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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do timol e carvacrol contra Aspergillus flavus e a produgio de aflatoxinas.
Foram determinadas a concentraco inibitéria minima (CIM), o espectro fungitéxico e a atividade inibidora de
micotoxinas pelo timol e carvacrol. Os resultados mostraram que timol e carvacrol exibiram agio fungicida de acordo
com a CIM de 2500 e 30 g mL*, respectivamente. Tanto o timol quanto o carvacrol inibiram significativamente
o crescimento de A. flavus (p<0,05) a partir de 600 e 15 ;g mL", respectivamente. A biomassa fingica, estimada
pela determinacio da concentragio de ergosterol, foi significativamente reduzida (p <0,05) em 2500 g mL!
de timol e 250 g mL* de carvacrol. O timol e o carvacrol exibiram efeitos antiaflatoxigénicos em 600 e 125
ug mL*, respectivamente. O timol e o carvacrol exibiram atividade antifingica, mas nao exibiram alta atividade
antiaflatoxigénica. Carvacrol e timol podem ser considerados como potentes compostos naturais antifiingicos contra
A. flavus.

Palavras-chave: Aflatoxinas. Agentes antimicrobianos. Micotoxinas. Produtos naturais. Terpenos.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of thymol and carvacrol upon production of aflatoxins by Aspergillus
flavus and upon its growth. Minimal inhibitory concentration (MIC), fungitoxic spectrum and mycotoxin inhibition
were assessed. Results showed thymol and carvacrol exhibited fungicidal action, as determined by MIC values of
2500 and 30 ug mL?, respectively. Both thymol and carvacrol significantly inhibited growth of A. flavus (p<0.05)
at concentrations of 600 and 15 ug mL", respectively. Fungal biomass, as estimated by determination of ergosterol
concentration, was significantly reduced (p<0.05) at thymol concentrations of 2500 ug mL! and at carvacrol
concentrations of 250 ug mL". Thymol and carvacrol exhibited antiaflatoxigenic effects at concentrations of 600 and
125 ug mL", respectively. While both thymol and carvacrol showed possessing antifungal activities, neither were
highly antiaflatoxigenic. Carvacrol and thymol might be considered for use as potential antifungal natural compounds
against A. flavus.
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INTRODUCAO

As aflatoxinas (AFs) sio metabdlitos
secunddrios  altamente  toxicos, mutagenicos
e carcinogénicos produzidos por espécies de
Aspergillus. Espécies desse género sio difundidas em
naturalmente nos ambientes, representando um risco
para a saide humana e animal. As aflatoxinas estio
entre as substincias mutagénicas e carcinogénicas
mais potentes conhecidas, com base em estudos
realizados em animais de experimentacio e em estudos
epidemioldgicos em humanos. O virus da hepatite B
(VHB) é um contribuinte critico para potencializar
a inducdo do cancer de figado pelas AFs.! A Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) classifica
as AFs como cancerigenos do grupo I e, portanto,
carcinogénicos para humanos.* Inimeros alimentos
podem ser contaminados por AFs, como cereais,
oleaginosas, especiarias, sementes de algodao, leite,
carne e frutas secas. No entanto, milho, amendoim e
arroz sio os itens mais comumente afetados.’

Durante anos, fungicidas quimicos sintéticos
foram considerados suficientes para controlar o
crescimento fingico na produgio de alimentos.
Entretanto, esses produtos representam potenciais
riscos para a saude humana e contribuem para
a poluicio do meio ambiente. Além disso, o uso
continuo desses compostos sintéticos levou, em
muitos casos, a proliferacio de biotipos resistentes de
patdgenos fingicos. Portanto, novas abordagens para
o controle de doencas pos-colheita sio alternativas
que devem ser priorizadas aos fungicidas sintéticos.?

