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Resumo

O presente estudo propos a avaliagdo da atividade antifiingica de um sistema biocida
elaborado a partir de uma suspensdo de timol estabilizada em lignina kraft contra o fungo
Ganoderma applanatum. Para isso, foram produzidas suspensoes com pH=7,0 em proporgoes
de 1:1, 1:0,5 e 1:0,1 (lignina:timol) que foram diluidas a 0,1, 0,5 e 1 g.l'] em meio de cultura
dgar malte dextrose para andlise da capacidade minima inibitéria (MIC) frente ao fungo
Ganoderma applanatum. Os resultados indicaram que uma pequena concentragdo de timol
(1:0,1) foi eficiente em retardar o crescimento micelial do fungo nas diluicées de 0,5 e 1 g.I"!
testadas, onde houve crescimento micelial do fungo de 80,66% e 17,52%, respectivamente no
sexto dia de exposigcdo. As suspensoes 1:1 e 1:0,5 foram mais eficientes e apresentaram
capacidade fungicida, ou seja, inibiram completamente o crescimento micelial desde o
primeiro dia de exposicdo. O timol comercial também apresentou poder fungicida enquanto
que a lignina comercial apresentou caracteristica semelhante as amostras que ndo continham
o biocida (branco), indicando que o fungo Ganoderma applanatum ndo teve dificuldade de
crescer quando em contato com a lignina. Isso ocorre porque este é um fungo xilofago
causador da podriddo-branca e ao atacar madeiras, por exemplo, degrada lignina e
carboidratos na mesma proporcdo. Dessa maneira, foi possivel concluir que a inclusdo de
lignina na elaboracdo do biocida foi eficiente ndo somente para reduzir a concentracdo de
timol necessdria como também para reduzir o custo do biocida, uma vez que a lignina é obtida
a partir de um subproduto da indiistria de polpa e papel, e o timol apresenta alto custo de
mercado.

Palavras-chave. Biomassa, material lignocelul6sico, 6leos essenciais, biocida sustentavel.
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Introducao

Os esforgos para desenvolver alternativas mais amigdveis ambientalmente nos dias de hoje
vém apontando para o uso do timol quando se trata de biocidas (NURUZZAMAN et al., 2016).
O timol é um monoterpeno de baixo peso molecular e constitui o 6leo essencial do tomilho
(Thymus vulgaris), orégano (Origanum vulgare) e alecrim-pimenta (Lippia sidoides)
(LICATA et al., 2015). O uso do timol ainda € limitado devido a sua baixa miscibilidade em
dgua, sendo necessdrio o uso de surfactantes que controlem essa caracteristica. Contudo, os
surfactantes mais empregados apresentam alta toxicidade e prejudicam organismos aquaticos,
como € o caso dos polissorbatos (REBELLO et al., 2013), e sdo em sua maioria derivados do
petroleo.

Visando materiais mais sustentdveis, deve-se, portanto, buscar substituintes naturais para
esses surfactantes. Um recurso proveniente da biomassa pode ser a solucio para esse problema:
a lignina. A lignina é um biopolimero de natureza aromdtica com alto peso molecular,
constituida por unidades fenilpropanéides (NIPELO et al., 2015). A possibilidade de uso da
lignina como estabilizante é devido a sua natureza anfifilica, pois ela possui tanto dominios
hidrofébicos (-CHs) como hidrofilicos (-OH), o que permite a estabilizacao de interfaces dgua-
Oleo, sendo uma alternativa aos surfactantes sintéticos (LAM et al., 2014).

Nesse sentido, o presente estudo traz uma abordagem nova para a producdo de um biocida
sustentdvel, baseado em lignina e timol. Como objetivo central do estudo, buscou-se avaliar a
capacidade antifingica de uma suspensdo produzida com timol e estabilizada com lignina
contra o fungo Ganoderma applanatum.

Material e Métodos

Inicialmente, foi preparada solug@o contendo 33% de timol utilizando alcool etilico como
solvente, esta solucdo foi adicionada a solu¢cdo com 5% de lignina diluida em NaOH 1M para
obter as seguintes proporg¢oes: 1:1, 1:0,5 e 1:0,1 (L:T). Foi adicionado nesta mistura 0,5 mL do
surfactante Tween-20 diluido 0,1% em H2O a fim de obter melhor miscibilidade, 1 mL de HC1
5M foi adicionado para equilibrio do pH=7,0 e 4gua destilada foi adicionada para completar o
volume de 50 mL em cada suspensdo. Os materiais foram agitados em ultrassonicador com
poténcia liquida de 130 watts e frequéncia de 20kHz (Sonics — Vibra Cell), utilizando uma
amplitude de 80% da frequéncia méaxima, com tempo 10 segundos de agitacdo e 2 segundos de
pausa durante 10 minutos. As amostras foram secas em estufa a vacuo durante 24 horas a 60°C
(Quimis) para andlise da capacidade minima de inibi¢do do crescimento micelial do fungo
xilétago Ganoderma applanatum.

