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VOLATILIZAGAO DE OLEOS ESSENCIAIS PARA CONTROLE DE Botrytis
cinerea EM MORANGOS

RESUMO - A vida util pos-colheita de frutas e hortalicas pode ser ampliada
com adogao de técnicas adequadas de conservacdo que permitam manter por mais
tempo a qualidade e reduzir as perdas. O morango se destaca por apresentar grande
aceitagao para consumo in natura, isso se atribui as suas caracteristicas de sabor,
aroma e valor nutricional, entretanto apresenta curta vida de prateleira. Esse fruto
apresenta problemas pods-colheita, devido a sua alta perecibilidade, perdas por
doencas, principalmente o mofo cinzento, e por isso torna-se impréprio para
comercializagdo. Tais caracteristicas tem dificultado a ampliagdo do mercado e
consequentemente dificultado o aumento do valor agregado do produto. O objetivo
deste trabalho foi estudar os efeitos da volatilizagdo de 6leos essenciais de eucalipto
citriodora, alecrim e canela cassia sobre o controle do mofo cinzento e a qualidade do
morango. No primeiro experimento foram selecionadas as melhores concentragdes
dos dleos, in vitro, para controle do Botrytis cinerea, agente causal do mofo cinzento.
No segundo experimento foi testado o efeito da volatilizagdo dos trés oOleos para
controle in vivo do Botrytis cinerea e no terceiro experimento foi testado o efeito do
melhor 6leo e das melhores concentragdes na qualidade dos morangos. Os morangos
foram acondicionados em bandejas de isopor e armazenados a 20 °C. Determinou-se
a severidade e incidéncia da doenga, perda de massa fresca, teor de acidez titulavel,
firmeza, coloragao, teor de solidos soluveis e teor de acido ascorbico. A volatilizagao
de Oleos essenciais de canela cassia e alecrim nas concentragdes a partir de 100 ppm
com tempo de volatilizacido a partir de 6h inibiram 100% o crescimento micelial de B.
cinerea. Os tempos menores (1h, 2h e 3h) de exposi¢ao a volatilizagao retardaram o
crescimento micelial de B. cinerea para a volatilizacdo dos trés 6leos. A redugao da
severidade da doenga causada pelo mofo cinzento pode ser observada nos frutos de
morango quando tratados com volatilizagdo dos O6leos essenciais, porém a
manutenc¢do da qualidade dos mesmos pode ser comprometida devido ao morango
nao ficar com textura e aspecto visual comercial.

Palavras-chave: Cinnamomum cassia, Eucalyptus citriodora, Fragaria ananassa
Duch, mofo cinzento, Rosmarinus officinalis, volateis
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VOLATILIZATION OF ESSENTIAL OILS TO CONTROL Botrytis cinerea IN
STRAWBERRIES

ABSTRACT - The postharvest shelf life of fruits and vegetables can be
extended by adopting appropriate conservation techniques to maintain quality longer
and reduce losses. The strawberry stands out for having great acceptance for fresh
consumption, this is attributed to its characteristics of flavor, aroma and nutritional
value, however has a short shelf life. This fruit presents postharvest problems, due to
its high perishability, disease losses, mainly gray mold, and therefore it is unsuitable
for commercialization. Such characteristics have hindered the expansion of the market
and consequently hindered the increase of the added value of the product. The
objective of this work was to study the effects of volatilization of eucalyptus, rosemary
and cinnamon essential oils on the control of gray mold and strawberry quality. In the
first experiment, the best in vitro oil concentrations were selected to control Boftrytis
cinerea, the causal agent of gray mold. In the second experiment the effect of the
volatilization of the 3 oils for in vivo control of Botrytis cinerea was tested and in the
third experiment the effect of the best oil and the best concentrations on strawberry
quality was tested. Strawberries were placed in Styrofoam trays and stored at 20 °C.
Disease severity and incidence, loss of fresh mass, titratable acidity, firmness,
coloration, soluble solids content and ascorbic acid content were determined.
Volatilization of essential oils of cinnamon cassia and rosemary in concentrations from
100 ppm with time of volatilization from 6 hours inhibited the mycelial growth of B.
cinerea 100%. The shorter times (1h, 2h and 3h) of exposure to volatilization delayed
the mycelial growth of B. cinerea for the volatilization of the 3 oils. The reduction of the
disease severity caused by gray mold can be observed in strawberry fruits when
treated with volatilization of essential oils, but their quality maintenance may be
compromised due to the strawberry not having a texture and commercial visual aspect.

Keywords: Cinnamomum cassia, Eucalyptus citriodora, Fragaria ananassa Duch,
gray mold, Rosmarinus officinalis, volatile
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1. INTRODUGAO

Os morangos s&o muito procurados pelo mercado consumidor devido ao seu
sabor delicioso e valor nutricional, mas muitas vezes se tornam ndo comercializaveis
devido a lesdes mecanicas e contaminagéo por fungos. O mofo cinzento, causado
pelo fungo Botrytis cinerea, € uma das principais causas para a reducdo da vida util
dos morangos ap6s a colheita (Lazar et al., 2010).

Nas ultimas décadas, os fungicidas quimicos foram amplamente utilizados no
controle de doengas fungicas pos-colheita em frutas. No entanto, o uso indiscriminado
e excessivo de fungicidas sintéticos tem sido uma das principais causas para o
desenvolvimento de populagdes de patdgenos fungicos resistentes, resultando no uso
de quantidades ainda maiores de compostos antifungicos na agricultura e no
aparecimento de niveis aumentados de residuos toxicos em produtos alimenticios (Da
Cruz Cabral et al., 2013).

O fungo B. cinerea pode causar até 50% de perdas pré-colheita em morangos
em condicbes ambientais minimamente favoraveis, ou seja, com temperatura e
umidade relativa adequadas, podendo chegar até a 90% dessas perdas. A capacidade
de se adaptar a diferentes condigdes ambientais e a produgdo macica de conidios
tornou esse fungo muito destrutivo e com alto risco de desenvolvimento de resisténcia
(Xiang et al. 2015).

