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RESUMO 

Óleos essenciais (OE) são o resultado da extração de compostos voláteis de plantas 

aromáticas por diferentes técnicas, tendo eles diversas funções, como a de antifúngicos. Entre 

os OE que se mostram importante alternativa no controle de fungos está o OE de tomilho. 

Além disso, o fungo do gênero Aspergillus flavus é de grande interesse de se controlar, devido 

a seu potencial de sintetizar as aflatoxinas, que são compostos hepatocarcinogênicos e 

contaminantes de alimentos. Por isso, esse trabalho analisou a eficácia do OE de tomilho em 

diferentes concentrações (0 (controle), 250, 500, 1.000, 1.500 e 2.000 µL/L) no controle in 

vitro de Aspergillus flavus e o percentual de inibição do crescimento micelial (ICM) durante 

22 dias. Como resultado, observou-se que apenas na concentração de 250 µL/L houve 

crescimento do fungo, com uma ICM de 52,78%, enquanto nas outras concentrações (500, 

1.000, 1.500 e 2.000 µL/L) não houve crescimento do fungo, com ICM de 100%. Concluiu-se 

que o OE de tomilho é parcialmente eficaz no controle de Aspergillus flavus na concentração 

de 250 µL/L e totalmente eficaz em concentrações iguais ou superiores a 500 µL/L. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Óleos essenciais, óleo essencial de tomilho, Aspergillus flavus, fungos 

contaminantes de alimentos. 
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ABSTRACT 

Essential oils (EO) are the result of the extraction of volatile compounds from aromatic plants 

by different techniques, having several functions, such as antifungals. Among the EOs that are 

shown to be a great strategy in the control of fungi is thyme EO. In addition, the fungus of the 

genus Aspergillus flavus is of great interest to control itself due to being highly 

hepatocarcinogenic and food contaminant. Therefore, this study analyzed the efficacy of 

thyme OE at different concentrations (0 (control), 250, 500, 1,000, 1,500 and 2,000 μL/L) in 

the in vitro control of Aspergillus flavus and the percentage of mycelial growth inhibition 

(MGI) for 22 days. As a result, it was observed that only at the concentration of 250 μL/L 

there was fungus growth with an inhibition of mycelial growth (MGI) of 52.78%, while in the 

other concentrations (500, 1,000, 1,500 and 2,000 μL/L) there was no fungus growth, 100% 

MGI. It was concluded that thyme EO is partially effective in controlling Aspergillus flavus at 

a concentration of 250 μL/L and fully effective at concentrations above 500 μL/L. 

 

KEYWORDS: Essential oils, thyme essential oil, Aspergillus flavus, food contaminating 

fungi. 
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1. INTRODUÇÃO 

Óleos essenciais (OE) são definidos como compostos voláteis de plantas aromáticas, 

podendo ser extraídos de qualquer parte da planta, por processo físico, destilação por arraste 

com vapor de água, destilação a pressão reduzida ou dentre outros métodos adequados (Brasil, 

2007). Esses compostos apresentam a função de proteção ou comunicação das plantas (Saito e 

Scramin, 2000). Adicionalmente, os óleos essenciais têm sido utilizados ao longo da história 

pelo homem para fins medicinais e para antissepsia, por exemplo, como antifúngicos (Bakkali 

et al, 2008).  

Uma das vantagens de se utilizar os OE seria que esses são menos tóxicos que os 

fungicidas sintéticos, por exemplo, por serem produzidos naturalmente (Tariq et al, 2019), 

sendo considerados sustentáveis e de grande interesse comercial (Bizzo et al, 2009). Outra 

vantagem é que o Brasil possui lugar de destaque na produção de OE no mundo, além de ter 

uma flora diversa, que favorece a extração desses óleos, destacando-se por um mercado em 

ascensão (Bizzo, 2013). 

