelial de Gibberellazeae Y12 Solo 10,0Bd 15,0Ac
(Schw.), Alternaria zinniae Pape e Y94 Vagem 10,0Bd 15,0Ac
Macrophomina phaseolina (Tass) Goid. 128 Semente 7.0Be 15.0Ac
i i . Y66 Solo 12,0Bc 14,0Ac
) Foi cons_tatada maior toxicidade do g0 Vagem 10.0Bd 14.0Ac
Oleo essencial de casca de canelaque  vgg Vagem 10,0Bd 13.0Ac
do de bulbilhos de aho, expressapelos  vgs Solo 10,0Bd 13,0Ac
maiores halos de inibicdo promovidos Y111 Solo 12,0Ac 12,0Ad
pelo primeiro em relagdo ao segundo Y80 Semente 12,0Ac 12,0Ad
paraamaioriadosisoladostestados(Ta- Y73 Vagem 11,0Ac 11,0Ad
bela 2). Foi observada ainda resposta Y99 Semente 10,0Ad 10,0Ae
diferencial dos isolados quando & sen- mgg :Z:ente “7"8/;: 18’822
sibilidade aos dois 0leos essenciais tes- V%) 713

tados, detectada pelo teste de Scott-
Knott. O dleo essencial de alho promo-  *Médias seguidas da mesma letra (maitiscula na linha e mindscula na coluna) néo diferem

veu halos de inibicdo que variaram en-  entre si a5% de probabilidade.
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Tabela 3. Didmetros dos halos de inibi¢do (mm) formados em culturas de fungos do grupo
Aspergillus flavus i solados da cultura do amendoim no cultivo da seca, em resposta ao empre-
go de dleo de dho e de canela, apds 12 meses de armazenamento. Seropédica, UFRRJ, 2003.

Culturas Origem Bulbilho de alho Casca de canela
T? Solo 8,0Ba* 20,0Aa

T Semente 8,3Ba 15,8Aab

T Semente 9,5Aa 9,5Ab

T Pericarpo do fruto 12,0Aa 14,6Aab

T Pericarpo do fruto 8,0Ba 15,0Aab
C.V.(%) 13,865

*Médias seguidas da mesma letra (mailscula na linha e mindscula na coluna) néo diferem

entre si a 5% de probabilidade.

Tabela 4. Avaliaggo da atividade dos 6leos de alho e de casca de canela sobre isolados de
fungos do grupo Aspergillus flavus, isolados da cultura do amendoim no cultivo da seca,
apos 12 meses de armazenamento. Seropédica, UFRRJ, 2003.

Bulbilho de alho

Casca de canela

Culturas Origem — —
Centro halo Periferia halo Centro halo Periferia halo
T, Solo Fungistatica Fungistatica Fungicida Fungistatica
2 Semente Fungistatica Fungistatica Fungistatica Fungistatica
T, Semente Fungistatica Fungistatica Fungistatica Fungistatica
T, Vagem Fungistatica Fungistatica Fungistatica Fungistatica
T, Vagem Fungistatica Fungistatica Fungistatica Fungistatica

tre 7,0 e 15,0 mm. Porém para 34% dos
isolados testados, estes halos foram
maiores do que 12,0 mm, valor consi-
derado por Gunatilaka et al. (1994)
como ideal paratestes in vitro. O dleo
essencial de canela proporcionou halos
de inibi¢do que variaram entre 10,0 e
22,0 mm, com valores maiores que 12,0
mm para 87% dos isolados testados.
Wilson et d. (1997) constataram que 0
extrato do género Allium e o dleo es-
sencial de Cinnamomum zeilanicum
demonstraram a maior atividade
antifingica sobre Botrytis cinerea, em
relacdo aos demais extratos e 0leos es-
senciais testados. Em geral, os 6leos
foram ativos contratodos osisolados do
grupo A. flavus testados, conformando
ainda dos resultados de Morais (2000)
que cita grande variagdo quanto a sen-
sibilidade de fungos a 6leos essenciais.

Apbs 12 meses de armazenamento
dos 6leos, foi constatado maior didame-
tro dos halos de inibi¢do quando se em-
pregou o 6leo de casca de canela em
comparacao ao 6leo de bulbilho de aho
(Tabela 3). Além disso, quando foi apli-
cado o 6leo de casca de canela, obser-
vou-se maior didmetro de halo de inibi-
¢80 paraT2, isolado do solo, que parao
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T24, isolado de semente. Ja quando foi
empregado o 6leo de aho néo foi cons-
tatada diferenca entre os isolados quan-
to a sensibilidade, com base nos diame-
tros dos halos de inibic&o formados.

Quando foi realizada a repicagem a
partir daregido dos halosdeinibicéo foi
observado que, dos pontosretirados pro-
Ximos ao centro, somente ndo houve
crescimento do isolado T2 quando foi
empregado o 0leo de casca de canela
(Tabela4). Paraosdemaisisolados hou-
ve crescimento micelial, inclusive das
amostras retiradas a partir do centro dos
halos (Tabela 4). Para Mishra e Dubey
(1994), o potencia antifiingico por lon-
ga duracdo facilita o isolamento futuro
dos componentes dos 6leos.

Pode-se concluir que a maior inibi-
corelativa, invitro, do desenvolvimen-
to micelia de A. flavusfoi obtidacom o
emprego dos 6leos essenciais de
bulbilho de aho e principalmente, de
casca de canela. Existe variabilidade na
populagéo do fungo quanto a sensibili-
dade aos 6leos. Novos estudos sdo ne-
cessarios a fim de se comprovar a efi-
ciéncia destas substéncias no controle
de Aspergillus flavus em sementes des-
tinadas ao consumo ou & semeadura.
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