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Resumo

O presente estudo tem como objetivo a avaliar o efeito do 6leo essencial de
tomilho (Thymus vulgaris) (OET) na producdo de micélio e producédo de
aflatoxinas pelo fungo Aspergillus nomius. Para isso e a composi¢cdo do OET
foi deterrminada e foram avaliados a acdo do OET sobre o crescimento
fungico. O valor do CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) e do CFM
(Concentracdo Fungicida Minima) encontrados foram de 500 pg/ml. O efeito
inibitério do OET sobre o crescimento micelial de A. nomius apresentou 0s
seguintes valores de peso umido do micélio em gramas: controle fangico
(sem OE): 6,5864g; 1000 pug de OET: nenhum crescimento observado; 500 ug
de OET: 4,869g; 250 ug de OET: 4,881¢g; 125 ug de OET: 6,015g; 62,5 ug
de OET: 4,4549. Sendo assim, € possivel observar que o 6leo essencial de
tomilho apresentou atividade antifungica sobre o fungo.

Introducgao

Os fungos estdo presentes em todos os ambientes, e apresentam
relevancia econdmica no ambito da saude e industria. Os fungos podem
contaminar alimentos, causando sua deterioracdo, reduzindo seu valor
nutricional, alterando suas qualidades organolépticas e tornando-se, em
alguns casos, problema de saude publica (RAVEN et al., 2001).

Alguns géneros deste grupo de microrganismos, como o Aspergillus,
fungos comumente contaminantes de uma variedade de alimentos, sao
responsaveis pela producéao de toxinas, nomeadas de micotoxinas, entre as
guais, se destaca a aflatoxina. O processo de invasao por fungos e a
contaminacao por micotoxinas em graos podem ocorrer no campo e durante
0os processos de colheita, secagem, transporte e armazenamento do
produto. O crescimento de fungos € determinado por varios fatores, entre os
quais, destacam-se: o teor de umidade, aeragcdo, dano provocado por
insetos e acaros, temperatura e tempo de armazenamento (RODRIGUEZ-
AMAYA et al., 2002). As Aflatoxinas sdo altamente toxicas e
carcinogenéticas para homens e animais, tornando-se assim, um fator
preocupante para a industria alimenticia.
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produtos agricolas necessita de métodos de prevencdo e controle eficazes.
Entretanto, a utilizacdo de antifungicos sintéticos pode deixar residuos no
produto final, comprometendo a saude dos consumidores (CAKIR et al.,
2005). O uso de extratos naturais provenientes de plantas, surge como uma
alternativa na substituicdo de agrotoxicos e conservantes, por serem de facil
obtencdo e utilizacdo, apresentarem baixo custo financeiro e néao
apresentam efeitos genotoxicos e mutagénicos a seres humanos (KHAN &
AHMAD, 2011). Os o6leos essenciais (OE) sao produtos obtidos de partes de
plantas, sendo misturas complexas de substancias volateis lipofilicas
geralmente odoriferas e liquidas (ANTUNNES & CAVACOB, 2010).

Assim, a pesquisa tem como objetivo a avaliacdo do efeito do Oleo
essencial de tomilho (Thymus vulgaris) (OET) na producgéo de aflatoxinas pelo
fungo Aspergillus nomius.

Materiais e métodos

O fungo Aspergillus nomius foi cultivado no meio de cultura BDA
(Potato Dextrose Agar) e incubado por 10 dias a 25°C para realizacdo dos
experimentos. Foi utilizado o 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris),
produto da marca Laszlo adquirido no comércio de produtos naturais de
Maringa. A caracterizacdo 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 retencéo,
porcentagem e confirmados através da literatura.

Foi realizado a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para o OET, na
qgual as placas de cultivo foram submetidas a incubacédo por 72 horas a
25°C. Foi também realizado a determina¢do da CFM (Concentragdo Fungicida
Minima) para a confirmacéo do CIM.