A aplicagéo de agroquimicos tem sido considerada a maneira mais eficiente de
controlar B. cinerea. Mais de meio bilhdo de ddlares gastos em fungicidas séo
pulverizados anualmente. Varios grupos de fungicidas, incluindo benzimidazéis
(MBCs), N-fenilcarbamatos (NPCs), dicarboximidas (DCFs), anilinopirimidinas (APs),
inibidores externos a quinona (Qols), inibidores da succinato desidrogenase (SDHIs)
e fenilpirréis (PPs) s&o principalmente usados nos PPs controle de B. cinerea. No
entanto, sua eficacia diminuiu acentuadamente pelo surgimento de isolados
resistentes. Apesar da pulverizacdo semanal de fungicidas, as perdas pré-colheita
causadas por B. cinerea ainda podem atingir 15% da produgéo total de morangos
(Sukorini et al., 2013).

Dessa forma métodos de controle alternativos s&o, portanto, necessarios
(Sukorini et al., 2013). Os Oleos essenciais de plantas (OEs) e extratos tém sido



utilizados ha milhares de anos em preservacgao de alimentos, produtos farmacéuticos,
medicina alternativa e terapias naturais (Prabuseenivasan et al., 20006).

Os OEs, que sao naturalmente sintetizados em diferentes 6rgéos das plantas
como metabdlitos secundarios, ou seja, s&o compostos organicos que nao estédo
diretamente envolvidos nos processos de crescimento, desenvolvimento e reprodugao
dos organismos, apenas desempenham papel importante nas defesas vegetais e
interagdo com o0 meio ambiente, sendo assim, sdo caracterizados como liquidos
oleosos e perfumados extraidos de materiais vegetais aromaticos (El Asbahani et al.,
2015). Os OEs tem atraido interesse como agentes de controle de doengas pos-
colheita devido a sua volatiidade, seguranca relativa, ampla aceitagdo pelos
consumidores e propriedades ecologicamente corretas e biodegradaveis (Tzortzakis
e Economakis, 2007).

Numerosos estudos documentaram efeitos antifungicos para diferentes OEs
usados para controlar a deterioragdo de frutas pos-colheita, como citros (Shao et al.,
2015), morango (Shao et al., 2013), mirtilo (Mehra et al., 2013), péssego (Elshafie et
al., 2015) e tomate cereja (Guerra et al., 2015).

Os oleos essenciais de varias plantas mostraram atividade contra os patogenos
do morango. Por exemplo, o de eucalipto (Eucalyptus citriodora Hook) melhora a
qualidade dos frutos e reduz sua deterioragdo (Guerra et al., 2015). O uso do dleo
essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) tem uma ag¢ao antifungica, que além
de auxiliar no combate ao mofo cinzento (Botrytis cinerea) também auxilia na
diminuicdo da deterioragdo pds-colheita em morangos armazenados (Guerra et al.,
2015). Dessa mesma forma, a canela cassia (Cinnamomum cassia (L.) J. Presl)
também possui atividade antifungica nos seus extratos e pode inibir significativamente
o crescimento de B. cinerea (Guerra et al., 2015).

Diante disso, torna-se importante o desenvolvimento de pesquisas que
busquem tratamentos alternativos eficientes na reducado de perdas, causadas por
patdgenos responsaveis pelas doengas em frutos na pos-colheita, em substituicdo ao
uso de produtos quimicos.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficacia da

volatilizagdo dos Oleos essenciais de eucalipto citriodora (Eucalyptus citriodora),



alecrim (Rosmarinus officinalis) e canela cassia (Cinnamomum cassia) sobre o

controle de Botrytis cinerea e na qualidade do morango.



2. REVISAO DE LITERATURA

21. Morango

O morango é uma importante cultura que é plantada em todo o mundo e,
somente para o Brasil a producéo é de 8.926 kg/ha. Ja para os Estados Unidos, a
producdo de morango ultrapassa 65.000 kg/ha (FAO Stat, 2018). A produgédo de
morangos no Brasil esta concentrada nos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio
Grande do Sul, Parana e Santa Catarina que sao regides de clima temperado e
subtropical propicias para o morango (Oliveira e Scivittaro, 2009). Os morangos s&o
benéficos para a dieta humana como fonte de macro e micronutrientes, vitaminas e

antioxidantes promotores de saude (Giampieri et al., 2015).

O morango pertence a familia das Rosaceae e ao género Fragaria, tendo por
origem o Chile e a América do Norte. E uma planta herbacea perene, com caules
curtos (coroas) e folhas densamente espacadas. O morango produz frutas acessorias
e agregadas complexas compostas por aquénios e um receptaculo. Os aquénios s&o
pequenos frutos secos, de semente unica, enquanto o receptaculo é considerado

anatomicamente equivalente ao tecido do meristema floral (Hollender et al., 2012).

Assim como a framboesa, mirtilo e goji berry, o morango pertence ao grupo das
frutas vermelhas, também conhecido por “berries”. Esse grupo se caracteriza por
frutas ricas em vitaminas (A, C, E e do complexo B), minerais, compostos fendlicos
(acido elagico e galico) e flavonoides (catequinas, quercetinas e antocianinas), sendo
atribuidas propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes nessas frutas (Cardozo e
Mafra, 2015).

E classificado como fruto ndo-climatérico e possui alta taxa respiratéria, sendo
assim, tem curto tempo de vida pdos-colheita. O ponto de maturacéo do fruto durante
a colheita é de essencial importancia, pois influencia diretamente na palatabilidade e
aparéncia do fruto e, consequentemente, na aceitagdo pelo consumidor (Gongalves
etal., 2012).

Uma das caracteristicas naturais do morango é ser muito perecivel, Chitarra e
Chitarra (1990) citam que o periodo maximo de vida pos-colheita é de 10 dias, sob

condigdes especificas de armazenamento, sendo assim, essa vida de prateleira s6 é



atingida se os frutos forem mantidos em temperaturas entre 0-5 °C, com 10% de
Oxigénio e 15-20% de CO2. Esse armazenamento nem sempre é obtido com
exceléncia e, portanto, a vida de prateleira € bem mais curta devido a sua intensa
atividade metabdlica e grande suscetibilidade ao ataque de agentes patogénicos
causadores de podriddes. A perecibilidade dos morangos é tanta que normalmente os
morangos apresentam uma taxa respiratéria de aproximadamente de 6 mg a 10 mg
de CO2/kg.hr a 0 °C, a qual aumenta de quatro a cinco vezes quando a temperatura
sobe para 10 °C, e até dez vezes se a temperatura alcanga 20 °C (Mitcham et al.,
2003).