Os o6leos essenciais (OEs) sdo substancias
naturais de propriedades antibacterianas, antifingicas
e antioxidantes, comumente utilizadas na industria
alimenticia; sao classificadas como GRAS (Geralmente
Reconbecidas como Seguras) pela Food and Drug
Administration ~ (FDA).* Muitos componentes
quimicos encontrados nos OEs também foram
aceitos pela Comissio Europeia como agentes
aromatizantes para uso em alimentos como linalool,
timol, eugenol, carvona, cinamaldeido, vanilina,
carvacrol, citral e limoneno.” A composicio quimica
dos OEs varia dependendo da genética da planta,

tempo de colheita, condicdes climdticas e geograficas,
luminosidade, mudancas dos métodos de extracio.®
De fato, a literatura cientifica descreve variacdes no
perfil quimico de virios OEs. Assim, a composicio
quimica de um OE precisa ser padronizada antes de
ser totalmente avaliado e recomendado como um
conservante alimentar, uma vez que qualquer variacio
em sua composicio modificaria sistematicamente sua
atividade antifungica.” Tal atividade antiftingica se deve
20s compostos majoritirios ou as interagoes sinérgicas
entre diferentes compostos menores. Portanto, 0 uso
de compostos isolados de OEs pode representar uma
alternativa no s6 ao uso de fungicidas sintéticos, mas
também ao uso de OEs in natura devido a variagao de
seu perfil quimico.*>®

Virios  autores  demonstraram  e/ou
compararam a ac¢do antifungica de OEs ou de
seus compostos isolados. Abbaszadeh et al °®
demonstraram a eficicia antifingica de timol,
carvacrol, eugenol e mentol no controle de fungos
relevantes para alimentos. O timol foi associado a
inibicio do crescimento do Cladosporium spp. € o
carvacrol teve atividade significativamente fungicida
sobre Aspergillus spp. Os autores sugerem o papel
de compostos menores agindo sinergicamente com
0s majoritdrios (a-pineno, 1,8-cineol e canfora), pois
melhoraaatividade antifingicados OEs de Rosmarinus
officinalis, Salvia officinalis, Lavandula dentata e
Laurus nobilis em A. flavus e A. carbonarius.”’
Eugenol e nerol tém potencial efeito inibitorios sobre
as cepas de Aspergillus." Wang et al.'' demonstraram
acdo antifingica do cinamaldeido, citral, geraniol
e carvacrol sobre A. flavus, A. carbonarius e
Penicillium viridicatum. Lasram et al."* relataram
o efeito antifiingico e antiaflatoxigénico da carvona
sobre A. flavus.

Carvacrol e tomilho sio os principais
compostos quimicos encontrados em alguns OEs,
como os obtidos de orégano (Oreganum sp.) e
tomilho (Thymus sp.). Esses compostos tém se
mostrado eficientes na reducio da contaminagio
microbiana dos alimentos, e melhoram a qualidade
geral das frutas armazenadas, preservando suas
propriedades organolépticas, nutritivas e funcionais
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por mais tempo.” Portanto, o objetivo deste estudo
foi avaliar os efeitos do timol e carvacrol sobre o
crescimento e desenvolvimento do Aspergillus flavus
e a producio de aflatoxinas.

MATERIAL E METODOS

Solucdes padrao de timol e carvacrol: Os
padroes de timol e carvacrol foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). Os padroes
foram dissolvidos separadamente em solugoes
aquosas contendo Tween 80 (0,1%) (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil) a fim de obter solucdes padrio de
trabalho em concentrages de 250 a 20.000 pg mL?*
de timol e carvacrol, respectivamente. As solucoes
foram armazenadas a 4 °C até o momento de uso.
Condicoes de cultivo do microrganismo: a cepa
AF42 de A. flavus, isolada de amendoins armazenados
e previamente identificada como altamente produtora
de aflatoxinas B, (AFB)) e B, (AFB,), foi selecionada
para esta investigacdo. A cepa fungica foi mantida em
glicerol (15%) a -20°C no banco de fungos isolados da
Universidade Estadual de Maringa (UEM), Maringi,
Brasil. Novas culturas do microrganismo foram
cultivadas em tubos contendo Agar Batata Dextrose
(BDA) (Neogen® Co., Lansing, MI, EUA), e mantidas
por 7 dias a 25°C em uma incubadora (modelo 411 —
FPD 335, Ethik Technology, Vargem Grande Paulista,
Brasil) no escuro. Posteriormente foram realizados
os seguintes experimentos: determinacio da
concentracdo inibitoria minima (CIM), determinacio
de concentragdo fungicida minima (CFM), avaliacio
do crescimento micelial e dos efeitos do timol e
carvarol na produgio de aflatoxinas e ergosterol.

