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RESUMO 

Os óleos essenciais são compostos voláteis extraídos de plantas aromáticas, condimentares e 

medicinais, alguns óleos essências apresentam ação fungicida. Dentre os principais fungos 

micotoxigênicos encontrados em alimentos, destacam-se as espécies do gênero Aspergillus, em 

especial Aspergillus flavus. A espécie A. flavus se destaca pela capacidade de produzir as 

aflatoxinas, que são compostos que causam doenças em seres humanos e animais. Objetiva-se 

com o trabalho determinar a eficácia dos óleos essenciais de tomilho, de menta e de pimenta, 

do eugenol e do AITC (Isotiocianato de alila) no controle de Aspergillus flavus in vitro por 

contato direto. Os óleos essenciais de tomilho, de menta e de pimenta, o eugenol e o AITC 

foram incorporados no meio de cultura A. flavus e parasitucus Agar, nas concentrações de 0 

(controle), 100, 400, 700 e 1000 µL/L, os volumes de óleo ou composto foram calculadas em 

relação ao volume de meio de cultura. Os diâmetros das colônias foram medidos em intervalos 

constantes de 12 horas, até o tempo máximo de 120 horas.  A partir dos resultados, foram 

geradas equações de regressão que relacionam diâmetro das colônias e o tempo do tratamento, 

assim como o percentual de Inibição do Crescimento Micelial (ICM). Observou-se que os óleos 

essenciais de menta e de pimenta longa não foram efetivos no controle de Aspergillus flavus 

em concentrações de até 1000 µL/L. Na concentração de 1000 µL/L, os valores de ICM foram 

iguais a 18,0% e 12,6% para os óleos essenciais de menta e de pimenta longa, respectivamente, 

depois de 120 h.  Por outro lado, o óleo essencial de tomilho e o eugenol apresentaram ICM de 

92,4 e 93,3 respectivamente, na concentração de 400 µL/L. Em concentrações superiores a 400 

µL/L de óleos essencial de tomilho e de eugenol não houve crescimento de A. flavus. No que 

se refere ao AITC, foi observado ICM de 100% na concentração de 1000 µL/L. Diante dos 

dados obtidos, concluiu-se que o óleo essencial de tomilho e o eugenol, são eficientes para o 

controle de A. flavus, em concentrações a partir de 400 µL/L. 

 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: Tomilho, menta, pimenta longa, controle de fungos. 



ABSTRACT 

Essential oils are volatile compounds extracted from aromatic, condiment and medicinal plants, 

some essential oils have a fungicidal action. Among the main mycotoxigenic fungi found in 

food, the species of the genus Aspergillus, especially Aspergillus flavus, stand out. The species 

A. flavus stands out for its ability to produce aflatoxins, which are compounds that cause disease 

in humans and animals. The aim of this work is to determine the effectiveness of essential oils 

of thyme, spearmint and long pepper, eugenol and AITC (allyl isothiocyanate) in the control of 

Aspergillus flavus in vitro by direct contact. The essential oils of thyme, spearmint and long 

pepper, eugenol and AITC were incorporated into the culture medium A. flavus and parasitucus 

Agar, in the concentrations of 0 (control), 100, 400, 700 and 1000 µL / L, the volumes of oil or 

compost were calculated in relation to the volume of culture medium. Colony diameters were 

measured at constant 12-hour intervals, up to a maximum time of 120 hours. From the results, 

regression equations were generated that relate colony diameter and treatment time, as well as 

the percentage of mycelial growth inhibition (ICM). It was observed that the essential oils of 

spearmint and long pepper were not effective in controlling Aspergillus flavus in concentrations 

up to 1000 µL / L. At a concentration of 1000 µL / L, the ICM values were equal to 18.0% and 

12.6% for essential oils of spearmint and long pepper, respectively, after 120 h. On the other 

hand, the essential oil of thyme and eugenol presented ICM of 92.4 and 93.3 respectively, at a 

concentration of 400 µL / L. At concentrations above 400 µL / L of essential oils of thyme and 

eugenol, there was no growth of A. flavus. With regard to the AITC, 100% ICM was observed 

at a concentration of 1000 µL / L. In view of the data obtained, it was concluded that the 

essential oil of thyme and eugenol, are efficient for the control of A. flavus, in concentrations 

from 400 µL / L. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os óleos essenciais podem ser definidos como compostos voláteis resultantes do 

metabolismo secundário de plantas aromáticas, condimentares e medicinais os quais são 

caracterizados por um complexo de compostos voláteis com forte odor (BAKKALI et al., 

2008). Esses materiais podem ser extraídos de diversas partes das plantas, através de processos 

físicos, tais como: destilação por arraste com vapor de água, destilação a pressão reduzida, 

dentre outros métodos adequados (BRASIL, 2006). Os óleos essenciais possuem grande 

importância nas indústrias de perfumaria, cosmética, alimentícia e farmacêutica (TRANCOSO, 

2013). 