As embalagens utilizadas para comercializagdo sao recipientes de polietileno
tereftalato (PET), geralmente transparentes, ou entdo bandejas de poliestireno
expandido (isopor), cobertas com filme de polivinil cloreto (PVC) esticavel ou com
tampas perfuradas. Normalmente a capacidade é de 250 a 500 gramas de morangos,
distribuidas em uma ou duas camadas. Durante o armazenamento recomenda-se
manter a temperatura da camara fria de 0 a 1 °C e a umidade relativa entre 90-95%
(Embrapa, 2005).

O morango é afetado por varios patégenos, incluindo fungos, bactérias, virus e
nematoides. Os patdogenos economicamente mais impactantes do morango sé&o os
fungos, principalmente Rhizopus stolonifer, Penicillium digitatum e Botrytis cinerea,
que podem infectar todas as partes da planta e causar danos graves ou a morte do
fruto (Garrido et al., 2011).

2.2. Botrytis cinerea
Entre os patégenos fungicos, o fungo Botrytis cinerea é considerado o patégeno
primario na pos-colheita dos morangos, levando a perdas econémicas impactantes
para a industria de morangos. E um ascomiceto (Ascomycota), que causa a doenca
conhecida como mofo cinzento, pode infectar mais de 200 espécies, manifestando-se
em todas as partes da planta, desde frutos, hastes, folhas e flores. Os tecidos
senescentes servem como meio de desenvolvimento do patégeno e assim colaboram

com o aumento do inoculo (Costa, 2014).



Na fruta a infecgdo se inicia, geralmente, durante a época de florescimento
onde conidios do patdégeno (esporos assexuais) infectam o tecido causando uma
infeccdo latente que se expressara durante o amadurecimento do fruto. A hifa do fungo
pode penetrar diretamente no tecido vegetal, entretanto, ferimentos de qualquer
natureza favorecem a infecgcédo (Costa, 2014). Sob condi¢gdes umidas, mais de 80%
das flores e frutos de morango podem ser perdidos se as plantas ndo forem
pulverizadas com fungicidas (Garrido et a., 2011).

Temperaturas moderadas (15 °C a 25 °C) sdo favoraveis ao desenvolvimento
do fungo. Em temperaturas préoximas de 0 °C também é possivel haver crescimento
fungico, bem como, em morangos embalados e armazenados sob refrigeragdo. A
umidade € o principal fator regulatério para o desenvolvimento da doenca e a

germinacao de esporos.

Em todo o mundo, o Bolrytis cinerea causa perdas anuais de 10 a 100 bilhdes
de dolares para a cultura do morango. Sua elevada agressividade e especialidade
como fungo, permite neutralizar uma ampla gama de produtos quimicos de defesa de

plantas, sendo um dos patdégenos vegetais mais estudados (Guerra et al., 2015).

O fungo Botrytis cinerea produz grandes quantidades de esporos assexuais,
conhecidos por conidios, que apresentam formato arredondado. O ciclo comeca
quando os conidios entram em contato com um hospedeiro suscetivel, pois os
mesmos germinam formando um tubo germinativo que segue para a formacéo de
estruturas de penetragdo, conhecidas como apressorios (Caires, 2013), como
demonstra a figura 1.

Em relacdo ao modo de penetragcado de B. cinerea nas plantas hospedeiras,
pode ser pela penetragéo direta através da cuticula, penetragdo do tubo germinativo
ou ainda penetracdo por aberturas naturais, como lenticelas e estdmatos (Caires,
2013).
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Figura 1. Ciclo de vida do Botrytis cinerea. Adaptado de
<https://core.ac.uk/download/pdf/61915897.pdf>

O Botrytis cinerea produz um amplo conjunto de substancias quimicas que
causam a morte do hospedeiro, incluindo um espectro de metabdlitos de baixo peso
molecular (por exemplo, botridial, acido oxalico e HSTs). Durante a penetragdo da
cuticula e a formacéao de lesdes primarias, o fungo desencadeia uma reagéo oxidativa
da planta, acumulando radicais livres que causam morte celular na planta (Shao et al.,
2015).

Enquanto isso confere resisténcia aos patdégenos biotréficos, a morte celular
das plantas é benéfica para os necrotroficos, incluindo Botrytis cinerea, uma vez que
se alimentam de células mortas. O fungo também é capaz de suprimir a imunidade do
hospedeiro produzindo pequenas moléculas de RNA (sRNA) que causam
silenciamento genético. Além das pectinases, o B. cinerea produz celulases e
hemicelulases para decompor as paredes celulares das plantas para se nutrir (De
Cruz Cabral et al., 2013).

O mofo cinzento pode ser parcialmente controlado no campo por combinacdes
de fungicidas. O controle biologico desse mofo em flores e frutos utilizando

microrganismos antagdnicos tem potencial futuro. A remogdo do material vegetal



infectado e a reducédo da umidade durante o armazenamento de frutas e a reducéo da

umidade em estufas sdo medidas importantes de controle (Xiang et al., 2015).

Uso intensivo de produtos quimicos no controle de podriddes, causadas por
esse patoégeno, tem gerado problemas de ordem ambiental, produgéo de alto custo,
resisténcia dos patdgenos aos fungicidas e por esse motivo, o desenvolvimento de
alternativas novas, assim como a utilizagdo de produtos naturais e biodegradaveis na

conservacgao dos frutos, e o estudo de materiais sdo tendéncias atuais.

2.3. Oleos essenciais

A International Standard Organization (ISO) define os produtos obtidos por
meio de partes de plantas, através de destilagdo por arraste de vapor d’agua ou por
prensagem de pericarpos de frutos citricos, como sendo 6leos volateis. Sdo misturas
complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, de
aparéncia oleosa em temperatura ambiente, de aroma agradavel e intenso, e s&o
soluveis em solventes organicos apolares como éter, porém em agua apresentam
solubilidade limitada, ndo sdo muito estaveis, na presenca de ar, luz, calor, umidade
e metais. A principal caracteristica € a volatilidade que os diferencia dos dleos fixos
(mistura de substancias lipidicas), obtidos geralmente de sementes (Simdes e Spitzer,
2000).