Um dos OE mais utilizado é aquele extraído de Thymus vulgaris L., popularmente 

conhecido como tomilho, devido a seu potencial antibactericida, antifúngico, antioxidante e 

anti-inflamatório (Bremnes, 2002). Destaca-se que o OE de tomilho é um dos fungicidas mais 

potentes e a sua eficácia é justificada pela sua composição, destacando-se o timol e o 

carvacrol (Bremnes, 2002; Soković, 2009). Dentre as alterações ocasionadas nos fungos e 

associadas a ação dos constituintes do OE de tomilho, destacam-se redução da germinação de 

esporos, alteração da permeabilidade da membrana celular e lise celular (López-Meneses et 

al. 2015; Jafri et al., 2019; Pina-vaz et al, 2004).  

Um dos fungos de importância em alimentos e que devem ser inibidos devido a seu 

potencial de sintetizar micotoxinas, que causam doenças em humanos e animais, destaca-se 

Aspergillus flavus. Essa espécie é capaz de desenvolver em alimentos, tais como amendoim, 

nozes, sorgo e outras oleaginosas, e em determinadas condições é capaz de produzir 

micotoxinas (Klich, 2002). Dentre as micotoxinas que podem ser sintetizadas por A. flavus, 

tem-se as aflatoxinas B1 e B2, sendo que a aflatoxinas B1 é classificada como causadora de 

câncer em humanos e um dos mais potentes hepatocarcinógenos naturais, que podem ser 

encontrados em alimentos (Oliveira e Germano, 1997; IARC, 1993).  

Como mencionado anteriormente, em geral, a utilização de OE como fungicida é 

interessante por apresentar menor toxicidade quando comparado aos fungicidas sintéticos, 



10 

 

podendo, inclusive, ser utilizado em alimentos (Oussalah et al, 2006). Dessa forma, os OE 

podem contribuir para garantir a qualidade microbiológica dos alimentos, contribuindo assim 

para o cumprimento do direito humano a Segurança Alimentar e Nutricional (Brasil, 2006). 

 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar a atividade antifúngica in vitro por contato direto do óleo essencial de tomilho 

(Thymus vulgaris L.) no controle de Aspergillus flavus. 

 

2.2. Objetivos específicos 

● Avaliar o efeito de diferentes concentrações do óleo essencial de tomilho no 

crescimento micelial de Aspergillus flavus; 

● Determinar o percentual de inibição do crescimento micelial de Aspergillus flavus em 

decorrência da exposição a diferentes concentrações de óleo essencial de tomilho. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Plantas medicinais, aromáticas e condimentares 

Em todo o mundo, a busca por substâncias naturais que promovam sustentabilidade 

vem crescendo ao longo dos anos, tanto por parte dos consumidores, como pela indústria. 

Nesse cenário, destacam-se as plantas medicinais, aromáticas e condimentares por terem 

diversas utilidades, como para produção de cosméticos, alimentos, medicamentos e outros 

(Corrêa Jr e Scheffer, 2013). 

Segundo Neto e Simões (2016), plantas medicinais podem ser definidas como 

qualquer planta que tenha substâncias que possam ser utilizadas com finalidade terapêutica ou 

farmacêutica.  Por outro lado, as aromáticas são caracterizadas por possuírem óleos 

essenciais, sendo exemplos alecrim, eucalipto, hortelã, tomilho, dentre outras. Já as plantas 

condimentares são aquelas utilizadas na elaboração ou preparo de alimentos 

As plantas medicinais, aromáticas e condimentares também se diferenciam por sua 

função e finalidade principal, sendo que as medicinais são utilizadas para prevenção, alívio ou 

cura de doenças; as aromáticas principalmente para extração de óleos essenciais; e as 

condimentares para dar sabor, aroma e cor aos alimentos, podendo inclusive uma única 

planta, como o capim-limão, ser utilizada para as três finalidades (SENAR, 2017). 

 

3.2. Óleos essenciais 

Não se sabe exatamente quando os óleos essenciais (OE) começaram a ser utilizados 

pelo homem, mas acredita-se que as primeiras utilizações foram para preservar cadáveres há 

milhares de anos. Os primeiros registros oficiais do uso de óleos essenciais datam de 2000 

a.C. pelos hindus e outros povos para fins terapêuticos e cerimônias religiosas. A realização 

de estudos e a maior propagação do uso dos OE apenas ocorreu por volta do século XVI e 

XVII, tornando-se junto com outras especiarias, produtos de alto valor comercial na Europa 

(Trancoso, 2013). 