Determinacao da CIM e CFM: a fim de
determinar a CIM e a CFM do timol e carvacrol em A.
flavus, os experimentos foram realizados de acordo
com o documento M38-A2 da Comissiao Nacional
de Normas Clinicas Laboratoriais,"* com as devidas
adaptacoes as macrodilucoes para leveduras e fungos
filamentosos. Timol e carvacrol foram dissolvidos
em Tween 80 (0,1%) para que fossem obtidas
concentragoes que variavam de 600 a 10.000 ug

mL"! para timol e de 15 a 250 ug mL" para carvacrol.
Uma suspensao contendo conidios de A. flavus a
uma concentracio de 10* UFC mL! foi preparada
em meio RPMI-1640 sintético (0,5 mL) utilizando a
camara de Neubauer. Um tubo contendo a suspensio
de conidios foi preparado como controle fingico. Os
tubos foram incubados a 35°C por 72 h. A CIM foi
definida como a menor concentracio dos compostos
testados que inibiram o crescimento visual de A.
flavus. Posteriormente, as aliquotas foram retiradas
dos tubos que ndo apresentavam crescimento visual
fingico e inoculadas em placas de Petri contendo dgar
Sabouraud. As placas foram incubadas a 25°C por 72
h. A CFM foi determinada de acordo com a auséncia
de crescimento fingico nas placas.

Efeitos do timol e carvacrol no
crescimento de A. flavus: Timol e carvacrol foram
diluidos em solu¢io de Tween 80 (0,1%) de acordo
com as concentragoes estabelecidas pela CIM e CFM.
Foram testadas duas concentragdes superiores e duas
concentragoes inferiores a CFM. Diferentes solugoes
contendo os compostos testes foram adicionadas
aos frascos de Erlenmeyer contendo 24 mL de meio
liquido extrato de sacarose de levedura (YES).
Aliquotas de 10° conidios de A. flavus mL' foram
adicionadas a cada frasco contendo meio de cultura e
compostos teste. Os frascos foram incubados a 25°C
no escuro por 7 dias. Um frasco contendo nistatina
com uma concentracao de 1.000 ug mL"' também foi
preparado para se o controle positivo (CP). Outro
frasco contendo apenas o indculo no meio da cultura
foi preparado como controle fingico (CF).

Ap6s o periodo de incubagio, o conteudo de
cada frasco foi filtrado através de papel filtro padrio.
A biomassa separada do teor liquido foi pesada e
posteriormente utilizada para extracio de ergosterol,
enquanto os conteudos filtrados foram posteriormente
utilizados para extracio de aflatoxinas.”

Determinacdo do peso umido do micélio:
o micélio retido no papel filtro foi coletado em
tubos anteriormente pesados, que foram pesados
novamente, a diferenga entre os pesos determina o
peso umido do micélio.'* O percentual de inibicio do
crescimento micelial foi determinado utilizando-se as
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féormulas: [(Pc — Pt)/Pc] x 100, onde o Pc representa o
peso médio do micélio obtido a partir dos frascos de
CF, enquanto Pt representa o peso médio da micelia
obtida dos frascos testes.

Extragdo de ergosterol: o micélio foi
transferido para tubos contendo 20 mL de metanol,
5 mL de etanol e 2 g de hidréxido de potdssio
(Merck, Darmstadt, Alemanha). Cada tubo contendo
essa solucio foi homogeneizado por 5 minutos em
agitador de tubos (KMC 1300V, Bucheon, Coreia) e
deixado em banho de dgua EV 015 (Evlab, Londrina,
Brasil) a 70°C por 40 min. Apds o resfriamento
a temperatura ambiente, 5 mL de 4gua destilada
foram adicionados a cada tubo que foram entio
centrifugados a 1735 g por 20 min (Universal 320R,
Hettich, Tuttingen, Alemanha). O sobrenadante foi
removido e o n-hexano (FMaia, Cotia, Brasil) foi
adicionado em volume igual a cada tubo. Apos 2
minutos de agitacdo, a fracio orginica foi coletada e
colocada em um frasco de vidro ambar. O solvente
em cada tubo foi evaporado (White Martins, Rio de
Janeiro, Brasil). O residuo obtido foi armazenado a
-20°C até a analise cromatografica.”