As plantas tém propriedades morfolégicas e bioquimicas individuais, como
estrutura das folhas, compostos de 6leo, etc., que as protegem de varias doengas e
pragas. Os pesquisadores se concentram no potencial efeito e uso do 6leo essencial
de planta (OE) para a etapa alternativa do gerenciamento de pragas. Muitos OEs s&o
neurotoxicos para insetos e acaros devido aos seus constituintes terpendides e

causam consequéncias letais aos mesmos (Shao et al., 2015).

Os OEs, que sao naturalmente sintetizados em diferentes 6rgéos das plantas
como metabdlitos secundarios, sdo caracterizados como liquidos oleosos e
perfumados extraidos de materiais vegetais aromaticos (El Asbahani et al., 2015). Os
OEs atrairam recentemente interesse como agentes de controle de doengas pos-

colheita devido a sua volatiidade, seguranca relativa, ampla aceitagdo pelos



consumidores e propriedades ecologicamente corretas e biodegradaveis (Tzortzakis
e Economakis, 2007).

Numerosos estudos documentaram efeitos antifungicos para diferentes OEs
usados para controlar a deterioragao de frutas pos-colheita, como citros, onde o 6leo
essencial de cravo-da-india foi utilizado em conjunto com quitosana para controlar o
Penicillium digitatum (Shao et al., 2015). Em mirtilos, foram utilizados varios 6leos
essenciais, entre eles o de canela cassia e alecrim para gerenciar o controle de
Alternaria alternata, Botrytis cinerea e Colletotrichum acutatum (Mehra et al., 2013).
Em abacates ‘Hass’ também foram utilizados diversos 6leos essenciais para avaliar a
inibicdo do Colletotrichum gloeosporioides in vitro e in vivo, com destaque para o 6leo
de tomilho (Muniz et al., 2016). Para péssego, os Oleos essenciais de tomilho e
verbena foram utilizados contra Monilinia spp. (Elshafie et al., 2015). E para tomate
cereja, o 6leo essencial de menta foi testado juntamente com quitosana para combater
Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Penicillium expansum e Rhizopus stolonifer (Guerra
et al., 2015).

Em morango, foi utilizado 6leo da arvore do cha como agente antifungico
natural para controlar B. cinerea (Shao et al., 2013). Outro estudo em morango, mostra
a utilizagao de 6leo essencial de salvia para aumento da vida de prateleira (Borges et
al., 2013). Existe ainda estudo com oleo essencial de capim-limdo, palma rosa,
citronela, cravo, canela, menta, lavanda, tangerina, eucalipto, melaleuca, alecrim e
laranja para controle de Botrytis cinerea isolado de morangueiro (Lorenzetti et al.,
2011). Também foi avaliado o efeito do extrato de canola no controle de Boftrytis
cinerea in vitro e em poés colheita de morangos (Cuzzi, 2013).

Os oOleos essenciais de varias plantas mostraram atividade contra os patdégenos
do morango, dentre eles os 6leos de canela cassia, alecrim e eucalipto citriodora. Os
trés Oleos possuem diferentes substancias como componente majoritario, por
exemplo, o eucalipto (Eucalyptus citriodora Hook), pertencente a familia Myrtaceae,
possui 72% de citronelal e estudos mostram que melhora a qualidade dos frutos e
reduz sua deterioracdo. O oOleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.),
pertencente a familia Lamiaceae, possui 45% de 1,8 cineol, 12% de canfora, 12% de

a-pineno, 8% de B-pineno e 2% de limoneno, demonstrando uma agao antifungica,
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que além de auxiliar no combate ao mofo cinzento (Botrytis cinerea) também auxilia
na diminuicdo da deterioragdo pos-colheita em morangos armazenados. Dessa
mesma forma, a canela cassia (Cinnamomum cassia (L.) J. Presl), pertencente a
familia Lauraceae, tem 85% de aldeido cinamico, 2% de cumarina, 2% de
benzaldeido, 1% de alcool cinamilico e 1% de borneol que também possui atividade
antifungica nos seus extratos e pode inibir significativamente o crescimento de B.

cinerea (Guerra et al., 2015).
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3. OBJETIVO

Os presentes experimentos tiveram por objetivo geral estudar a eficacia da
volatilizagdo dos Oleos essenciais de eucalipto citriodora (Eucalyptus citriodora),
alecrim (Rosmarinus officinalis) e canela cassia (Cinnamomum cassia) no controle de

Botrytis cinerea e na qualidade de morangos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao do patégeno
O fungo Botrytis cinerea foi adquirido da micoteca do Instituto Biologico de S&o
Paulo, numero do acesso 14/11-29/01/18. Deste tubo original foram feitas repicagens
para reproduzir o fungo, transferindo-os para placas de Petri, contendo meio batata-
dextrose-agar (BDA - DifcoTM). Foram incubadas em camara de crescimento
ajustada a temperatura de 20+1 °C e fotoperiodo de 12 horas, até o surgimento da

estrutura reprodutiva do fungo, que ocorre, geralmente, apds 4 dias.

4.2. Oleos essenciais
Os 6leos essenciais utilizados para a volatilizagao foram os éleos de eucalipto
citriodora (Eucalyptus citriodora) que pertence a familia Myrtaceae, alecrim
(Rosmarinus officinalis), pertencente a familia Lamiaceae, e canela cassia
(Cinnamomum cassia), que pertence a familia Lauraceae, adquiridos da Ferquima
Industria e Comércio Ltda.