Já no Brasil, de acordo com a Revista Casa da Agricultura (CECOR/CATI, 2013), os 

estudos com OE extraídos das plantas medicinais e aromáticas se iniciaram em 1847, com a 

chegada de Theodor Peckolt, farmacêutico da Silésia alemã (atual Polônia). Depois desse 

estudo, fundou-se em 1918 o Instituto de Química, no Rio de Janeiro, que posteriormente foi 

denominado Instituto de Química Agrícola. Nesse instituto a pesquisa sobre fitoquímica foi 

expandida e diversificada no país. 
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Atualmente os OE são obtidos por destilação por arraste com vapor de água, 

destilação a pressão reduzida ou outros métodos, podendo ser isolados ou misturados entre si, 

retificados, desterpenados ou concentrados (BRASIL, 2007). Além disso, estima-se que 

existem aproximadamente 3000 tipos de óleos essenciais (OE) sendo eles importantes para 

culinária, higiene, cosméticos, indústria farmacêutica, agronegócio e outros (Tariq et al., 

2019). 

Quanto as características dos OE, Bakkali et al (2008) descreveram que esses são 

geralmente líquidos, lipossolúveis, voláteis, translúcidos e raramente coloridos, tendo uma 

densidade geralmente menor do que a da água. Ainda de acordo com esses autores, um OE 

pode ter em sua composição de 20 a 60 compostos em concentrações diferentes, sendo que as 

substâncias mais comumente encontradas são das classes dos terpenos, compostos aromáticos 

e alifáticos.  

Como já mencionado anteriormente, os OE possuem diversas funções, uma delas é a 

de substância antifúngica, sendo possível, inclusive, uso no controle de fungos deterioradores 

de alimentos. Destaca-se que esses fungos causam prejuízos na produção de alimentos e que 

podem causar doenças aos seres humanos. Exemplos de tais fungos são os dos gêneros 

Fusarium e Aspergillus, que possuem espécies produtoras de toxinas em alimentos, as 

micotoxinas (Maia et al, 2015).  

Tariq et al (2019) realizaram revisão de literatura sobre a aplicação de OE no controle 

de fungos e esses os autores concluíram que esses compostos apresentam um amplo espectro 

de inibição contra diversos tipos de fungos patogênicos, tendo diferentes mecanismos de ação, 

como quebra ou inibição da formação da membrana celular dos fungos, disfunção de 

mitocôndrias, inibição de bombas de efluxo, dentre outros. 

Medeiros et al. (2011) observaram que o OE de Pittosporum undulatum L. foi 

eficiente e exibiu atividade inibitória tanto sobre Aspergillus flavus como na produção de sua 

aflatoxina. Vale ressaltar que Aspergillus flavus é uma espécie de fungo extremamente 

importante, pois pode se desenvolver durante armazenamento incorreto de alimentos como 

grãos e é produtor da aflatoxina B1, substância natural mais carcinogênica, mutagênica e 

teratogênica encontrada em alimentos (IARC, 1993). 

 

3.2.1. Óleo essencial de tomilho 

A EMBRAPA (2013) afirma que o tomilho (Thymus vulgaris L.) é uma espécie da 

família Lamiaceae. Essa família contempla ervas, arbustos ou árvores, nativa do 
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Mediterrâneo, com várias espécies de plantas condimentares produtoras de OE, tais como 

menta, lavanda, orégano e sálvia. Ademais, define o tomilho como um arbusto sempre verde 

rasteiro, com pequenas folhas em forma de lança que variam do verde intenso ao amarelo-

esverdeado. Seu aroma é picante que lembra a pimenta e seu sabor delicado que puxa ao 

cravo e à hortelã, tendo utilidade como antisséptico, como estimulante e como tempero. 

O OE de tomilho é conhecido por seus efeitos antibacterianos, antifúngicos (Pereira, 

2006), anti-inflamatórios (Fachini-Queiroz et al, 2012), dentre outros. Ao longo da história foi 

utilizado para medicina tradicional, além de ser aproveitado também na indústria alimentícia e 

indústria cosmética, como conservante e antioxidante (Zarzuelo e Crespo, 2002). 

