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Atividade do Oleo Essencial de Tomilho (Thymus vulgaris L.) Contra Fungos
Fitopatogénicos

Activity of Thyme (Thymus vulgaris L.) Essential Oil Against Phytopathogenic Fungi

Adriano Lopes Romero™*; Vania Specian®; Rodrigo Cardoso de Oliveira®; Sergio Paulo Severo de Souza Diniz¢

Resumo

O tomilho (Thymus vulgaris) € uma planta aromatica largamente utilizada na culindria e na inddstria farmacéutica e de cosméticos. Das folhas
desta planta se obteve, a partir de hidrodestilacdo utilizando aparelho de Clevenger modificado, um dleo essencial constituido por timol (50%),
p-cimeno (20%), y-terpineno (18%), carvacrol (4,5%) e borneol (1,5%). Este 6leo essencial foi testado quanto sua atividade antifingica sobre
microrganismos causadores de doengas em diferentes culturas de importancia econdmica: Myrothecium verrucaria, Corynespora cassiicola,
Erwinia psidii, Sclerotinia minor e Colletotrichum musae. A concentracao do 6leo essencial de tomilho que promoveu completa inibi¢ao dos
microorganismos testados variou na faixa de 5 a 200 uL/mL, sendo mais eficaz para o controle de C. musae (5 pL/mL), S. minor (10 uL/mL),
F. moniliforme (10 uL/mL) e C. cassiicola (15 pL/mL).

Palavras-Chave: Tomilho. Oleos essenciais. Atividade antifingica.
Abstract

The thyme (Thymus vulgaris) is an aromatical plant used in the culinary and in the pharmaceutical industry and of cosmetics. Of leaves of
this plant was gotten, from hydrodistillation using a Clevenger-type apparatus, an essential oil consisting by thymol (50%), p-cymene (20%),
y-terpinene (18%), carvacrol (4.5%) and borneol (1.5%). This essential oil was tested against microorganisms causing of illnesses in different
cultures of economic importance: Myrothecium verrucaria, Corynespora cassiicola, Erwinia psidii, Sclerotinia minor and Colletotrichum
musae. The concentration of the essential oil of thyme that promoted complete inhibition of the tested microorganisms varied between 5 - 200
WL/mL, being more efficient for the control of C. musae (5 WL/mL), S. minor (10 uL/mL), F. moniliforme (10 nL/mL), and C. Cassiicola (15

ulL/mkL).
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1 Introducio

Desde a origem da agricultura, a criagdo de métodos de
controle de pragas tem sido um desafio para o homem, ¢
dentro desta perspectiva, o principal método utilizado sdo os
compostos quimicos sintéticos. Apesar de sua significativa
contribuicdo para a producdo agricola, o uso intensivo e
indiscriminado destes produtos favoreceu o surgimento de
pragas secundarias, o comprometimento do meio ambiente e
da satde humana, por serem altamente toxicos'.

A pesquisa fitopatoldgica visando o controle da populagao
de fungos e outros microrganismos, principalmente aqueles
que provocam danos a agricultura, através do emprego de
oleos, balsamos e extratos vegetais, tem tido consideravel
implemento nos ultimos anos??. A utilizagdo de fungicidas de

origem vegetal pode constituir método alternativo e promissor
no controle de pragas, pois além de ser de facil obtengdo
e baixo custo, minimizam os problemas de toxicidade
apresentados pelos produtos quimicos sintéticos'.

O fitopatdogeno Myrothecium verrucaria pertence aos
Deuteromycetes, portanto ¢ um fungo imperfeito®. Sendo
conhecido por sua atividade degradadora de celulose, ¢ com
larga distribui¢do no solo e nos vegetais®®. Portanto, esse
fungo afeta diversas espécies de plantas economicamente
importantes, dentre as quais, cereais, plantas ornamentais e
madeiras’.