Quanto a extragcado de aflatoxinas, foi realizado a primeira etapa para
extracdo de aflatoxinas. Dessa forma, o fungo foi cultivado em meio liquido
YES por 10 dias a 25°C e ap0s isso foi pesado a massa micelial para avaliar
0 peso umido do micélio. O fluido de meio YES foi agitado manualmente por
1 min com 10 mL de n-hexano em fins de separacéo, esse procedimento foi
realizado duas vezes. ApOs a separacdo das fases, a fracdo organica foi
descartada. Em seguida, foram adicionados 10 mL de cloroférmio, seguidos
de agitacdo manual por 3 minutos e 8 minutos de descanso, repetindo
também esse procedimento por duas vezes. A aliquota foi novamente
dividida com cloroférmio. As fracdes de cloroformio foram recuperadas,
filtradas com sulfato de sodio anidro e secas em banho-maria a 65 ° C. O
residuo obtido foi armazenado a -18 ° C.

Resultados e Discussao
O OET apresentou como compostos majoritarios: orto-cimene

(34,3%), thymol (25,15%), carvacrol (15,15%) e camphene (8,44%) (Tabela
1). A CIM do OET para o A. nomius foi de 500 pug/ml, e o CFM realizado para
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a confirmacéo do CIM, também foi de 500 pg/mL. Kohiyama et al. (2014)
testaram o OET para A. flavus e a CIM obtida foi 250 pg/mL, uma
concentracdo menor que nosso trabalho.

Quanto ao desenvolvimento micelial do A. nomius frente ao
tratamento do OET, os resultados apresentam 100 % de inibicdo para o
tratamento na concentragdo de 1000 pg/mL de OET; 83,12 % de inibicado
para 500 pug/mL; 25,6% para 250 pug/mL, 7,8% para 125 pg/mL e nenhuma
inibicdo para o tratamento em 62,5 pg/mL do OET.

Foi realizado o processo de extracdo das Aflatoxinas produzidas por
A. nomius com e sem tratamentos com OET.

Tabela 1 - Composicéo quimica do 6leo essencial T. vulgaris

Thymus vulgaris

Compostos RT (min) % KA

a-Pinene 5,74 3,38 906,45
Camphene 6,16 8,44 920
orto-cimene 8,63 34,3 999,68
Terpineol 15,21 5,28 1160,74
Thymol 19,76 25,15 1264,67
Carvacrol 20,14 15,15 1273,41
Total de compostos identificados 96,53%

O peso umido do micélio cultivado nas diferentes concentracbes de
tratamentos resultaram em 6,586g para o controle fungico (sem OE),
nenhum crescimento para 1000 pg/mL de OET; 4,869 g para tratamento
com 500 pg/mL de OET, 4,881g para tratamento com 250 pug/mL de OET,
6,015g para 125 pug/mL de OET e 4,4549 para tratamento com 62,5 pug/mL
de OET.

Tabela 2 — Peso umido dos micélios em diferentes concentracdes de OET

Tratamento Peso umido do micélio em gramas
Controle fungico (sem OE) 6,586
1000 ug de OET N.C
500 pg de OET 4,869
250 pg de OET 4,881
125 ug de OET 6,015
62,5 ug de OET 4,454

N.C: Nenhum crescimento observado.

Pode-se observar que o OET apresentou atividade antifungica sobre
o crescimento do fungo A. nomius e seu micélio, sendo essa atividade dose
dependente.
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Conclusoes

Conclui-se que o OET ¢é eficaz contra o0 crescimento e
desenvolvimento do micélio de A. nomius, podendo ser um importante
antifangico natural contra essa espécie de fungo. No entanto devido a
problemas técnicos no aparelho de cromatografia do laboratério e a
imprevistos causados pela pandemia de COVID-19, néo foi possivel finalizar
as analises da extracdo de Aflatoxinas. Recomenda-se que seja realizado
mais estudos com a agédo do OET na producao de Aflatoxinas por A. nomius.
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