Parametros cromatogrdficos para deteccdo e
quantificacdo de ergosterol: 1 mL de etanol (Panreac,
Barcelona, Espanha) foi adicionado nas amostras e
filtradas através de filtros de seringa Millex-LCR (0,45
pum x 13 mm, PTFE modificado) (EMD Millipore
Corporation, Billerica, MA, EUA). O padrio de
Ergosterol foi adquirido da Sigma Chemical (St. Louis,
MO, EUA) e preparado de acordo com as instrucdes
do fabricante. O equipamento de cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC) utilizado foi
um Finnigan Surveyor Plus (Thermo Scientific, San
Jose, CA, EUA) possuindo um sistema de deteccio
UVNVIS. A coluna cromatogrifica utilizada foi uma
coluna analitica de fase C, Spherisorb® (150 x 4,6
mm, 5 um, Waters, Wexford, Irlanda). As condicdes
cromatograficas foram metanol de fase mével (100%),
tempo de andlise de 10 min, volume de inje¢do de
100 uL, vazio de 1,5 mL min' e comprimento de
onda de 282 nm. Todos os reagentes foram de grau
HPLC. Uma curva de calibragio do padrio ergosterol
variando de 10 a 100 ug mL"' foi construida para
determinar as concentracoes de ergosterol. O
tempo de retencio foi de 4,6 minutos. Os limites de

detec¢do e quantificacio foram de 1,5 e 10 ug mL?,
respectivamente. A recuperacao foi de 77,4 * 7,2%."

Avaliacao do efeito antiaflatoxigénico do
timol e carvacrol:

Extracdo de aflatoxinas: o filtrado obtido
a partir das amostras foi submetido a processos de
extracdo.” Da solugio filtrada, para cada amostra, 20
mlL foram transferidos para funis de separacio (125
mL) aos quais 10 mL de n-hexano foram adicionados.
Ap6s 1 minuto de agitacio manual, a fase aquosa
foi separada da fase orginica, a fase orginica foi
descartada. A fase aquosa foi novamente colocada no
funil de separacio, ao qual foram adicionados 10 mL
de clorof6rmio (F. Maia Industria e Comércio Ltda.,
Cotia, Brasil). O funil de separacio foi agitado por 3
minutos. A fracio de cloroférmio foi entio filtrada
através de papel filtro padrio com o auxilio de sulfato
de sddio anidro e coletado em frascos de vidro dmbar.
Outros 10 mL de clorof6rmio foram adicionados a fase
aquosa e processo de extracio e filtracio repetidos. Os
frascos ambar foram colocados em um banho de dgua
a 65°C para evaporacao de solvente. O residuo obtido
foi armazenado a -18°C até a andlise cromatografica.

Determinacdo de aflatoxinas pelo HPLC:
residuos obtidos apos a extracao de aflatoxinas foram
ressuspensos em 1 mL de dgua:metanol (50:50, v/v)
e depois filtrados através de uma membrana de 0,45
pm. Os padroes de aflatoxinas foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) e as solucoes de
trabalho e estoque foram preparadas de acordo com o
Manual de Métodos Oficiais de Andlise da Associacio
de Quimica Analitica Oficial Internacional.”” As
concentragoes das aflatoxinas B, e B, foram avaliadas
utilizando-se 0 mesmo equipamento descrito acima,
mas com uma coluna cromatogrifica de fase Cg
(250 x 4,6 mm, 5 um, Pickering Laboratories Inc.,
Mountain View, CA, EUA). A derivacio pos-coluna foi
realizada pelo Kobra Cell® (Biopharm Rhone Ltda.,
Glasgow, Escocia). As condigoes cromatogrificas
foram: fase moével metanol-acetonitrila de dgua
(20:60:20, v/v/v/) contendo 119 mg L' de brometo de
potissio (Quimex SA, Productos y Insumos Quimicos,
Lima, Peru) acidificado com 350 uL de 4cido nitrico 4
mol L! (Labsynthy®, Diadema, SP, Brasil), volume de
injecao de 100 uL, vazio de 1 mL min”, detecgio de
fluorescéncia em comprimentos de onda de excitagio
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e emissao de 302 e 425 nm, respectivamente. Todos
os reagentes eram de grau HPLC. Uma curva de
calibragdo variando de 1 a 20 ng mL" foi construida
utilizando diferentes solugoes contendo padroes
de AFB, e ABF, nas concentragoes 1; 2,5; 5; 7,5; 10;
15 e 20 ng mL" para determinar a concentracio de
aflatoxinas. O tempo de corrida foi de 25 minutos.
Os tempos de retengdo foram de 11 min para AFB, e
de 13 min para AFB,. A recupera¢io média e precisao
para AFB e AFB, foram de 93,1 e 7,9%, 103 e 6%,
respectivamente. O limite de deteccdo foi de 0,05 e
0,04 ng mL’, e o limite de quantificacio foi de 0,5
e 0,4 ng mL" para AFB, e AFB,, respectivamente. O
percentual de inibi¢ao da produgio de AFB, e AFB, em
cada concentracio de timol e carvacrol foi calculado
em comparacio com o controle fungico (CF).