4.3. Material vegetal
Foram selecionados morangos sadios, procedente de produgdes comercias de
Coluci Frutas, localizada no sul de Minas Gerais, distante 400 km de Jaboticabal - SP.
No Laboratério de Tecnologia de Pds-colheita da FCAV-UNESP, campus de
Jaboticabal, os morangos foram novamente selecionados para melhor
homogeneidade no tamanho e coloragéo e separados em lotes, correspondentes aos

tratamentos.
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4.4. PRIMEIRA ETAPA: efeito de O6leos essenciais aplicados por
volatilizacao no controle in vitro de Botrytis cinerea
Inicialmente, preparou-se meio BDA conforme instrugbes do rétulo da
embalagem. O meio de cultura foi vertido, em temperatura fundente e sob condi¢des
assepticas (camara de fluxo laminar), em placas de Petri de 8 cm de didametro,
esterilizadas. Apds a solidificagdo do meio, foram transferidos discos de micélio do
fungo de 6 mm de didmetro, retirados da borda das coldnias, para o centro das placas.
Essas placas sem tampa foram colocadas em caixas plasticas de 46 L acopladas com
mini ventilador do tipo ‘cooler, seguido do 6leo essencial, que foi aplicado em papel
filtro, ficando homogeneamente distribuido para melhor volatilizagdo do mesmo. As
caixas foram imediatamente lacradas e os tratamentos consistiram na aplicacdo dos
oleos, por volatilizagdo, nas concentragdes de 0 ppm (controle com agua destilada);
100 ppm, 250 ppm e 500 ppm, por periodos de 1, 2, 3, 6 e 24 horas. Foram realizadas
seis repeticdes por tratamento.

Ap0ds o periodo determinado, as placas foram tampadas, lacradas com parafilm
M e armazenadas em camara de crescimento a 20+1 °C e fotoperiodo de 12h.

O crescimento micelial do fungo, foi medido diariamente até que o micélio de
um dos tratamentos atingisse a borda da placa. Para calcular a porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial, foi aplicada a equag&o de Edington et al. (1971):

[ (CFC — CFT) < 100
N CFC

onde: | = porcentagem de inibicdo; CFC = crescimento do fungo no controle; CFT =

crescimento do fungo no tratamento.

4.5. SEGUNDA ETAPA: efeito de oleos essenciais aplicados por
volatilizacao no controle in vivo de Botrytis cinerea

A suspensdo de conidios de Bolrytis cinerea foi obtida pela raspagem

superficial das colénias (obtidas conforme procedimento descrito no item 4.1) em

presenga de agua destilada e esterilizada, e Tween 80 a 0,01%. Apds, foi feita a
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filtragem em gaze esterilizada, obtendo-se, por meio de contagem em hemacitémetro,

uma suspensao conidial do patégeno na concentragdo de 2x10° conidios mL™".

Os morangos foram inoculados por meio de um ferimento, na regido equatorial,
com o auxilio de uma seringa de cromatografia. O volume inoculado foi de 20 pL da
suspens3o conidial de B. cinerea (2x10° conidios mL'), e em seguida armazenados
por 24h a 20 °C, para estabelecimento do fungo. Apos esse periodo, os frutos foram
submetidos aos volateis dos 6leos essenciais de eucalipto citriodora, alecrim e canela
cassia (conforme descrito no item 4.4), nas concentragbes de 0 ppm (controle com
agua destilada); 100 ppm, 250 ppm e 500 ppm pelos tempos de 1, 2, 3 e 6 horas, com
base nos melhores resultados obtidos na etapa in vitro.

Ap0ds o periodo de exposicao ao vapor dos oleos, os frutos foram armazenados
a 2040,2 °C, por quatro dias, e avaliados diariamente. O experimento foi conduzido
em delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 4 x

4 (6leo essencial, concentragao e tempo de volatilizagdo) com 10 frutos por repetigao.

A severidade da doenca foi medida pelo tamanho da area da leséo no fruto.
Essa medida foi feita através da segmentagdo manual de fotos desses frutos, ou seja,
a area da lesdo assim como o fruto foram selecionados manualmente e de posse
dessas medidas foi possivel calcular a severidade. Essas mensuragbdes nas fotos
foram feitas durante o periodo de 4 dias, com auxilio do software Paint.net versao
4.1.6.

A incidéncia da doenca foi determinada de acordo com Xing et al. (2010)

utilizando a seguinte equacao:

Numero de ferimentos infectados

Incidéncia da doenca (%) = ( ) x 100

Numero total de frutos inoculados

4.6. TERCEIRA ETAPA: efeito de O6leos essenciais aplicados por
volatilizacao na qualidade de morangos

Nesse experimento, os frutos foram submetidos aos tratamentos de

volatilizagdo nas concentragdes definidas na segunda etapa a partir dos melhores

resultados obtidos no controle do fungo. Sendo assim, os tratamentos foram feitos
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apenas com o0 Oleo de alecrim, nas seguintes concentragbes: controle (agua

destilada); 250 ppm por 3 h; 250 ppm por 6 h; 500 ppm por 1h.

Apés a aplicagao dos tratamentos, os frutos foram armazenados em bandeja
de isopor num ambiente com temperatura monitorada a 202 °C. Os frutos foram

avaliados apos 4 dias de armazenamento.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado, composto por 4 tratamentos (3 concentragdes + controle). Foram feitas
3 repeti¢gdes com 20 frutos cada.

As avaliagdes feitas nessa etapa foram:

A perda de massa fresca foi quantificada pesando os morangos em balanga
semi-analitica de 0,5 a 1000 g + 0,01 g (Bel, modelo Mark L 1002, Brasil). A perda de
massa foi calculada como sendo a diferenca entre a massa inicial e a massa do
produto em cada avaliacéo, dividida pela massa inicial. A perda acumulada de massa

foi expressa em porcentagem.

A firmeza dos frutos foi medida utilizando-se penetrémetro digital com a faixa
de leitura entre 5 e 200 Newton (N) (Impac, modelo IP-90DI, Brasil), com ponteira de
8 mm. Foi realizada 1 leitura por fruto na regido equatorial, sendo os resultados

expressos em Newtons/mm.

A coloracéao interna e externa dos frutos foi medida utilizando um colorimetro
portatil (Minolta Corp, modelo CR-400, Jap&o) com iluminante padréo D65, um angulo
observador de 0° e calibrado com uma cor padrao (branco), usando o sistema CIELab.
Foram avaliadas a luminosidade (L*; O=preto, 100=branco), a cromaticidade (C*) e o

angulo Hue (ho). Uma leitura por fruto foi feita na regido equatorial. (Minolta, 2007).