O fungo Corynespora cassiicola ¢ um patégeno que
apresenta atividade necrotofrica,
cosmopolita abundante nas regides tropicais®. Tem sido

sendo microrganismo

reportada a presenga desse organismo em mais de 70 espécies
de plantas, incluindo, tomate, pepino, feijao, pimentdo, cacau,
tabaco e seringueira. Produz micotoxina denominada de
cassicolina, sendo a mesma hospedeiro-seletiva’.

Entre os fatores que limitam a producdo de goiaba no
pais, estd ocorréncia da bacteriose, também conhecida como
seca dos ponteiros, causada por Erwinia psidii. O género
Erwinia pertence ao grupo das eubactérias gram-negativas
e ao subgrupo dos bacilos anaerobios facultativos, familia
Enterobacteriaceae'®. O controle normalmente ¢ feito com
bactericidas ctpricos, que causam danos aos frutos. Portanto,
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a utilizacdo de 6leos essenciais apresenta-se como alternativa
eficaz e ndo toxica para seu controle.

O fungo Sclerotinia minor ¢ largamente distribuido em
todo o mundo, com pelo menos 408 espécies de plantas
Estes
murchamento das folhas e podriddo dos tecidos vegetais
infectados'?. O controle deste fungo tem sido dificultado
devido a capacidade dos mesmos em formar estruturas de

hospedeiras''. organismos s3o responsaveis por

resisténcia, esclerodios, que asseguram a sobrevivéncia destes
por varios anos, mesmo em condi¢des adversas'>.

A Podriddo da coroa, importante enfermidade de pos-
colheita em banana, decorrente da pratica do despencamento dos
frutos para a comercializa¢ao sendo ocasionada pelos seguintes
patdégenos: Cephalosporium sp., Deighthoniella torulosa,
Ceratocystis  paradoxa, Fusarium spp e Colletotrichum
musae'. O ferimento deixado pelo despencamento, cria um
ponto de facil acesso para fungos e bactérias oportunistas. O
estabelecimento destes patdgenos provoca escurecimento
e necrose do tecido, seguido do aparecimento de sinais do
patdgeno na superficie afetada. Os sintomas iniciais aparecem
apos 7 dias da inoculagdo, espalhando-se rapidamente durante
a maturacdo, podendo posteriormente alcangar o pedicelo dos
frutos e, muitas vezes, passar aos proprios frutos, tornando-os
inviaveis para o consumo.

Muitas culturas economicamente importantes como milho,
arroz, trigo, sorgo e cevada sdo afetadas por fungos do género
Fusarium™'%"7. A incidéncia destes fungos na semente ocorre,
normalmente, pela infeccdo natural da espiga no campo,
favorecida pelo clima imido e quente na fase de polinizagdo,
mau empalhamento e danos causados por insetos nas espigas'®!°.

Dentro da perspectiva de uso de produtos naturais para o
controle alternativo de doencas fungicas, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito do o6leo essencial de
tomilho (Thymus vulgaris) frente aos fungos fitopatogénicos
Myrothecium verrucaria, Corynespora cassiicola, Erwinia
psidii, Sclerotinia minor e Colletotrichum musae.

2 Material e Método
2.1 Obtencao do oleo essencial

Folhas de tomilho foram coletadas no Horto de Plantas
Medicinais da Universidade Estadual de Maringa — UEM, em
maio de 2009. 100 gramas destas folhas, previamente secadas
a temperatura ambiente durante 7 dias, foram submetidas a
hidrodestilagao, utilizando aparelho de Clevenger modificado
durante 3 horas. Apds o tempo indicado, o dleo essencial
obtido foi separado da dgua e seco com sulfato de sodio.

2.2 Analise cromatograifica

A identificagdo dos constituintes quimicos presentes no
oleo essencial de tomilho foi baseada nos espectros obtidos na
espectrometria de massas com ionizagao por elétrons a 70eV,
realizada em equipamento modelo QP 2000A, com sonda
para solidos. Os espectros de massas foram comparados com

dados da biblioteca de espectros NIST do equipamento e na
dedugao dos fragmentos obtidos. As condi¢des experimentais
empregadas foram as seguintes: coluna capilar HP-5 (30
m x 0,25 mm x 0,25 pum); injecdo em splitless; hidrogénio
como gas de arraste; temperatura inicial de 60°C; taxa de
aquecimento de 2°C/min; temperatura final da coluna 250°C;
temperatura do injetor de 250°C e do detector de 280°C.