Analise estatistica: os experimentos foram
realizados em quadruplicata. Os resultados foram
analisados usando o software GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software, Inc.). Para determinar
diferencas para comparacoes multiplas e fator
unico foram realizadas andlises unidirecionais de
varidncia (ANOVA) seguidas de testes pds-hoc de
Tukey. Os resultados foram expressos como média
+ desvio padrio, e as diferencas foram consideradas
significativas quando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAQ
CIM E CFM

A CIM e CFM para timol foram de 2500 ug
mL", no qual foi verificado que o timol possui a¢io

fungicida. Quando avaliado em Candida albicans, a
CIM para timol foi de 125 ug mL"' e em Penicillium
digitatum e P. italicum, CIM foi de 500 ug mL", o que
demonstra que a acio fungicida do timol depende da
espécie flingica.’®" Abbaszadeh et al.® determinaram
a CIM para timol em diferentes isolados fuingicos, esta
variou entre 100 e 500 ug mL", corroborando com
os dados aqui mostrados. A inibicao de crescimento
mais eficiente foi verificada quando o timol foi testado
em Cladosporium spp., seguido por Aspergillus spp.,
Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Penicillium
Spp., Alternaria alternata e Rhizopus oryzea.

Quanto ao carvacrol, a CIM foi determinada
em 30 ug mL*, enquanto o MFC foi determinado em
uma concentracio de 60 ug mL' para A. flavus. No
presente estudo, ao contririo do timol, o carvacrol
exibiu acdo fungistatica. Esses resultados corroboram
os dados de Abbaszadeh et al.® que relataram carvacrol
possui acoes fungistitica contra o mesmo fungo, CIM
sendo de 100 ug mL"' e CFM de 125 ug mL™.
EFEITOS DO THIMOL E CARVACROL NO CRESCI-
MENTO DE A. Flavus

O timol (Tabela 1) reduziu significativamente
o peso fungico do micélio (peso umido) em todas
as concentragoes testadas em compara¢io com o
controle fingico (FC). Isso foi observado na amostra
de controle positivo (PC). Carvacrol (Tabela 1) reduziu
significativamente o peso fingico micelial em todas
as concentragOes avaliadas, percentuais de inibi¢io
variando de 38,40 a 48,80%. A inibicio completa foi
observada apenas na amostra correspondente ao
controle positivo (PC).

Tabela 1. Efeito inibit6rio do timol e carvacrol no desenvolvimento micelial do Aspergillus flavus

(Continua)
Timol (ug/mL) Peso do micélio (g) Inibicio do crescimento® (%)

CF 12,5

600 5,73* 54,40,30%
1250 4,63* 03,2+0,15%
2500 0,23* 98,4+0,05*%
5000 100,0=+0,0%

CP 100,0=+0,0%
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(Conclusio)
Timol (ug/mL) Peso do micélio (g) Inibicao do crescimento® (%)
Carvacrol (ug/mL) Peso do micélio (g) Inibicao do crescimento® (%)
CF 12,5
15 7,83 38,4+0,40*
30 7,23' 42,4+0,78*
60 7,56 40,0=0,64*
125 7,70° 38,4+0,52%
250 6,39° 48,8+0,62*%
Cp 100,00,0%*

‘diferenga significativa (p<0,05) comparada ao controle fingico.

Valores expressos com média + desvio padrio na inibicio do desenvolvimento.

CF — controle fiingico, indculo. CP — controle positivo, indculo tratado com 1000 g mL"! nistatina.

Da mesma forma, Gandomi et al.* avaliaram
os efeitos do oleo essencial obtido da Zataria
multiflora Boiss (uma planta semelhante ao tomilho
que cresce apenas no Ird, Paquistio e Afeganistio)
em A. flavus. Os autores relataram que o composto
majoritirio encontrado foi o carvacrol (71,12%), e que
todas as concentragdes testadas (50 a 1.000 ug mL
") foram capazes de prevenir o crescimento fingico,
especialmente em concentragoes superiores a 400 ug
mL", onde a inibicio do crescimento foi completa.
Carvacrol, o principal composto fendlico encontrado
no 6leo essencial de Z. Multiflora foi indicado como o
composto responsivel pelos efeitos antifiingicos.