No que se refere aos alimentos, os óleos essenciais tem sido cada vez mais estudados, 

seja no controle de insetos-pragas ou de microrganismos (OOTANI et al., 2013; SAROJ et al., 

2020). Dentre as vantagens da utilização dos óleos essenciais no controle de microrganismos, 

tem-se que esses compostos apresentam baixa toxicidade ao homem e os animais, degradam-se 

rapidamente e não deixam resíduos nos alimentos (FIRENZUOLI et al., 2014). Outra vantagem 

no que tange ao Brasil, é que o país se destaca entre os maiores produtores de óleos essenciais, 

tanto em relação ao volume de produção quanto na diversidade de matéria-prima (BIZZO, 

2013). Dessa forma, o uso dos óleos essenciais é uma alternativa para o controle de 

microrganismos nos alimentos, seja na inibição do crescimento ou na inativação dos 

microrganismos. 

O controle dos microrgamismos nos alimentos é fundamental, tendo em vista as perdas 

ocasionadas ou as toxinas geradas nos produtos agrícolas, sobretudo pelos fungos, que podem 

se desenvolver em grãos de cereais, leguminosas e até frutos (MAZIERO et al., 2010). Dentre 

os principais danos causados por fungos em alimentos destacam-se: perda do valor nutricional, 

alteração de propriedades físicas dos produtos e contaminação por micotoxinas 

(MOHAPATRA et al., 2017; FLEURAT-LESSARD, 2017). As perdas nos alimentos 

ocasionadas por fungos causam prejuízos aos produtores, a indústria e aos consumidores.  

Dentre as alterações ocasionadas por fungos em produtos agrícolas, a que mais é objeto 

de estudos é a contaminação por micotoxinas, que são metabólitos secundários produzidos por 

fungos, e que podem apresentar efeito tóxico para seres humanos e animais (FREIRE et al, 

2007; MAZIERO et al., 2010). Uma das principais espécies de fungos micotoxigênicos que 

colonizam produtos de origem vegetal é o Aspergillus flavus, o qual é capaz de sintetizar 

aflatoxinas (MANGAN, 2004). As aflatoxinas são consideradas potentes hepato carcinógenos 

naturais, que podem ser encontrados em alimentos (WU, 2015). Dessa forma, uma maneira de 
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diminuir a contaminação de produtos agrícolas por aflatoxinas é inativar os fungos que as 

produzem. 

Atualmente métodos inovadores para controlar fungos em alimentos são alvo de 

estudos, dentre eles o armazenamento hermético, aquecimento por microondas, aplicação de 

ozônio gasoso, plasma frio, radiação ionizante, luz pulsada, dentre outros (MOHAPATRA et 

al., 2017). Dentre os métodos alternativos para o controle de microrganismos, destaca-se a 

utilização dos óleos essenciais (MONTES-BELMONT et at., 1998; SAROJ et al., 2020). No 

que se refere aos óleos essenciais já estudados no controle de fungos em geral, tem-se o de 

menta (Mentha spicata) (KEDIA et al., 2014), o de pimenta longa (Piper hispidinervum) 

(ZACARONI et al., 2009) e o de tomilho (Thymus vulgaris) (KUMAR et al., 2008). É 

importante salientar que a partir dos óleos essenciais, é possível obter diferentes compostos, 

como o isotiocianato de alila (AITC) e o eugenol, extraídos do óleo essencial de mostarda e de 

cravo respectivamente. Esses dois compostos também foram alvo de testes no controle de 

microrganismos em alimentos (ABBASZADEH et al., 2014; NAZARETH et al., 2018). 