Quanto a sua composição, geralmente o OE de tomilho é composto principalmente por 

timol, carvacrol e compostos fenólicos (Amiri, 2012). E a alta capacidade do OE de tomilho 

de inativar fungos está associada principalmente ao timol e ao carvacrol (Soković, 2009). 

 

3.3. Contaminantes de alimentos 

Conforme a Lei Orgânica de Segurança Alimentar Nutricional, LOSAN (Brasil, 

2006), é um direito de todos o consumo de um alimento seguro, desde seu aspecto nutricional, 

contemplando o acesso até o quesito de qualidade do alimento. Ou seja, dentro da perspectiva 

da LOSAN, é um direito de todos um alimento justo e digno de ser consumido, envolvendo 

inclusive o quesito microbiológico e riscos à saúde, que algumas substâncias sintéticas podem 

trazer. 

Tendo em vista que alguns microrganismos, tais como bactérias e fungos, podem 

contaminar os alimentos antes, durante ou após o processamento, o que é indesejado por 

causar diminuição da qualidade e segurança dos alimentos (Madigan et al, 2016), o uso dos 

óleos essenciais (OE) se destaca por ser uma importante alternativa. Isso se justifica porque os 

OE são compostos naturais que podem inibir o crescimento desses microrganismos, evitando 

assim a contaminação microbiológica dos alimentos (Pereira, 2006) e problemas maiores 

posteriormente. 

Sobre os fungos contaminantes de alimentos, alguns deles são produtores das 

chamadas micotoxinas - derivado da palavra grega mykes, que significa fungo, e do latim 

toxican, que significa toxinas. Esses compostos que podem causar doenças ou até morte de 

animais e seres humanos (Iamanaka et al, 2010). Ainda de acordo com esses autores, os 

gêneros de fungos mais comumente associados a essas toxinas são Aspergillus, Penicillium e 

Fusarium.  
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Um dos tipos de micotoxinas que causam maiores problemas de saúde é a produzida 

por fungos do gênero Aspergillus, as chamadas aflatoxinas, por serem altamente tóxicas e 

carcinogênicas (Madigan et al, 2016). Além disso, são uma das micotoxinas cujos níveis 

máximos em alimentos estão previstos na legislação brasileira (BRASIL, 2011). 

Normalmente os alimentos mais associados à sua contaminação são cereais, grãos, nozes, 

tubérculos, frutas (CVE, 2003). 

 

3.3.1. Aspergillus flavus 

O gênero Aspergillus foi pioneiramente descrito em 1729, por Pier Antônio Michelli, 

sendo posteriormente melhor estudado por Johan Heirich Friedrich, em 1809, e Rudolf 

Virchow, em 1856 (Bossche et al, 1988). Esse gênero é composto por 180 espécies descritas 

em nove subgêneros diferentes (Pitt e Samson, 2000), em que macroscopicamente suas 

colônias se caracterizam por serem coloridas, variando de verde e amarelo-oliva, tornando-se 

acinzentadas e brilhantes com o tempo (Geisen, 2000). 

Dentre as espécies de Arpegillus, têm-se Aspergillus flavus, um fungo contaminante de 

alimentos, que cresce em temperaturas entre 25 °C e 30 °C e atividade de água em torno de 

0,85, podendo ser caracterizado como de campo e de armazenamento e produtor de 

aflatoxinas (Ferreira-Castro, 2011). Além disso, A. flavus é capaz de produzir as aflatoxinas 

B1 e B2. Vale mencionar que dentre as aflatoxinas, a aflatoxina B1 é a substância mais 

perigosa, destacando-se por ser carcinogênica, mutagênica e teratogênica, sendo assim o 

controle do fungo muito importante para a saúde pública (Medeiros et al, 2011).  Ressalta-se 

que a aflatoxina B1 é comprovadamente causadora de câncer de fígado em humanos e 

animais, a partir da ingestão de alimentos contaminados (Madigan et al, 2016).  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Óleo essencial 

O óleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.) foi obtido comercialmente por meio 

da empresa Ferquima Indústria e Comércio Ltda., e sua caracterização foi feita previamente 

em cromatógrafo gasoso acoplado a espectrômetro de massa (dados não apresentados). 