EFEITOS DE TIMOL E CARVACROL NA BIOSINTESE
ERGOSTEROL

Ergosterol é responsivel por manter a
integridade e a funcionalidade das células. Uma
reducio do teor de ergosterol geralmente leva
a perda da estabilidade da membrana e leva a
disturbios osmoticos € compromete o crescimento
e a proliferacio de células fingicas.! Portanto, a
quantidade de ergosterol produzida por A. flavus
expostaa diferentes concentracoes de timol e carvacrol
foi quantificada, permitindo quantificar a biomassa
fangica por sua vez. O mecanismo de ac¢io de timol e
carvacrol que leva a inibi¢io do crescimento micelial
de fungos toxigénicos nao é claro; aparentemente,
esses compostos formam pontes de hidrogénio em
locais ativos de enzimas-chave. Nossos resultados

confirmam tais inferéncias, pois a quantidade de
ergosterol na célula fingica diminuiu quando a cepa
A. flavus foi exposta ao timol e carvacrol em todas as
concentragoes testadas (Fig. 1 e 2).

A Figura 1 mostra a inibicio da producio de
ergosterol por A. flavus apds o tratamento com timol.
Os resultados mostram uma reducdo significativa
nas quantidades de ergosterol em concentragoes de
2500 e 5000 wg mL* em comparacio com o controle
fangico (FC). A inibigao nessas concentracoes também
€ significativamente mais acentuada em comparagio
com os resultados obtidos em concentracoes mais
baixas. Ochoa-Velasco et al’ relataram resultados
semelhantes ao testar os efeitos do timol em F
verticillioides.
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Figura 1. Efeito inibit6rio do timol na biossintese de ergosterol por Aspergillus flavus.

(CF) - Controle fingico sem tratamento. (CP) - controle positivo, nistatina (1000 ug mL-1). Os tubos de ensaio foram incubados durante 7
dias a 25 ° C em meio liquido YES (n = 4). * p <0,05.

Os resultados apresentados na Figura
2 demonstram a acdo inibitéria do carvacrol na
producio de ergosterol por A. flavus. HA uma
inibicio significativa da producio de ergosterol
em uma concentracio de 250 ug mL' nio apenas
em comparacio com o controle fungico (FC), mas
também em relagdo as outras concentragdes testadas.
Estudo realizado por outros autores mostrou que o

20000

PLEEER

Ergosterol{pug mL?)

timol e o carvacrol, quando testados em C. albicans,
reduziram a producio de ergosterol em até 98%,
dependendo da concentragio testada (100 ug mL
".22 Ahmad et al.* relataram a inibi¢do da produgio
de ergosterol em concentracoes acima dos valores
estabelecidos para CIM, semelhante aos resultados

encontrados no presente estudo.

4?'

&

]
o

Carvacrol (pg mL)

Figura 2. Efeito inibitorio do carvacrol na biossintese de ergosterol por Aspergillus flavus.

(CF) - Controle fingico sem tratamento. (CP) - controle positivo, nistatina (1000 ug mL-1). Os tubos de ensaio foram incubados durante 7
dias a 25 ° C em meio liquido YES (n = 4). * p <0,05
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Alguns compostos antifungicos podem afetar
o desenvolvimento micelial e a producio de ergosterol
devido 2 tensdo bioquimica. Esses compostos sio
capazes de ativar um mecanismo de compensagio que
gera uma resposta adaptativa pelo fungo, causando
reprogramacao da expressao de genes responsaveis pela
translacio de proteinas de parede celular.? O resultado
imediato foi um aumento nio significativo (p>0,05)
na biossintese de ergosterol, como observado na Figura
2 com o0 uso de carvacrol em concentracoes de 15, 30
e 60 ug mL’. Os autores observaram que em baixas
concentracoes, Oleos essenciais € seus compostos
podem danificar a parede celular fingica e causar um
aumento na produgio de ergosterol, resultando no
aumento da biomassa flingica.”*

EFEITOS ANTIAFLATOXIGENICOS DE TIMOL E CAR-
VACROL

A Tabela 2 mostra os resultados para os
efeitos do timol na produ¢io de AFB, e AFB,. O
timol apresentou efeitos antiaflatoxigénicos em
concentracoes acima de 600 ug mL"; pois reduziu a
produgio de AFB, e AFB,. A produgio de aflatoxinas
mas nao significativamente  (p>
0,05) na concentragio de 1250 wg mL! de timol.

