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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade antifingica de material biocida
produzido a base de lignina e timol nos fungos fitopatogéncos Phytophthora palmivora,
Fusarium verticillioides, Fusarium oxysporum e Roselinia bunodes. Para isso, foram
produzidas suspensGes com pH=7,0 e proporcdo de 1:10 (timol:lignina). Este material foi
agitado em um ultrassonicador (Sonics — Vibra Cell) juntamente com Tween-20, HCI 5M e
agua destilada durante 10 minutos. A suspenséo foi seca em estufa a vicuo durante 24 horas a
60°C e a fracdo solida resultante foi utilizada para analise da atividade antifingica juntamente
com as amostras de controle, lignina e timol, individualmente. Cada um destes trés materiais
foi misturado ao meio de cultura BDA a uma concentracdo de 1% e distribuidas em placas de
Petri (em triplicata). Apos a adi¢do dos fungos, a avaliacdo da capacidade inibitoria de cada
amostra foi realizada pela medi¢do do crescimento micelial até atingir a borda da placa de
Petri. Os resultados indicam que a formulacdo da suspensdo com timol e lignina foi a que mais
inibiu os microorganismos apresentando menor crescimento micelial para trés, dos quatro
fungos analisados em comparacdo as demais formulagdes. O timol inibiu completamente o
crescimento micelial dos fungos e, portanto, sua associacdo com a lignina permitiu avaliar o
seu potencial como biocida natural.
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1. Introducéo

A lignina ¢ um recurso de origem florestal ainda pouco explorado, mas que apresenta um
diversificado potencial de aplicagdes. A lignina é um subproduto da industria de polpacédo de celulose
e producdo de papel, utilizada basicamente para gerar energia em caldeiras. De acordo com sua
estrutura quimica, a lignina é um biopolimero formado a partir de unidades de fenil-propano,
resultando em uma macromolécula extensa, ramificada, tridimensional e amorfa (NIPELO et al., 2015;
SILMORE et al., 2016) (Figura 1a).
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Figura 1 — Molécula de (a) lignina e (b) timol.
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A lignina é um dos trés principais constituintes da biomassa vegetal terrestre, juntamente com
a celulose e a hemicelulose. E o segundo polimero natural mais abundante no planeta e é a mais
importante fonte renovavel de compostos fenolicos (BOZELL et al., 2007; ABDELAZIZ et al., 2016).
A quantidade de lignina produzida anualmente pela natureza foi estimada entre 5 a 36x108 toneladas
(GELLERSTEDT e HENRIKSSON, 2008). No entanto, um dos maiores desafios da ciéncia
atualmente é a conversdo de residuos ou subprodutos da biomassa florestal em produtos de maior
valor comercial com potencial para substituir produtos sintéticos.

A producdo de biocidas de origem sustentavel € um promissor campo de estudo com vistas a
minimizar os custos com a producdo de materiais sintéticos caros e com maiores riscos de
contaminagdo de agua e solo. A lignina apresenta atividade antifungica, devido a sua natureza fendlica
e, por isso, € de grande interesse o estudo de seu comportamento diante de diferentes espécies de
fungos fitopatogénicos. Por outro lado, a combinagdo com outros materiais que apresentem
consideravel potencial antifingico é uma forma de ampliar as suas propriedades.

Compostos como carvacrol, timol, eugenol, mentol e limoneno tém sido utilizados em
aplicacdes que vao desde antissépticos médicos e agentes de cicatrizagdo de feridas até a conservantes
de alimentos (KON e RAI, 2012; CONNEL et al., 2016). Dentre estes, o timol (2-isopropil-5-
metilfenol) é um monoterpeno volatil, cristalino, incolor e o principal componente fendlico de dleos
essenciais do tomilho (Thymus vulgaris), orégano (Origanum vulgare) e alecrim-pimenta (Lippia
sidoides) (LICATA et al.; MANCINI et al.; SARWAR e LATIF, 2015) (Figura 1b).

O mecanismo de a¢do do timol contra microrganismos depende do rompimento da membrana
citoplasmaética, que aumenta sua permeabilidade (DI PASQUA et al., 2006; CONNELL et al., 2013).
O timol também é um importante repelente natural contra mosquitos, sendo utilizado em formulag¢Ges
comerciais de inseticidas. De acordo com Park et al. (2005), o timol é capaz de repelir particularmente
0 Culex pipiens pallens, sendo toxico também para suas larvas. Dessa forma, o timol € Gtil na busca
por novos inseticidas e biocidas naturais (MARCHESE et al., 2016).

O presente trabalho tem como objetivo analisar a atividade antifingica de materiais biocidas
produzidos a partir da lignina e de timol nos seguintes fungos fitopatogénicos: Phytophthora
palmivora, Fusarium verticillioides, Fusarium oxysporum e Roselinia bunodes.