Apesar de serem encontrados estudos em que óleos essenciais ou compostos como 

eugenol e AITC foram testados sobre fungos (PASTER et al., 1995; AOUDOU et al., 2012; 

TARAZONA et al., 2018), o controle de A. flavus e consequentemente a prevenção da síntese 

de aflatoxinas ainda é um desafio. Nesse cenário, é fundamental a realização de estudos, 

inicialmente in vitro, para que sejam determinadas concentrações nas quais os tratamentos com 

óleos essenciais ou compostos como eugenol e AITC, sejam eficientes para a inativação desses 

microrganismos. A partir de estudos como este, poderão ser realizados teste com a aplicação 

dos óleos essências e compostos extraídos deles nos alimentos. 
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 2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 2.1 Plantas medicinais, aromáticas e condimentares  

Atualmente, é crescente a demanda por produtos obtidos a partir de produção verde, 

natural e sustentável, tanto por parte dos consumidores, como das indústrias (CÔRTES et al., 

2013). Com intuito de suprir essa crescente demanda por produtos com essas características, 

destacam-se as plantas medicinais, aromáticas e condimentares devido a suas infinidades de 

usos, com destaques para medicamentos, cosméticos, alimentos, sanitizações entre outros 

(CORRÊA et al., 2014). 

 De acordo com Neto e Simões (2016), plantas medicinais são aquelas que possuem 

substâncias com propriedades terapêuticas ou farmacêuticas. Por outro lado, as aromáticas são 

caracterizadas por possuírem substâncias de odor acentuado e característico. Já as plantas 

condimentares possuem compostos utilizados na elaboração e no preparo de alimentos. Na 

maioria dos casos, os efeitos de interesse alcançados ao utilizar-se das plantas medicinais, 

aromáticas e condimentares, são advindos de óleos essências que são sintetizados por esses 

organismos  (BAKKALI et al., 2008). 

2.2 Óleos essenciais e seus compostos 

Não há relatos com data das primeiras utilizações dos óleos essenciais na história, 

porém, de forma indireta, sabe-se que o homem utiliza essas substâncias há muitos séculos. 

Acredita-se que os primeiros usos dos óleos essenciais tenham sido através de bálsamos, ervas 

aromáticas e resinas que eram usadas para embalsamar cadáveres em cerimônias religiosas há 

milhares de anos atrás (TRANCOSO, 2013). Antigas civilizações como a chinesa, tinham por 

hábito o uso de ervas e aromas como recurso terapêutico (MENTZ et al., 2004).  

Com o passar do tempo, nos séculos XVI e XVII, o tema “óleo essencial” já havia 

ganhado destaque a nível mundial, devido à valorização de especiarias na Europa (BARBOSA, 

2018). Já no Brasil, os primeiros relatos sobre estudos com óleos essenciais são do século XIX, 

com as pesquisas realizadas por um farmacêutico chamado Theodor Peckolt (SANTOS, 2005). 

Desde então, os estudos sobre os óleos essenciais se intensificaram, seja na medicina, culinária, 

microbiologia, entre outras áreas (BAKKALI et al., 2008; TARIQ et al., 2019; KUMAR et al., 

2020). 

Além dos estudos sobre os potenciais usos dos óleos essenciais, houve avanço com 

relação a extração desses compostos. Atualmente, a obtenção dos óleos essenciais é feita de 

diversas formas, como por destilação por arraste com vapor de água, extração supercrítica, 
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dentre outras (SANTOS et al., 2004). Além da extração, é possível isolar os diferentes 

compostos presentes em um determinado óleo essencial, de forma a determinar a ação dessas 

substâncias (BRASIL, 2006). 

Diante de tantos avanços com relação a obtenção desses compostos, estima-se que 

existam mais de 3000 tipos de óleos essenciais, com as mais diversas utilidades (TARIQ et al., 

2019). Referente as características dos óleos essenciais, pode-se descreve-los como misturas 

complexas de substâncias voláteis, lipofílicas, com características odoríferas, sabor ácido e 

consistência oleosa (SIMÕES, 2016). A coloração pode ser levemente amarelada ou até incolor 

e quando recém extraídos, podem apresentar uma baixa estabilidade na presença de luz, calor, 

ar e umidade (AFFONSO et al., 2012). 

De acordo com Bakkali et al (2008), um único óleo essencial pode conter em sua 

composição de 20 a 60 compostos diferentes, mas na maioria dos casos há um composto 

majoritário, o qual pode ser extraído da mistura e utilizado isoladamente. Nesse contexto, tem-

se o isotiocianato de alila (AITC) (NAZARETH et al., 2018), que é o principal composto do 

óleo essencial extraído da mostarda. 

