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Resumo

Fungos como Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius estdo entre os
maiores produtores da micotoxina Aflatoxina, sendo compostos capazes de
causar efeitos mutagénicos e carcinogénicos em homens e animais. Por
conta da alta toxidade das Aflatoxinas e a habilidade dos fungos em
decomporem os alimentos, estes vém sendo cada vez mais alvos de
pesquisadas com o intuito de serem inativadas ou terem sua toxicidade
diminuida. Pelo fato de apresentarem propriedades antissépticas e
antimicrobianas os 6leos essenciais (OEs) estdo sendo empregados nas
pesquisas de contencdo de fungos e suas micotoxinas. Os OEs sdo uma
alternativa para substituir produtos mais agressivos como os agrotéxicos. O
objetivo deste trabalho foi analisar a resposta do fungo A. nomius frente ao
OE de Tomilho (OET). A menor concentragdo em que o OE impediu o
crescimento do fungo em teste foi de 500 pg/mL. O tratamento com OET se
mostrou eficiente na inibicdo micelial de A. nomius em concentragcfes acima
de 125 pg/mL. Nos tratamentos de 125, 250, 500 e 1000 pg/mL de OET, as
hifas, conidios e conidioforos apresentaram deformacgfes de forma dose
dependente quando comparadas ao controle. O tratamento foi capaz de
minimizar a producdo de ergosterol nas concentracbes de 1000 e 500
pHg/mL, nas concentracdes de 250 e 125 pg/mL essa diminuicdo néo foi
significante. O OET apresentou boa atividade antifungica contra o
desenvolvimento morfoldgico do fungo A. nomius.

Introducéo

A contaminacdo fungica de produtos agricolas evidencia um grave
problema econémico e de salude publica, pois além da degradacado e perda
de produtos comerciais, ha grupos de fungos com habilidade de produzir
toxinas prejudiciais a saude, podendo causar efeitos carcinogénicos e
citotoxicos. Como principais infectantes e degradadores naturais de
alimentos em todo o mundo, pode-se relacionar os fungos do género
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Aspergillus. Algumas espécies deste género, como Aspergillus flavus e A.
nomius produzem as micotoxinas chamados de Aflatoxinas, compostos
aptos a induzir efeitos mutagénicos, teratogénicos e carcinogénicos em
humanos e animais (ARROTEIA et al., 2013).

Conhecidos por suas qualidades medicinais, antimicrobianas e
antissépticas os OEs estdo sendo cada vez mais investigados no controle de
microrganismos em produtos alimenticios. Além de serem uma boa resposta
a crescente busca de métodos naturais com efeitos menos agressivos a
saude humana e ao meio ambiente, sdo provaveis substituintes dos
agrotoxicos e conservantes sintéticos (NAZZARO et al., 2017). Estudos ja
demonstraram acao antimicrobiana eficaz do OET (Thymus vulgaris) contra
0S microorganismos das espécies Bacillus subtilis, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, e Mycobacterium smegmatis e estirpes de
fungos (Candida vaginalis e C. albicans) (LIU et al., 2017).

O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade do OET sobre o fungo
Aspergillus nomius avaliando a producéo de ergosterol pelo mesmo.

Materiais e métodos

O OET foi adquirido no comeércio local da cidade de Maringa, Brasil,
apresentando a marca Laszlo. A caracterizagdo do OET foi realizada por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM). Os compostos presentes foram identificados analisando os tempos
de retencdo e confirmados através da literatura. A. nomius foi obtido do
banco de isolados do Laboratério de Toxicologia/lUEM, sendo cultivado em
meio Batata Dextrose Agar (BDA) por 10 dias/25°C. A Concentracio
Inibitéria Minima (CIM) foi realizada seguindo a norma M38-A2 preconizada
pelo National Committee for Clinical Laboratory Standart, considerando a
menor concentracdo em que o OE impediu o crescimento visivel do inGculo
do fungo em teste, e para a confirmacdo foi realizado a Concentracao
Fungicida Minima (CFM). O isolado foi cultivado na auséncia (controle
fungico) e presenca (tratamento) do OET. Os meios testes continham OET
nas concentracdes de 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pg/mL. Foi realizado o
cultivo do fungo com nos tratamentos de 125; 250; 500 e 1000 pug/mL, que
foram incubados por 10 dias a 25°C, para que posteriormente se observasse
e registra-se o desenvolvimento micelial, e em e lamina, visualizasse o fungo
em microscopio éptico.