O conteudo de acidez titulavel (AT) foi determinado conforme metodologia
descrita por Ryan e Dupont (1973) por meio de titulagdo, sendo 1 g das amostras em
50 mL de agua destilada, com solugdo de NaOH 0,1 N até o pH=8,1. Os resultados

foram expressos em porcentagem de acido citrico.

Os teores de solidos soluveis (SS) foram determinados apds o processamento

do fruto, com auxilio de gaze para leitura em um refratdmetro manual digital (Atago
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Palette, modelo PR-101, USA). Os resultados foram expressos em porcentagem
(Zenebon et al., 2008).

O teor de acido ascérbico (AA) foi determinado mediante analise de 1 g do
extrato celular diluido em 50 mL de acido oxalico, utilizando o reativo de Tillmans,
conforme método descrito por Zenebon et al. (2008). Os resultados foram expressos

em mg de acido ascorbico 100 g™' MF.

4.7. Analise dos resultados
Os dados foram submetidos a analise de varidancia (ANOVA) e o efeito dos
tratamentos, quando significativo, por meio do Teste F. As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey (P<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Efeito da volatilizagao de 6leos essenciais no crescimento micelial de
Botrytis cinerea

Pode-se observar na Figura 2 o efeito do tempo de exposi¢ao a volatilizagéao e

das concentragdes dos Oleos essenciais de canela (barra vermelha), alecrim (barra
amarela) e eucalipto (barra azul) na inibicdo do crescimento micelial de Botrytis
cinerea in vitro. Nota-se que na concentracao de 500 ppm, a partir de 3h de
volatilizagao, os 3 6leos inibiram o crescimento do fungo em 100%. Efeito semelhante
pode ser observado a partir do periodo de 6h de volatilizacdo na concentragao de 250
ppm, demonstrando que os 6leos essenciais de canela, alecrim e eucalipto podem

inibir ou retardar o crescimento do patdégeno.
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Figura 2. Efeito inibitério da volatilizagdo de 6leos essenciais no crescimento micelial in vitro de Botrytis
cinerea ap6s 7 dias a 20 °C. Médias +* erro padrdo com letras mindsculas iguais dentro do grupo e
maiusculas entre os grupos nao diferem entre si, pelo teste Tukey (P<0,05) (n=6).
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Borges et al. (2013), encontraram resultados semelhantes de inibicdo de
crescimento micelial de B. cinerea in vitro utilizando 6leo essencial de salvia em
conjunto com goma xantana, e o efeito observado foi explicado devido a formagéo de
uma barreira a perda de massa e ao oxigénio, inibindo desta forma o crescimento de

fungos.

Da mesma forma, Lorenzetti et al. (2011) verificaram que o Oleo essencial de
canela e de capim lim&o séo 6leos com efeito fungicida eficiente no controle do mofo

cinzento do morangueiro, devido aos componentes majoritarios de suas constituigdes.

Neste sentido, Zeidman (2008) afirma que a vantagem dos 6leos essenciais é
sua bioatividade na fase de vapor, tornando-as uteis como possiveis fumigantes para
a protecdo de produtos armazenados. Além disso, as fases volateis dos 6leos
essenciais foram consideradas mais toxicas, para o patogeno, e eficazes do que a

fase de contato.

Sendo assim, a volatiizacdo de O&leos essenciais de canela cassia
(Cinnamomum cassia) e alecrim (Rosmarinus officinalis) nas concentragdes a partir
de 100 ppm com tempo de volatilizagao a partir de 6h inibiram 100% o crescimento
micelial de B. cinerea. Os tempos menores (1h, 2h e 3h) de exposigéo a volatilizagao

retardaram o crescimento micelial de B. cinerea para a volatilizagado dos 3 6leos.

5.2. Efeito da volatilizagdo de 6leos essenciais em morangos inoculados
com Botrytis cinerea
A severidade dos danos causados pelo mofo cinzento foi menor nos morangos
tratados com oOleo essencial de alecrim a partir de 3h de exposi¢éo a volatilizacdo nas
concentragdes de 100 e 250 ppm (Figuras 3).
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Figura 3. Efeito da volatilizagado dos 6leos essenciais na severidade do mofo cinzento em morangos
inoculados com Botrytis cinerea e armazenados a 20 °C por 4 dias. Médias + erro padrao com letras

minusculas iguais dentro do grupo e mailsculas entre os grupos nao diferem entre si, pelo teste de
Tukey (P<0,05) (n=10).

Efeito semelhante foi observado nos outros dois 6leos (canela e eucalipto) na
concentragao de 500 ppm submetido por 6 horas a volatilizagdo. Também foi possivel
observar efeito parecido para o 6leo de alecrim volatilizado por 1 hora na concentragao
de 100 ppm. Ainda podemos verificar efeito semelhante para o 6leo de eucalipto
volatilizado por 1 hora na concentracdo de 100 ppm e 250 ppm e ainda por 3 horas
na concentracéo de 100 ppm.

Em contrapartida, trabalhos que utilizaram 6leo essencial diretamente em
contato com o fruto, por infus&o, obtiveram resultados mais satisfatorios com relagéo
a severidade da doenga, reduzindo em praticamente 100% (Cuzzi, 2013).

Nao foi observado efeito significativo do controle do patégeno in vivo com o
aumento das concentragdes dos tratamentos, como o relatado nos testes in vitro. Tal

fato pode ter ocorrido devido aos 6leos n&o terem contato direto com os pseudofrutos
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e, portanto, ndo formarem uma barreira que dificultasse a penetragao dos conidios do
fungo nos tecidos do hospedeiro, e consequentemente, ndo retarde o processo

infeccioso nos morangos.

A tendéncia de reducgao da severidade da doenga a medida que se aumenta a
concentragdo e o tempo de exposicdo aos volateis, sinaliza a necessidade da
utilizacdo de concentragcbes maiores dos 6leos essenciais, porém com esse metodo
de volatilizagéo e a delicadeza do morango, um aspecto visual de cozimento pode ser

encontrado.

Os dados de incidéncia da doenga nao foram contemplados nesse trabalho
uma vez que devido a fragilidade do morango e a necessidade de inoculagéo do fungo
nos mesmos para aplicacao dos tratamentos, todos os frutos apresentaram incidéncia

da doenga.