Como já foi mencionado anteriormente, os óleos essenciais possuem diversas funções, 

uma delas é a atividade antifúngica. Dessa forma em muitos já estudos realizados, foi observado 

que os óleos essenciais apresentam potencial para controlar fungos deterioradores de alimentos 

(THOMPSON, 1989; BASER et al., 2015). Já foram avaliados os efeitos de diferentes óleos 

essenciais sobre espécies dos gêneros Fusarium, Penicillium e Aspergillus, produtoras de 

toxinas em alimentos, as micotoxinas (MAIA et al, 2015). 

Algumas revisões de literatura foram realizadas no que se refere ao potencial antifúngico 

dos óleos essenciais (MAIA et al., 2015; TARIQ et al., 2019; SOLIS et al., 2020; SIL et al., 

2020; KUMAR et al., 2020). Baseado nas informações levantadas nos trabalhos citados, esses 

autores concluíram que os óleos essenciais apresentam um amplo espectro de ação sobre 

diversas espécies de fungos. Esses compostos podem agir de diferentes formas, seja alterando 

a estrutura da membrana celular, ocasionando disfunção de mitocôndrias, na inibição de 

bombas de fluxo, dentre outras (KONG et al., 2019). 

2.2.1 Óleo essencial de Mentha spicata 

A menta (Mentha spicata) é originária do norte da Inglaterra, sendo atualmente 

cultivada em todo mundo. Consiste em um rizomatoso rastejante, com as folhas largas e bem 

serrilhadas, também reconhecidas por ter o caule em formato quadrado (KEE et al., 2017). A 
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menta pertence à família Lamiaceae, caracterizando-se por ser fonte rica de polifenóis e 

possuírem fortes propriedades antioxidantes (GULLUCE et al., 2007). As folhas possuem odor 

característico e sabor picante, e os compostos extraídos são utilizados como aromatizantes e 

condimentos (SASTRI, 1962). 

O óleo essencial extraído da Mentha spicata vem sendo estudado na conservação de 

alimentos, por se apresentar efetivo no controle de bactérias (SHAHBAZI, 2015), como 

inseticida (GOVINDARAJAN et al., 2012) e também agente antifúngico (KEDIA et al., 2014). 

Tradicionalmente, o óleo essencial de menta é muito utilizado na medicina, culinária e na 

indústria de cosméticos (DE SOUSA BARROS et al., 2015). Quanto a sua composição esse 

óleo é formado em sua maioria por carvona, limonemo e bourbonemo (SHAHBAZI, 2015). 

2.2.2 Óleo essencial de Piper hispidinervum 

Piper hispidinervum é uma espécie originária da Amazônia Brasileira, popularmente 

conhecida como pimenta longa (NUNES et al., 2007). Essa planta pertence à família 

Piperaceae, ao gênero Piper, o qual tem cerca de 700 espécies. Grande parte das plantas desse 

gênero se caracterizam pelo uso popular na medicina, pela importância econômica e também 

comercial, devido à produção de óleos essenciais utilizados pela indústria de condimentos, 

farmacêutica e também de inseticidas (SILVA et al., 1999; ALBIERO et al., 2005). 

O óleo essencial extraído da Piper hispidinervum é objeto de estudos para muitos 

pesquisadores, com o objetivo de determinar o seu potencial como agente inseticida (ESTRELA 

et al., 2006) e fungicida (ZACARONI et al., 2009). Os óleos essenciais, como mencionado 

anteriormente, são compostos formados por diversas substâncias, e no caso do óleo extraído de 

pimenta longa, o componente majoritário é o safrol, com concentrações em torno de 80% 

(ANDRÉS et al., 2017). 

2.2.3 Óleo essencial de Thymus vulgaris  

Thymus vulgaris, popularmente conhecida como tomilho, é uma espécie de planta 

pertencente à família Lamiaceae (PEREIRA et al., 2013). É uma das famílias mais importantes 

na produção de óleos essenciais (NIETO, 2017). O óleo extraído do tomilho é utilizado há muito 

séculos, com registro de uso no antigo Império Romano (SHABNUM et al., 2011). Ainda de 

acordo com esses autores, atualmente, esse composto é utilizado na culinária, medicina e 

também em cosméticos. 

Investigações recentes indicaram que o óleo essencial de tomilho com potencial biocida. 