2.3 Ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN de 'H, RMN de '*C e DEPT foram
obtidos em um espectrometro VARIAN modelo Gemini
2000BB 300 MHz (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para
1BC). Os deslocamentos quimicos foram dados em ppm, tendo
como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) ou o proprio
solvente (CDCL,, 7,27 ppm para 'H e 77,00 ppm para *C).

2.4 Extracao de fenois presentes no 6leo essencial

200 mg do 6leo essencial de tomilho dissolvidos em 5 mL
de cloroférmio foi submetido a extragdo com solugdo aquosa
de NaOH 10%. A fase fendlica obtida foi acidificada até pH 2,
extraida com hexano e seca com sulfato de sddio para fornecer
108 mg (54%) de uma mistura de timol e carvacrol.

Timol (2-isopropil-5-metilfenol) — RMN de 'H: & 1,66 (d,
J=17,0 Hz, 6H, H-8); 2,65 (s, 3H, H-9); 3,64 (hepteto, J= 7,0
Hz, H-7); 6,94 (sl, 1H, H-6); 7,15 (dl, J = 7,6 Hz, 1H, H-4);
7,51 (d, J = 7,6 Hz, 1H, H-3). RMN de BC: § 152,1 (C-1);
131,6 (C-2); 126,0 (C-3); 121,6 (C-4); 136,3 (C-5); 116,1 (C-
6); 26,6 (C-7); 22,7 (C-8); 20,8 (C-9).

Carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) -RMN de 'H: 8 1,61
(d, J=17,0 Hz, H-8); 2,64 (s, 3H, H-9); 3,20 (hepteto, J = 7,0
Hz, H-7); 7,04 (sl, 1H, H-6); 7,45 (dl, J= 7,6 Hz, H-4); 7,51
(dl,J=7,6 Hz, H-3). RMN de *C: § 153,2 (C-1); 121,2 (C-2);
130,7 (C-3); 118,7 (C-4); 148,1 (C-5); 113,1 (C-6); 33,7 (C-
7); 23,9 (C-8); 15,4 (C-9).

2.4 Meio de cultivo

O meio de cultivo utilizado foi o BDA (Batata Dextrose
Agar). As batatas (200 gramas) foram fervidas no forno de
microondas com 400 mL de 4gua. A mistura resultante foi filtrada
e ap6s 3 minutos e acrescentado 600 mL de agua destilada, 18
gramas de sacarose € 20 gramas de Agar. O meio de cultivo e
todas as vidrarias empregadas foram devidamente autoclavadas.

2.5 Ensaios microbiolégicos

Os ensaios microbioldgicos foram realizados em placas de
Petri (60 x 15 mm), contendo meio BDA. Os fungos foram
isolados e plaqueados, sendo assim incubados por 9 dias a
28°C em estufa microbioldgica (marca: Fanen). O experimento
teve inicio com a adi¢do de um disco de papel filtro (lcm
de didmetro) ao centro da placa com a quantidade de 6leo
correspondente (10 ou 100uL). O controle do experimento foi
realizado pela cultura dos fitopatdgenos em meio BDA sem
a adi¢do de qualquer tipo de fungicida. A determinagdo da
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inibicao do crescimento do fungo foi realizada pela média de
5 repetigdes para cada tratamento, através de valores de PIC
(Percentual de Inibigdo do Crescimento Micelial), método
descrito por autores®, cuja formula ¢ a seguinte:

crescimento controle - crescimento tratamento
= X

PIC -
crescimento controle

100

3 Resultados e Discussiao

O Oleo essencial de tomilho foi obtido, a partir da
hidrodestilagdo das folhas de Thymus vulgaris, usando
um aparelho tipo Clevenger com 1,4% de rendimento. A
composicdo quimica deste 6leo foi determinada utilizando
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM), interpretacdo dos espectros de massas, co-injecao
de padrdes e ressonancia magnética nuclear de 'H ¢ *C. A
partir da analise de CG-EM observou-se 3 picos principais,
que foram identificados como sendo timol (50 %), p-cimeno
(20%) e y-terpineno (18%) (figura 1).