Também foi inoculado o fungo em Elemeyers com o meio YES (Yeast
Extract Sucrose) para extracdo do ergosterol. Pesou-se o micélio em
balanca analitica e logo apos os mesmos foram transferidos para tubos
Falcon contendo 5 mL de hidroxido de potassio alcdlico a 25% e
homogenizou-se em vortex por 5 minutos e depois levados ao banho-maria
a 85°C por 4 horas. Adicionou-se 2 mL de agua destilada e 5 mL de n-
heptano, desta forma a determinacdo de ergosterol foi realizada por
espectrometria de UV em que se analisa a presenca e quantidade de
ergosterol em cada concentracao estudada conforme descrito.
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Resultados e Discussao

Neste trabalho a atividade antifingica do OET pelo método CIM
resultou em um efeito dose dependente para o A. nomius. O valor da CIM e
da CFM do OE de tomilho foi de 500 pg/mL. A andlise da composi¢cdo do
OET est4d demonstrada na Tabela 1. Foram identificados 3 componentes
principais: Orto-cimene (34,3%), Thymol (25,15%) e Carvacrol (15,15%). Os
trés compostos identificados apresentam propriedades antimicrobiana e
antifangica. Thymol assim como o cravacrol apresenta como sua
caracteristica principal a propriedade de ser antioxidante (MIRANDA, 2014).

Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo essencial de tomilho (Tymus
vulgaris).

COMPOSTO TR (min.) (%)
Orto-cimene 8,63 34,3
Thymol 19,76 25,15
Carvacrol 20,14 15,15
TOTAL (%) 98,82

*TR: Tempo de retencdo

Observou-se no desenvolvimento micelial na concentracdo de 1000
png/mL de OET o fungo ndo apresentou nenhum crescimento, resultando em
inibicdo total. Para o tratamento de 500 pg/mL, a inibicéo foi de 84,5%, em
250 pg/mL de OET a inibicdo foi de 29,17%. Na concentracao de 125 pug/mL
do OET a inibicdo foi de 9,27% e em 62,5 pg/mL ndo houve inibicdo do
desenvolvimento micelial.

Observou-se em microscopia que os tratamentos de 1000 e de 500
pg/mL resultaram em forte fragmentacdo de hifas, liberacdo de liquido
intracelular, reducéo dos conidioforos e uma menor quantidade de conidios.
O tratamento de 250 pg/mL apresentou hifas fragmentadas, e menor
guantidade de conidios, porém em intensidade inferior as concentracfes
maiores, mostrando que o OET modifica a morfologia do A. nomius,
entretanto tem melhor atividade em maiores concentracdes. Tratamentos
com concentracdes inferiores as citadas ndo apresentaram diferenca
significativa quando comparadas ao controle.

A concentracdo de ergosterol para o controle fungico cultivado em
meio YES foi de 0,008%. Nos tratamentos de 1000 e 500 pg/mL de OET néao
houve crescimento da cepa A. nomius, ou seja, nessas concentracdes o
OET foi capaz de impedir a producédo de ergosterol e consequentemente o
desenvolvimento do fungo. No tratamento de 250 pg/mL de OET a
concentracdo de ergosterol resultou em 0,0003% e em 125 pg/mL resultou
em 0,0001%. Evidenciou-se que o tratamento com OET foi eficaz na
reducdo da concentracao de ergosterol de A. nomius. O ergosterol presente
€ um componente da membrana celular dos fungos, e tem papel
fundamental na estrutura e funcdo da membrana plasmatica, desta forma,
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sabe-se que na auséncia do ergosterol ha a morte do fungo, podendo-se
utilizar a presenca do mesmo para determinagéo da inativacao e eliminagéo
do fungo (NAZZARO et al., 2017).

Conclusoes

Nossos resultados demostraram que o OET apresenta boa atividade
fungicida contra a espécie de fungo A. nomius, promovendo a inibicdo do
crescimento, producdo de ergosterol, desenvolvimento morfologico do
micélio, hifas e conidi6foros. Este 6leo demonstrou ser uma boa alternativa
para a substituicdo dos fungicidas sintéticos, uma vez que Sao naturais e
considerados mais seguros para os seres humanos e meio ambiente.
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