5.3. Efeito da volatilizagao de 6leos essenciais na qualidade de morangos

5.3.1. Evolucao da perda de massa fresca
Nota-se que nao teve diferenga significativa na perda de massa fresca dos
frutos tratados quando comparados com os frutos do controle (Figura 4). Essa
ineficiéncia em reduzir a perda de agua pode ser explicada pelo morango nao possuir
uma protecao espessa e o mesmo estar acondicionado em um ambiente com baixa

umidade relativa e temperatura de ambiente, ou seja, ndo sob refrigeracéo.

A velocidade com que um vegetal perde agua (massa) € controlada
principalmente pela diferenga entre a pressdo de vapor do ar umido nos espagos
intercelulares do tecido vegetal e do ar que o circunda (Kader, 2002).
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Figura 4. Efeito da volatilizagdo do 6leo essencial de alecrim na perda de massa fresca de morangos
armazenados a 20 °C por 4 dias. Médias + erro padrdo com letras mindsculas iguais ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey (P<0,05) (n=20).

Manenoi et al. (2007) afirmam que o 6leo de canela e o 6leo de alecrim
apresentam-se como fortes inibidores de B. cinerea, uma vez que suprimiram
completamente o crescimento micelial do fungo a 15 pL (MIQ = 15 pL). Contudo, os
vapores do 6leo de eucalipto exibiram efeito inibitorio mais fraco (MIQ =25 pL). O dleo
de alecrim, segundo os mesmos autores em seu estudo, possui menor atividade
antifungica contra B. cinerea, uma vez que permite apenas o crescimento minimo dos
fungos a 10 pL e o crescimento a 5 uL/ dose, no periodo de 6 horas. Lee et al. (2007)
testaram o oleo de eucalipto como fumigante contra B. cinerea, mas, em contraste
com este estudo, seus resultados foram negativos. Isso pode ser porque Lee et al.
(2007) aplicaram apenas 1 pL de oleo para cada tratamento, menor que o nivel de
MIQ encontrado neste estudo.

Embora o 6leo de canela tenha menor atividade antifungica, seus Oleos
essenciais podem ser usados em misturas para melhorar sua eficacia. Pereira et al.
(2009) mostraram anteriormente que a mistura de 6leo de cravo e canela em
propor¢des apropriadas resultam em uma melhoria da eficacia contra os fungos

encontrados em mamao.
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5.3.2. Firmeza
A firmeza dos frutos foi reduzida ao final dos 4 dias de armazenamento, sendo
gue os morangos tratados com o 6leo essencial de Alecrim, nos respectivos tempos
e concentragcdes de 6h 250 ppm e 3h 250 ppm, apresentaram valores maiores de
firmeza quando comparados aos demais tratamentos (Figura 5).

15 Média Inicial: 17,44 + 5,42 Hl Controle

E Bl Alecrim 1h 500ppm
£ 104 _T, Alecrim 3h 250 ppm
4
-t Alecrim 6h 250 ppm
o
E 5
=

0 A

Tratamentos

Figura 5. Efeito da volatilizagdo do 6leo essencial de alecrim na firmeza de morangos armazenados a
20 °C por 4 dias. Médias + erro padrao com letras minusculas iguais ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey (P<0,05) (n=20).

A firmeza esta relacionada a vida util dos frutos e, portanto, € um atributo muito
importante da qualidade. O amaciamento dos tecidos das frutas € devido a ac¢ao de
diversas enzimas responsaveis pela degradagao e solubilizagdo de pectinas, e por
modificagdes da composi¢cédo da parede celular, ou seja, durante a maturagao ocorre
um incremento de enzimas, principalmente a poligalacturonase, a pectinase e a
celulase, que degradam os principais constituintes da parede celular, como a
transformacédo de protopectinas em pectinas soluveis (Cuzzi, 2013; Toivonen e
Brummell, 2008).

Os dleos essenciais compreendem um grande numero de componentes e seus
modos de agdes envolvem varios alvos no patogeno (Paviani et al., 2006). Algumas
pesquisas sugeriram que a hidrofobicidade dos Oleos essenciais Ihes permitia
particionar os lipidios da membrana celular dos patdégenos, tornando-os permeaveis e
levando ao extravasamento do conteudo das células (Burt 2004; Paul et al. 2011) e
interferindo em muitos fatores bioldgicos (Paviani et al., 2006).
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5.3.3. Teor de acidez titulavel (AT)
O teor de acidez titulavel dos frutos foi numericamente maior no tratamento com

Oleo essencial de Alecrim exposto a volatilizagdo por 1h e 500 ppm, diferindo

estatisticamente do tratado por 3h a 250 ppm. (Figura 6).
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Figura 6. Efeito da volatilizagdo do 6leo essencial de alecrim no teor da acidez titulavel de morangos
armazenados a 20 °C por 4 dias. Médias + erro padrdo com letras mindsculas iguais ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey (P<0,05) (n=20).

A redugcdo da acidez durante a pods-colheita esta relacionada com o
amadurecimento e/ou a senescéncia devido ao maior consumo dos acidos organicos
no metabolismo dos frutos no processo respiratorio devido a conversio de acidos em

agucares na glicogénesse.

E possivel que os 6leos essenciais ndo tenham exercido efeito tdo satisfatério
sobre a acidez titulavel devido ao comportamento n&o climatérico do morango,
associado a temperatura de armazenamento, o que fez com que o metabolismo dos

frutos tenha sido lento, dificultando a observacéo do efeito dos 6leos.

5.3.4. Teor de sélidos soluveis (SS)
Os teores de SS dos morangos aumentaram com o periodo de

armazenamento, como consequéncia da senescéncia dos mesmos. (Figura 7).
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Figura 7. Efeito da volatilizagdo do dleo essencial de alecrim nos teores de sdlidos soluveis de
morangos armazenados a 20 °C por 4 dias. Médias + erro padrdo com letras minusculas iguais ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05) (n=20).

A variacao no teor de sélidos soluveis entre os tratamentos pode ser explicada
devido ao fato de que os morangos n&o sao frutos climatéricos e os resultados vao de
encontro com os de acidez titulavel, os quais foram utilizados durante o processo

respiratorio (Vieites et al., 20006).