Para tal, as trés suspensdes produzidas, além da lignina e do timol individualmente foram
misturadas ao meio de cultura BDA (batata, dextrose, agar) em diferentes concentragdes (0,1,
0,5 e 1% em massa) para avaliar a concentra¢do minima inibitéria para o desenvolvimento de
cada fungo. A quantidade de BDA utilizada foi constante, de acordo com especificacdes do
fabricante. Posteriormente, 0o BDA com cada amostra mais BDA controle foram distribuidos
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em placas de petri, em triplicata. A etapa seguinte foi a distribuicdo dos fungos com diametro
de Smm para cada placa.

As culturas de fungos foram repicadas no mesmo dia e distribuidas a partir do mesmo
BDA. Além disso, os discos foram retirados no periodo de crescimento ativo (micélio sem
encostar nas bordas da placa), com coloracao tipica, e acondicionados a uma temperatura
adequada (23°C). Ap6s a adi¢do dos fungos, a avaliacdo da capacidade inibitdéria das amostras
foi realizada pela medicao do crescimento micelial, através de medi¢des didrias até preencher
toda placa de petri.

Resultados e discussao

Ao avaliar a concentracdo minima de inibicio do crescimento micelial do fungo
Ganoderma applanatum nas amostras de suspensdes produzidas com timol e lignina foi
possivel observar que mesmo as amostras produzidas com a menor quantidade de timol ja
apresentaram resultados positivos nos testes. Em todas as concentracdes, o crescimento
micelial em timol comercial foi de 0%, ou seja, o timol é um fungicida bastante eficiente.
Observa-se que apds 6 dias de ensaio, todas as placas de petri contendo BDA foram
preenchidas pelo fungo e o ensaio foi finalizado. No entanto, as caracteristicas do crescimento
micelial do fungo nas amostras contendo lignina e nas suspensdes foram distintas. Além disso,
observou-se que a capacidade antifungica das suspensoes estd relacionada com a concentra¢ao
desta no meio de cultura (Tabela 1).

No terceiro dia, o crescimento micelial do fungo na presenca das amostras com
concentragdo de 0,1% apresentou tendéncia similar. A placa contendo lignina teve 47,56% de
sua drea tomada pelo fungo e a amostra 1:0,1 apresentou 41,98% da area tomada pelo fungo,
valores superiores ao crescimento micelial na presenga de BDA (41,56%). Porém, ja no quinto
dia de experimento o crescimento micelial do fungo no meio de cultura BDA foi maior. Ao
finalizar o experimento, no sexto dia, enquanto o crescimento micelial do fungo no BDA
atingiu as bordas da placa de petri (100% de crescimento), nas amostras de lignina e suspensao
1:0,1, o crescimento micelial atingiu 90,84% e 90,40% da placa de petri, respectivamente. Por
outro lado, nas amostras 1:0,5 e 1:1 o crescimento micelial foi menor que nas demais durante
todos os dias de experimento, apresentando 87,12% e 74,28% da area total das placas de petri
tomadas pelo fungo, respectivamente, no final do experimento (sexto dia).

Ja com uma concentracdo de 0,5%, as amostras 1:1 e 1:0,5 inibiram completamente o
crescimento do fungo Ganoderma appanatum. O crescimento micelial na placa de petri
contendo lignina (46,88%) foi superior ao BDA (35,43%) desde o primeiro dia de ensaio e até
o quinto dia, porém, no sexto dia de teste ambos apresentaram preenchimento total da placa de
petri. A amostra 1:0,1, no terceiro dia de ensaio apresentou mais da metade do crescimento
micelial que a lignina, e no final do experimento, o fungo apresentou apenas 80,66% de
preenchimento da placa de petri nessa amostra.
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Tabela 1. Concentracdo minima inibitéria da lignina, timol e das suspensdes produzidas com

timol e lignina.