2. Material e Métodos

A primeira etapa do trabalho consistiu em preparar solu¢es de timol e lignina. O timol
(Sigma Aldrich 99% de pureza) foi dissolvido em alcool etilico (99% de pureza) a uma concentracao
de 33%. A lignina (Suzano Papel e Celulose S.A.) foi dissolvida a 5% de concentracdo em NaOH 1M.

Foi produzida uma suspensdo com proporc¢do de 1:10 (timol:lignina), adicionando-se 0,5 mL
do surfactante Tween-20 diluido 0,1% em H2O (para melhorar a miscibilidade), 1 mL de HCI 5M
(para ajustar o pH=7,0) e agua destilada em quantidade suficiente para completar um volume de 50
mL. 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, alternando
o0 tempo de 10 segundos de agitacdo e 2 segundos de pausa durante 10 minutos.

Para a andlise antiflngica, a suspenséao foi seca em estufa a vacuo durante 24 horas a 60°C
para obtencdo da fragdo sdlida do material. Os fungos fitopatogénicos Phytophthora palmivora,
Fusarium verticillioides, Fusarium oxysporum e Roselinia bunodes foram utilizados para testar a
atividade antifingica da suspensdo de timol e lignina (1:10). Para tal, a suspensdo produzida e também
a lignina e timol, individualmente, foram misturadas ao meio de cultura BDA (batata, dextrose, agar)
na concentracdo de 1% em massa. Posteriormente, 0 BDA com cada amostra teste e 0 BDA controle
foram distribuidos em placas de Petri, em triplicata. A etapa seguinte consistiu em colocar discos de
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meio de cultura com crescimento fangico ativo (5 mm) no centro da placa de Petri. A avaliacdo da
capacidade inibitéria de cada amostra teste foi realizada pela medicao diéria do crescimento micelial

do fungo até atingir a borda da placa de Petri. Com os resultados, foi calculado o percentual de
crescimento fungico.

3. Resultados e Discussao

A suspensdo produzida apresentou concentracdo de 13,0% wi/v (Figura 2a) e, ap6s a secagem,
0 material apresentou umidade de 12,4% (Figura 2b).

Figura 2 — Aspecto inicial da suspensao (1:10) preparada (a) e fracdo solida (b).

Ap6s o ensaio fitopatolégico com os fungos Phytophthora palmivora, Fusarium
verticillioides, Fusarium oxysporum e Roselinia bunodes, foi possivel verificar que a suspensao
apresentou maior inibigdo para trés fungos avaliados com relagéo a lignina individualmente (Figura 3),
com excec¢do do Roselinia bunodes. Verifica-se ainda que o timol inibiu completamente o crescimento
de todos os fungos (Figura 3).
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Figura 3 — Crescimento dos fungos ao longo do tempo para o timol, lignina e a suspensao.
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Observa-se gque ao final de sete dias, enquanto o fungo Phytophthora palmivora apresentou
crescimento de 97% no meio de cultura BDA, para a lignina o crescimento foi de 37,9% da placa e a
suspensdo 1:10 apresentou crescimento ainda inferior, de 30%. J& para a espécie Fusarium
verticillioides, o crescimento micelial apresentou a mesma tendéncia que o Phytophthora palmivora
nos primeiros 5 dias de ensaio. Enquanto que no sétimo dia o fungo apresentou crescimento micelial
de 52,8% nas placas contendo lignina e um crescimento de 47,4% no meio de cultura BDA; o
crescimento micelial nas amostras de suspensdo foi também o menor para este fungo, 29,6%. O
crescimento micelial do fungo Fusarium oxysporum foi similar ao do Phytophthora palmivora, em
gue no final de sete dias de ensaio, o crescimento foi de 56,7% para 0 BDA, 40,4% para a lignina e
21,7% para a suspensao 1:10.

O fungo Roselinia bunodes foi o que apresentou maior crescimento, ja no quinto dia de
experimento a placa de Petri contendo BDA teve 82,2% de sua area tomada pelo fungo. No entanto,
para este fungo a lignina apresentou maior capacidade inibitéria do que para a suspensdo ao longo de
todo o periodo de ensaio e, no final dos sete dias, a placa contendo BDA foi tomada pelo fungo (100%
de crescimento micelial), enquanto que para lignina foi de 44% e para a suspensao 1:10 foi de 61,9%.

4, Conclusbes

A suspensdo produzida a partir de timol e lignina apresentou maior inibicdo contra os fungos
Phytophthora palmivora, Fusarium verticillioides, Fusarium oxysporum com relacdo a lignina
individualmente. O estudo mostrou que o timol inibiu completamente o crescimento micelial dos
fungos e, portanto, sua associacdo com a lignina permitiu avaliar o seu potencial como biocida natural.
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