 

4.2. Isolado de Aspergillus flavus 

O isolado de Aspergillus flavus (CCUB 1405) que foi utilizado no experimento é 

proveniente e amendoim comercial sintomático, isolado utilizando-se em meio de cultura 

seletivo Aspergillus flavus e parasiticus ágar (AFPA). Esse isolado foi caracterizado 

molecularmente e a sua sequência foi depositada no banco de dados Genbank, sob o número 

de acesso CCUB1405. Testes preliminares indicaram que esse isolado é aflatoxigênico. 

 

4.3.  Avaliação in vitro da atividade antifúngica do óleo essencial de tomilho no 

controle de A. flavus 

Para a avaliação da atividade antifúngica in vitro do óleo essencial do óleo essencial 

de tomilho no controle de A. flavus, por contato direto, adotaram-se as concentrações de 0 

(controle), 250, 500, 1.000, 1.500 e 2.000 µL/L. O óleo essencial de tomilho, nas diferentes 

concentrações, foi incorporado, sob agitação, ao meio de cultura Batata-Dextrose-Ágar 

(BDA) acidificado com ácido tartárico. Em seguida, foi efetuada a inoculação de A. flavus em 

placas de Petri contendo o meio de cultura, na presença ou não do óleo essencial, utilizando-

se alfinete entomológico esterilizado, de tal forma que crescesse somente uma colônia por 

placa. As placas foram incubadas a 25 ºC durante o período de 22 dias.  

O diâmetro das colônias foi medido com régua graduada em duas direções 

perpendiculares, a cada 24 h, até 14 dias, e depois a cada 48 h, até 22 dias (Hua et al., 2014). 

Para cada concentração do óleo essencial, utilizou-se vinte repetições. As partir dos resultados 

obtidos, obtiveram-se equações de regressão, relacionando-se diâmetro das colônias e tempo 

de exposição, para cada concentração do óleo essencial de tomilho.  

Determinou-se também o percentual de inibição do crescimento micelial (ICM, %), 

utilizando-se os dados obtidos depois de 22 dias de incubação, de acordo com a Equação 1 

(Pandey et al., 1982). 
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𝐼𝐶𝑀 =
(𝐷𝐶 − 𝐷𝑇)

𝐷𝐶
𝑥100 (1) 

Em que: 

DC – Diâmetro médio no tratamento controle. 

DT – Diâmetro médio no tratamento com óleo essencial de tomilho. 

 

4.4. Análise estatística 

Adotou-se Delineamento Inteiramente Casualizado, com medidas repetidas no tempo, 

com vinte repetições, sendo seis tratamentos referentes às concentrações do óleo essencial de 

tomilho (0 (controle), 250, 500, 1.000, 1.500 e 2.000 µL/L). Para a plotagem dos gráficos e 

obtenção das equações de regressão, utilizou-se o software SigmaPlot v.10 (Systat Software 

Inc., Germany). 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Na Figura 1 e na Tabela 1, são apresentadas as curvas de regressão e as equações de 

regressão, respectivamente, referentes ao diâmetro das colônias de A. flavus, depois da 

exposição a diferentes concentrações de óleo essencial (OE) de tomilho (0, 250, 500, 1.000, 

1.500 e 2.000 μL/L), durante 22 dias. 

Observou-se crescimento micelial somente no tratamento controle (sem aplicação de 

óleo essencial de tomilho) e quando adotada a concentração de óleo essencial de tomilho de 

250 μL/L. Os diâmetros estimados das colônias de A. flavus, depois de 10 dias de exposição 

foram equivalentes a 51,7 e 1,0 mm, para os tratamentos controle e 250 μL/L de óleo 

essencial de tomilho, respectivamente. Depois de 22 dias de exposição, os diâmetros 

estimados das colônias para os tratamentos controle e 250 μL/L de óleo essencial de tomilho 

foram equivalentes a 54,0 e 24,5 mm, respectivamente.  