A identificacdo destas substancias foi realizada pela
comparagdo com os espectros de massas registrados no banco
de dados NIST-Mass Spectra Library e por RMN de 'H e '3C/
DEPT e por comparagdo com dados da literatura*'. Os demais
compostos {carvacrol (4,5%), B-cariofileno (4%), borneol
(1,5%), limoneno (1%) e 1-8-cineol (1%)} foram identificados
pela comparagdo com os espectros de massas registrados no
banco de dados NIST-Mass Spectra Library.

Os fendis presente no oleo essencial de tomilho foram
extraidos com NaOH 10 %, a fase fenolica obtida foi acidificada
até pH 2, extraida com hexano e seca com sulfato de sodio.
A fase fenolica apresentou, em varios sistemas de eluentes,
apenas uma mancha em CCD analitica e a massa dessa fase ¢
concordante com a somatoria dos teores de timol e carvacrol no
6leo essencial. Os espectros de RMN de 'H e *C apresentaram
sinais concordantes com os monoterpenos timol e carvacrol.

o

timol carvacrol
p-cimeno y-terpineno

Figura 1 - Constituintes quimicos do 6leo essencial de Thymus
vulgaris

Quanto a atividade antifungica, pode-se observar que
o Oleo essencial de tomilho apresentou expressivo efeito
frente aos microorganismos testados. A dose inibitdria variou
em func¢do do microorganismo estudado, oscilando na faixa
de 5 a 200 pL/mL (tabela 1). Essa atividade torna-se ainda
mais relevante se comparada a concentragdo de 750 puL/mL
de fungicida comercial (Kobutol) usada para obtencdo da
inibicdo do crescimento dos diversos fungos testados. Estes
resultados sdo concordantes com os estudos realizados por
autores?, que comprovaram o efeito antifiingico, antibidtico
e anti-helmintico do 6leo essencial de tomilho.

Tabela 1 - Concentragdo minima inibitoria do 6leo essencial de
tomilho para diferentes fungos fitopatogénico

Concentracao de

Microorganismo o6leo de tomilho
Corynespora cassiicola 15 pL/mL
Erwinia psidii 100 pL/mL
Sclerotinia minor 10 uL/mL
Colletotrichum musae 5 uL/mL
Fusarium moniliforme 10 pL/mL
Myrothecium verrucaria 200 pL/mL
Controle (meio + fungicida)* 750 pL/mL

* Fungicida utilizado - Kobutol (3000 ppm).

A atividade antifingica do o6leo essencial de tomilho ¢
resultante dapresengade timol e carvacrol que possuematividade
antimicrobicida contra amplo espectro de microorganismos.
Estes terpenos ligam-se aos grupos aminas ¢ hidroxilamina
de proteinas presentes nas membranas das bactérias alterando
sua permeabilidade e resultando na morte dessa bactéria®.
Ja a atividade antifungica ¢ explicada pela degeneragao
das hifas que causa a liberagdo do conteido celular®.

Diante do exposto, conclui-se que o 6leo essencial de
tomilho pode ser utilizado para o controle alternativo de
doengas de origem fingicas que incidem sobre plantas, uma
vez que apresenta baixa toxicidade ao meio ambiente e ao
homem (LC,;
antifungica®. No entanto, estudos futuros desenvolvidos a

em ratos de 9.543,5 uL.kg™") e potente atividade

campo e utilizando diferentes concentragdes deste dleo, sdo
requeridos para a avaliacdo da fungitoxicidade in vivo.

4 Conclusao

Os resultados apresentados neste estudo sugerem a
potencialidade de aplicacdo do 6leo essencial de tomilho para
o controle de doengas flngicas ocasionados pelos fungos
Corynespora cassiicola, Erwinia psidii, Sclerotinia minor,
Colletotrichum musae, Fusarium moniliforme e Myrothecium

verrucaria.
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