Tempo (dias)

Concentragdo Amostra 3 1 5 6

Timol 0,00 0,00 0,00 0,00
1:1 30,07 45,38 59,78 74,28
0.1% 1:0,5 30,85 49,71 65,26 87,12
’ 1:0,1 41,98 65,94 83,47 90,40
Lignina 47,23 67,69 81,49 90,84

BDA 41,56 65,27 84,80 100

Timol 0,00 0,00 0,00 0,00

1:1 0,00 0,00 0,00 0,00

0.5% 1:0,5 0,00 0,00 0,00 0,00
’ 1:0,1 20,10 38,81 58,65 80,66
Lignina 46,88 67,52 94,36 100

BDA 35,43 56,86 84,80 100

Timol 0,00 0,00 0,00 0,00

1:1 0,00 0,00 0,00 0,00

1% 1:0,5 0,00 0,00 0,00 0,00
1:0,1 0,00 0,00 5,07 17,52

Lignina 35,84 58,37 83,20 100

BDA 35,43 60,95 88,69 100

Em que: 1:1= amostras com propor¢ao de 1:1 (lignina:timol); 1:0,5= amostra com proporc¢ao
de 1:0,5 (lignina:timol); 1:0,1= amostra com propor¢ao de 1:0,1 (lignina:timol).

Também na concentracio de 1% as amostras 1:1 e 1:0,5 inibiram totalmente o crescimento
do fungo, o que era esperado ja que as mesmas amostras em concentra¢iao de 0,5% ja foram
capazes de impedir o crescimento do fungo Ganoderma applanatum. Ja a amostra 1:0,1 teve
um efeito de retardar o inicio do crescimento micelial, apenas no quinto dia de andamento do
experimento o fungo apresentou crescimento, de 5,07%. No ultimo dia do teste apenas 17,52%
da placa foi tomada pelo fungo. As placas de petri contendo a amostra 1:0,1 na concentragdo
de 1% continuaram sendo medidas até o preenchimento total pelo fungo, que ocorreu no
décimo terceiro dia apds o inicio dos ensaios. O crescimento micelial do fungo na presenca da
amostra de lignina na concentragdo de 1% foi similar ao BDA. Maiores detalhes sobre o
aspecto dos micélios do fungo Ganoderma applanatum para cada amostra pode ser visualizado
na Figura 1.
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Figura 1. Crescimento micelial do fungo Ganoderma applanatum no terceiro e sexto dia de
andlise em meio de cultura BDA e nas amostras de lignina, suspensdo (1:0,1, 1:0,5e 1:1) e
timol. Em que: 0,1%, 0,5% e 1% sdo as concentragdes de amostra em meio de cultura
utilizadas; 1:1= amostras com propor¢ao de 1:1 (lignina:timol); 1:0,5= amostra com propor¢ao
de 1:0,5 (lignina:timol); 1:0,1= amostra com propor¢do de 1:0,1 (lignina:timol).
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Fonte: Autores, 2019.

A partir da andlise dos resultados, é possivel observar que a atividade antiftingica das
amostras teve forte relacdo com a quantidade de timol, tanto a quantidade de timol na amostra
como a concentragdo da amostra no meio de cultura. Nesse sentido, Klaric et al. (2007)
atribuiram a atividade fungicida e fungistatica do 6leo essencial de Thymus vulgaris em mofos
de parede ao timol. O mecanismo de acdo do timol ainda € pouco conhecido, no entanto,
especula-se que suas propriedades estdo relacionadas com sua estrutura fendlica. De acordo
com Chavan e Tupe (2014), o timol é responsdvel por causar danos na membrana e vazamento
de conteudo citoplasmético nos microorganismos. O timol j4 foi comprovado ter capacidade
fungicida e fungistdtica in vitro contra diversos fungos e leveduras (KLARIC et al., 2007;
ZUZARTE et al., 2013; CHAVAN e TUPE, 2014) e aqui neste estudo, comprovamos que
apresenta também atividade antifingica contra o fungo xil6fago de podriddo branca
Ganoderma applanatum.
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Por outro lado, a lignina individualmente ndo apresentou inibi¢do do crescimento micelial
em nenhuma concentracdo. Embora a lignina seja referida na literatura como uma molécula
com propriedades fungicidas (AGO et al., 2017), o crescimento micelial nas amostras contendo
lignina foi igual e, em alguns casos superior, que as amostras controle contendo apenas BDA.

Conclusoes

As trés formulacdes de suspensdes apresentaram resisténcia in vitro contra o fungo de
podriddo branca Ganoderma applanatum a partir da concentracio 0,5%, apresentando inibi¢do
total do crescimento micelial nas amostras com maior quantidade de timol (1:1 e 1:0,5). O
timol individualmente inibiu completamente o crescimento micelial e a lignina ndo apresentou
resisténcia contra esses fungos, indicando que essas suspensdes tém potencial para aplicagdo
na preservacao da madeira.
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