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Resumo

Fusarium graminearum é produtor de metabdlitos secundarios, como
zearalenona (ZEA) e desoxinivalenol (DON), micotoxinas toxicas para seres
humanos e animais. Oleos essenciais obtidos de algumas plantas como o
tomilho (Thymus vulgaris L.), possuem acéo fungicida sobre fungos
toxigénicos. Este trabalho propds avaliar o potencial de ag¢ao fungicida do
Oleo essencial de tomilho (OET) sobre o fungo F. graminearum. O OET foi
avaliado nas concentragdes de 0,038 a 4,8 pg/mL. O fungo foi cultivado na
presenca e auséncia (controle fungico) do OET no meio YES, em BOD a 25
°C, durante 15 dias, sob luz negra. O potencial de ac¢éo inibitério do OET
sobre a producdo de ZEA e DON foi significativo (p<0,05) na concentracao
de 0,30 pg/mL (51,62% de inibicdo) e 0,038 pg/mL (80,47% de inibicdo),
respectivamente, alcancando 100% de inibicAdo para as outras
concentracdes testadas. Conclui-se que o 6leo essencial de Thymus vulgaris
L. possui, de fato, acdo antimicotoxigénica sobre o F. graminearum.

Introducao

Micotoxinas sdo0 metabdlitos secundarios, produzidos por fungos
filamentosos, prejudiciais aos seres humanos e animais (SEBAEI et al.,
2012). O fungo Fusarium graminearum é capaz de produzir as micotoxinas
desoxinivalenol (DON) e zearalenona (ZEA). DON pertence ao grupo dos
tricotecenos, uma classe com mais de sessenta metabdlitos (BENNETT &
KLICH, 2003). A ingestdo de alimentos contaminados pode causar
intoxicacdo aguda em animais, como vomitos, nauseas, diarreia, reducao no
ganho de peso e na absorcéo de nutrientes pelas células intestinais, além de
apresentar atividade teratogénica, neurotdéxica e imunossupressora
(TURNER et al., 2012). ZEA é descrita como uma lactona do acido fendlico
resorcilico e apresenta atividade estrogénica por apresentar estrutura
semelhante ao 17-B-estradiol, hormdnio produzido pelo ovario humano
(SIROT; FREMY; LEBLANC, 2013).
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O tomilho (Thymus vulgaris L.) pertence a familia Lamiaceae que
compreende 150 géneros com cerca de 2800 espécies distribuidas em todo
o mundo (PORTE; GODOQY, 2001). Seu ¢6leo essencial possui atividades
antimicrobianas, atribuidas aos componentes fenélicos do 6leo.

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o potencial de acao
fungicida do OET sobre o fungo toxigénico F. graminearum.

Materiais e métodos

O OET foi extraido de folhas secas de tomilho pelo processo de
hidrodestilacdo, utilizando o aparelho Clevenger. A caracterizacdo da
composicdo quimica do OET foi obtida por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas.

O fungo F. graminearum (cepa 8D) foi obtido do banco de isolados
do Laboratoério de Toxicologia/UEM. A Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
do OET foi determinada segundo Clinical and Laboratory Standards Institute
M38-A (CLSI, 2002), com modificacbes. A Concentracdo Fungicida Minima
(CFM) foi obtida em placa com meio Sabouraud, incubada a 25 °C/24h,
com luz negra. O isolado foi cultivado na presenca e auséncia (controle
fungico) do OET em meio YES. Os meios testes foram preparados de modo
a conter OET em 2 concentracfes abaixo da CFM, na CFM e 2 acima da
CFM, variando de 0,038 a 4,8 ug/mL, em quadruplicata.

Para a extracdo das micotoxinas foi utilizada a metodologia de
Sorense e Sondergaard (2014). A determinagédo de ZEA foi obtida por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo de fluorescéncia,
utilizando um comprimento de onda de excitacdo e emissédo de 270 e 455
nm, respectivamente. Na determinacdo de DON foi utilizado o mesmo
cromatografo liquido, porém acoplado ao detector de UV/Vis, com
comprimento de onda de 220 nm. O tempo de corrida foi 0 mesmo para as
duas micotoxinas (15 minutos). A identificacdo foi efetuada com base no
tempo de retencdo comparado ao padréo e a quantificacao foi realizada por
padronizacao externa.

Os resultados obtidos foram expressos como média + desvio padréo
e analisados utilizando andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste de
Tukey para multiplas comparacdes, com o auxilio do programa GraphPad
Prism 5.

Resultados e Discussao

Os principais componentes do OET identificados foram: borneol
(40,6%), a-terpinol (19,9%) e canfeno (12,3%) (KOHIYAMA et al., 2013). O
potencial de acado inibitério do OET sobre a producdo de ZEA e DON foi
significativo (p<0,05), quando comparado ao controle fungico. Para ZEA a
inibicdo ocorreu a partir da concentracéao de 0,30 pg/mL (51,62% de inibicao)
e para DON 0,038 pg/mL (80,47% de inibicdo), respectivamente, alcancando
100% de inibicao para DON nas demais concentracdes testadas, conforme
evidencia a Tabela 1.
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Tabela 1. Efeito do OET na produgéo de ZEA e DON, in vitro.

OET Zearalenona Desoxinivalenol
(ng/mL) Concentragao Inibicdo Concentragédo Inibicéo
(ng/mL)° (%) (hg/mL)° (%)
CF¢ 2,950 £ 0,5977 0 28,320 £ 4,841 0
0,038 NR 5,530 + 0,050% 80,47
0,075 NR 0,0 +0,0° 100
0,15 NR 0,0 +0,0° 100
0,30 1,427 +0,01528%° 51,62 0,0 +0,0° 100
0,60 1,663 + 0,01528%° 43,62 0,0 +0,0° 100
1,20 1,820 + 0,01000*° 38,30 0,0 +0,0° 100
2,40 1,620 + 0,02000*° 45,08 0,0 +0,0° 100
4,80 1,307 + 0,01528%° 55,69 0,0 +0,0° 100

% Diferenca estatistica significativa (p<0,05) quando comparado ao Controle Flngico. ° Sem
diferenca estatistica significativa (p<0,05). ° Valores obtidos por analise em HPLC expressos
em média + desvio padr:?\o.d Controle Fungico (inéculo livre da adicao do éleo essencial).
NR (Ndo Realizado).

Nas Figuras 1 e 2, observa-se 0s cromatogramas dos testes para as
micotoxinas DON e ZEA, que comprovam os resultados da Tabela 1.
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Figura 1: Cromatograma do controle fungico, amostra com OET na
concentracao de 4,80 pg/mL e padrao na concentragéo de 1 pg/mL para a
micotoxina ZEA
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Figura 2: Cromatograma do controle fungico, amostra com OET na
concentracéo de 0,038 pg/mL e padréo na concentracao de 60 pg/mL para a
micotoxina DON
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Conclusodes

O trabalho realizado demonstrou que o 6leo essencial de Thymus
vulgaris L. possui acao fungicida sobre o fungo toxigénico F. graminearum,
in vitro, promovendo inibigdo da producéo das micotoxinas ZEA e DON.
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