aumentou,

Concentragoes mais baixas de compostos inibitdrios
podem causar uma resposta adaptativa para proteger
o fungo, resultando em alteracbes epigenéticas
causando aumento da producio de toxinas.**

Tabela 2. Efeito inibit6rio do timol na produgio de aflatoxinas pelo Aspergillus flavus

Aflatoxina B, Aflatoxina B,
Timol (ug mL") Concentracio Inibicio Concentragio Inibicio
(ng mL") (%) (ng mL") (%)
CF 133301 = 3971 7095 = 345.9
600 64054 * 84420° 51,94 3576 = 4747 49,59
1250 146395 * 27246 8558 * 828,3
2500 93949 + 68918° 29,52 4626 + 3145 34,79
5000 ND* 100,00 ND™ 100,00
P ND* 100,00 ND* 100,00

ND — nio detectado.

*diferenca significativa comparada ao controle fiingico (p<0,05).

*nio hd diferenca significativa com os grupos comparados (CP).

Valores de concentragio obtidos por anilise em HPLC e expressas como media * desvio padrio.

CF — controle fiingico, inéculo.

CP — controle positivo, indculo tratado com 1000 g mL? nistatina.

A Tabela 3 mostra os resultados dos efeitos
do carvacrol na producio de aflatoxinas por A. flavus.
Uma reducio significativa da produgao de aflatoxinas
s6 pode ser observada em uma concentracio de
carvacrol de 125 ug mL’, sendo de apenas 39,68
e 19,15% para AFB, e AFB, respectivamente.
Nistatina, a referéncia antifingica usada como PC,
inibiu completamente a sintese de AFB, e AFB, por
A. flavus. Corroborando com nossos dados, outros
autores relataram que o carvacrol inibiu a produgio

de aflatoxinas em A. parasiticus em 92,64% em uma
concentracio de 1.320 ug mL", evidenciando que este
composto de fato possui efeitos antiaflatoxigénicos.*
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Tabela 3. Efeito inibit6rio do carvacrol na producio de aflatoxinas em Aspergillus flavus

Aflatoxina B, Aflatoxina B,
Carvacrol
Concentracao Inibicao Concentracao Inibicao
(ug mL?)
(ng mL") (%) (ng mL") (%)
CF 133301 = 3971 7095 = 345,9
15 127702 = 6193’ 4,20 7570 + 172°
30 127549 =+ 10089 431 7355 +£160,9°
60 118349 + 7555° 1,21 6832 =£151,8 3,70
125 80404 = 20334 39,08 5736 £553,4" 19,15
CP ND** 100,00 ND** 100,00

ND — nio detectado.

* diferenca significativa comparada ao controle fingico (p<0,05).
“nao ha diferenca significativa com os grupos comparados (CP).

Valores de concentragao obtidos por andlise em HPLC e expressas como media * desvio padrio.

CF — controle fiingico, indculo.

CP — controle positivo, indculo tratado com 1000 g mL"* nistatina.

Outros autores ao analisar os efeitos
do ¢leo essencial de Z. multiflora em A. flavus,
constataram que ele exibiu acdo antiaflatoxigénica
em concentragoes de 50 e 150 g mL*'.** Mostraram
que o carvacrol, um dos principais compostos desse
6leo essencial, pode ser considerado um inibidor da
producio de toxinas. No entanto, a associacio com
outros compostos encontrados no 6leo essencial
também deve ser levada em consideragio. Prevengio
da formacio de micélio e conidios por fungos
toxigénicos ¢ uma das caracteristicas da inibicio da
sintese de aflatoxinas.

CONCLUSOES

O presente artigo demonstrou que o carvacrol
e timol inibem diretamente o crescimento micelial
de A. flavus. Timol e carvacrol também parecem ter
como alvo a biossintese do ergosterol em A. flavus,
levando a ruptura severa da membrana. O timol e
o carvacrol apresentam atividade antifingica, mas
nio demonstraram alta atividade antiaflatoxigénica.
Carvacrol e timol, que sio considerados como
compostos naturais geralmente reconhecidos como
seguros (GRAS), podem ser considerados como

potentes compostos naturais antifingicos a serem
usados contra A. flavus. Futuros estudos devem ser
realizados como a aplicacio de carvacrol e timol
em praticas agricolas como fungicidas naturais
que poderiam substituir parcialmente fungicidas
sintéticos.
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