Obteve-se 54,7% de inibição de crescimento micelial (ICM), depois de 22 dias de 

exposição, considerando-se 24,5 mm de diâmetro das colônias de A. flavus, para a 

concentração de 250 μL/L, e 54,0 mm para o tratamento controle (Tabela 1). Ressalta-se que 

não houve crescimento micelial quanto se adotaram as concentrações 500, 1.000, 1.500 e 

2.000 μL/L, com ICM de 100,0%. Esses resultados podem ser justificados pela composição 

do óleo essencial de tomilho, uma vez que são presentes timol e carvacrol, compostos que 

possuem comprovada capacidade de inativar fungos (Adam et al., 1998). 
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Figura 1. Curvas de regressão referentes ao efeito in vitro do óleo essencial de tomilho, em 

diferentes concentrações, no diâmetro das colônias de A. flavus, durante 22 dias, a 25 ºC. 

 

Tabela 1. Equações de regressão e respectivos coeficientes de determinação referentes ao 

efeito in vitro do óleo essencial de tomilho, em diferentes concentrações, no diâmetro das 

colônias de A. flavus (𝑦̂) em função do tempo (x), a 25 ºC e inibição do crescimento micelial 

(%) depois de 22 dias 

Tratamentos Equações de regressão R2 EPE ICM (%) 

Controle 
𝑦̂ =

54,01

(1 + 𝑒
(
−(𝑥−4,09)

1,90
)
)

 
0,99 2,09 - 

250 μL/L 
𝑦̂ =

25,96

(1 + 𝑒
(
−(𝑥−16,40)

1,99
)
)

 
0,99 0,56 54,7 

500 μL/L Sem crescimento - - 100,00 

1.000 μL/L Sem crescimento - - 100,00 

1.500 μL/L Sem crescimento - - 100,00 

2.000 μL/L Sem crescimento - - 100,00 

ICM – Percentual de Inibição do Crescimento Micelial. 

 

 



18 

 

Resultados semelhantes aos do presente estudo foram obtidos por Zampieri et al 

(2016), em que o óleo essencial de tomilho inibiu parcialmente A. flavus, nas concentrações 

de 50, 100, 150 mg/L e inibiu totalmente esse microrganismo, nas concentrações de 250 e 500 

mg/L. No mesmo sentido, Soliman e Badeaa (2002) observaram que observou que o óleo 

essencial de tomilho foi eficaz no controle de A. flavus, com efeito fungistático, na 

concentração de 250 ppm, e fungicida, na concentração de 500 ppm. 

Outros autores também verificaram a eficácia do óleo essencial de tomilho no controle 

de outras espécies de fungos. Puškárová et al (2017) observaram que o óleo essencial de 

tomilho foi eficiente no controle de Cladosporium cladosporoides, Alternaria alternata, 

Aspergillus fumigatus, Chaetomium globosum e Penicillium chrysogenum, nas concentrações 

de 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10, 25, 50 e 75% (v/v). Mandras et al. (2016) observaram que o óleo 

essencial de tomilho, em concentrações de 2 a 0,0038% (v/v), foi eficiente no controle de 

Candida ssp., espécie causadora de candidíase. 

O presente estudo demonstrou que as concentrações de óleo essencial de tomilho que 

sejam iguais ou superiores a 500 μL/L são efetivas no controle de Aspergillus flavus, 

enquanto que a concentração de 250 μL/L possibilita inibição parcial do desenvolvimento do 

microrganismo. Esses resultados são extremamente relevantes, tendo em vista que mais de 

300 milhões de pessoas no mundo sofrem de algum tipo de infecção fúngica e que fungos dos 

gêneros Cryptococcus, Candida e Aspergillus são responsáveis por mais de 90% das mortes 

relacionadas a esse grupo de microrganismos (Cowen et al., 2015). Então, os resultados 

obtidos são extremamente relevantes, tendo em vista a importância de se prevenir e tratar 

doenças fúngicas, utilizando-se óleos essenciais (Nazzaro et al., 2017). 

 

6. CONCLUSÕES E RECOMENDAÇÕES 

A partir dos resultados obtidos, é possível concluir que óleo essencial de tomilho é 

parcialmente eficaz no controle de A. flavus na concentração de 250 µL/L e totalmente eficaz 

em concentrações iguais ou superiores a 500 µL/L. 

Para estudos futuros, sugere-se que sejam testadas concentrações do óleo essencial de 

tomilho entre 250 e 500 µL/L, para assim que seja obtida a menor concentração para controlar 

A. flavus.   
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