Os solidos soluveis sdo substancias dissolvidas por um solvente, formados
principalmente por agucares, onde a maturagdo dos frutos gera uma tendéncia no
aumento dos mesmos (Chitarra e Chitarra, 2006), devido a degradacdo de
polissacarideos (Mangnabosco et al., 2008).

5.3.5. Teor de acido ascorbico (AA)

E possivel que o AA tenha sido consumido em reacdes metabdlicas no
processo de senescéncia dos morangos dos tratamentos de 3h 250 ppm e 6h 250
ppm quando comparados com os do controle e por isso ocorreu a reducéo dos valores
de acordo com os tratamentos com os 6leos essenciais (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da volatilizagdo do dleo essencial de alecrim no teor de acido ascoérbico de morangos
armazenados a 20 °C por 4 dias. Médias + erro padrdo com letras mindsculas iguais ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey (P<0,05) (n=20).

Segundo Chitarra e Chitarra (2005), o conteudo de acido ascorbico tende a
diminuir com a maturagdo e com o armazenamento. Essa redug&o no teor de acido
ascorbico é esperada durante o periodo de armazenamento, devido a elevada
atividade da enzima acido ascorbico oxidase, que atua na oxidacao do acido ascorbico
a acido L-ascorbico (forma principal e biologicamente ativa da vitamina C), de forma
irreversivel. E que este, por ser extremamente termolabil, é rapidamente hidrolisado
ao acido 2,3-diceto-L-gulénico, por meio de uma abertura no anel da lactona,
perdendo a atividade vitaminica (Dantas et al., 2017).

Seu metabolismo esta associado com a defesa ao estresse oxidativo, portanto
guanto maior o estresse, menor sera a concentragdo de acido ascorbico no vegetal
(Tsaniklidis et al., 2014). Esse acido € um composto antioxidante que tem importante
papel na supressdo dos radicais livres (Gill e Tujela, 2010; Kaur et al., 2013), com
capacidade de doar elétrons a ampla gama de reagdes enzimaticas e ndo enzimaticas
(Das e Roychoudhury, 2014).
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5.3.6. Coloragao
Para a luminosidade externa dos frutos, aqueles tratados com Alecrim 3h 250

ppm diferiram do tratamento Alecrim 1h 500 ppm, apresentando valores maiores
(Tabela 1).

Ja para a luminosidade interna, ndo houve diferencga significativa entre os frutos
do controle com aqueles dos tratamentos com 6leos essenciais volatilizados (Tabela

1).

Tabela 1. Efeito da volatilizagdo do dleo essencial de alecrim na luminosidade, angulo Hue e
cromaticidade interna e externa de morangos armazenados a 20 °C por 4 dias.

Tratamentos Luminosidade Cromaticidade Angulo Hue
Externa
Controle 33,850 ab 40,586 a 30,603 ¢
Alecrim 1h 500 ppm 32,590 b 29,455 ¢ 34,954 a
Alecrim 3h 250 ppm 35,995 a 33,060 b 32,191 b
_Alecrim6h 250 ppm 34,032ab 31118b 30,846¢c
I SR ESS B
Ccv 10,080 14,485 20,560
Interna
Controle 45,648 a 39,327 a 43,983 b
Alecrim 1h 500 ppm 44,384 a 25,088 b 46,518 a
Alecrim 3h 250 ppm 48,178 a 24,349 b 42,813 c
_Alecrim 6h 250 ppm 442%a 24897b . 43369b
F NS *k *%
eV 17,101 31,763 18,04

Médias seguidas de mesma letra, em cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05). NS, **, *. Nao significativo e significativo a 1% e 5%, respectivamente.

Os frutos dos tratamentos com Oleo essencial apresentaram as menores
médias em relacdo ao controle para a cromaticidade, tanto interna quanto externa
(Tabela 1). Isso significa que os morangos do controle estavam menos escuros,
provavelmente por estes ja terem iniciado o processo de senescéncia.

O angulo Hue externo dos morangos mantiveram os maiores valores nos
frutos dos tratamentos de 1h e 3h, sugerindo para esses tratamentos melhor
manutenc¢ao da cor (Tabela 1).

Os valores de cromaticidade semelhantes na parte interna dos morangos

tratados mostraram que ndo houve escurecimento acentuado dos frutos, enquanto
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os valores do angulo Hue, ou seja, a intensidade da cor, indicaram que a cor
vermelha dos frutos ndo se manteve a mesma em relagao ao inicio do experimento.

A volatilizagdo do o6leo essencial de alecrim pode ter influenciado na
manuten¢ao da cor dos morangos do mesmo modo que o Botrytis cinerea também
pode ter afetado. A manuteng¢ao da cor durante o armazenamento dos morangos é
um atributo desejado entre as caracteristicas de qualidade, ja que o escurecimento
excessivo compromete o aspecto visual dos frutos e, portanto, a aceitagao pelo

consumidor.
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6. CONCLUSOES
Os Oleos essenciais de canela cassia, alecrim e eucalipto, aplicados por
volatilizagdo no Botrytis cinerea in vitro, possuem efeito fungicida e foram eficientes

no controle do mesmo, nas concentracdes a partir de 100 ppm e 6h de volatilizagao.

A reducgao da severidade da doenca causada pelo mofo cinzento pode ser
observada nos frutos de morango quando tratados com volatilizagdo de o6leos
essenciais de canela cassia, alecrim e eucalipto citriodora, porém a manutengao da
qualidade dos mesmos pode ser comprometida devido ao morango nao ficar com

textura e aspecto visual comercial.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Testes para determinacdo do tempo e concentracdo a serem usados nos

experimentos foram realizados preliminarmente.

Os resultados obtidos no experimento in vitro foram totalmente satisfatérios, sendo
possivel um controle total do B. cinerea, com concentragdes e tempos de volatilizagao

relativamente baixos.

Ja no experimento in vivo, apesar da severidade da doenca ter sido reduzida, a
volatilizagdo dos Oleos essenciais sobre o morango causou um aspecto de “cozido”
nos mesmos, isso afetou tanto as caracteristicas fisicas quanto as fisico-quimicas,

inviabilizando assim a comercializagdo e consumo.
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