Pavela et al (2018) observaram atividade inseticida desse óleo essencial, enquanto que Ridwan 
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et al (2021) verificaram ação antibacteriana e Moazeni et al. (2021), ação antifúngica. Em sua 

composição, o óleo essencial de tomilho apresenta cerca de 55% de timol e 17% de cimeno 

(JAKIEMIU et al., 2010). 

2.2.4 Isotiocianato de alila (AITC) 

O isotiocianato de alila (AITC) é o composto majoritário encontrado no óleo essencial 

extraído da mostarda preta (Brassica nigra) (MEJIA-GARIBAY et al., 2015). Essa planta é 

mundialmente conhecida por sua ampla utilização na culinária, seja em pó, óleo e também em 

molhos. Existem diversos estudos que evidenciaram o potencial biocida do óleo essencial de 

mostarda preta (REYES-JURADO et al., 2019).  

Com o avanço nos processos químicos, atualmente é possível purificar compostos 

isolados nos óleos essenciais (BRASIL, 2006). Dessa forma, muitos pesquisadores optaram por 

utilizar o AITC purificado em relação ao óleo essencial de mostarda preta. Em diversos 

trabalhos que já foram realizados, foi verificado potencial biocida do AITC, seja no controle de 

pragas (DE SOUZA et al., 2018), bactérias (LIN et al., 2000) e também fungos (NAZARETH 

et al., 2018; DE MELO NAZARETH et al., 2020).  

2.2.5 Eugenol 

O cravo (Syzygium aromaticum) é utilizado há milhares de anos para fins medicinais e 

estimulantes, com registro desde os impérios egípcio e romano (DUKE, 2002). Estudos 

referentes ao uso do óleo essencial de cravo são realizados por diversos pesquisadores, os quais 

indicaram como composto majoritário o eugenol (AFFONSO et al., 2012). Dessa forma a 

indústria química concentra o princípio ativo eugenol, comercializando-o concentrado. 

Em diversos trabalhos encontrados na literatura, o eugenol apresentou a ação biocida, 

como potencial bactericida (MARCHESE et al., 2017), inseticida (PRATES et al., 2019) e 

também antifúngico (CAMPANIELLO et al., 2010; ABBASZADEH et al., 2014).  

2.3 Deterioração ocasionada por fungos em alimentos 

De acordo com a Lei Orgânica de Segurança Alimentar Nutricional, LOSAN (Brasil, 

2006), é direito de todo cidadão brasileiro acesso a alimentos seguros. A ingestão de alimentos 

com a qualidade comprometida pode causar danos à saúde humana (DE OLIVEIRA RIBEIRO 

et al., 2019) e também animal (BORDINI et al., 2013). Dessa forma é de suma importância 

manter a qualidade dos alimentos. 
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Desde o momento em que são produzidos, os alimentos estão sujeitos a perdas de 

qualidade, sejam produtos processados ou in natura. As alterações na qualidade dos alimentos 

são ocasionadas por ações de insetos e de microrganismos (FARONI, 1998). Então, controlar 

os agentes causadores de perdas nos alimentos é essencial para garantia da qualidade. Nesse 

cenário, muito estudos indicaram alternativas para o controle de microrganismos em alimentos, 

como o uso do gás ozônio (PEZZI, 2010; FREITAS-SILVA et al., 2013), controle biológico 

(SOARES et al., 2011) e também os óleos essenciais extraídos de plantas (MARANGONI et al 

2013; SOLIS et al., 2020). 

No que se refere às perdas ocasionadas por microrganismos, destaca-se a ação dos 

fungos contaminantes de alimentos, sendo responsáveis por perdas nutricionais, redução da 

massa específica, alterações na cor e na textura, e também a são responsáveis pela contaminação 

por micotoxinas (MOHAPATRA et al., 2017, FLEURAT-LESSARD, 2017). Com relação as 

mictoxinas, é importante destacar que não são todos os fungos que produzem essas substâncias. 

Dentre os gêneros de fungos que possuem espécies com capacidade de produzir micotoxinas, 

destacam-se: Penicillium, Fusarium e Aspergillus (SWEENEY et al., 1998). 

Espécies do gênero Aspergillus, como Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus , são 

capazes de produzir as aflatoxinas (IAMANAKA et al., 2010). As aflatoxinas causam 

problemas à saúde de humanos e animais, por serem altamente tóxicas e carcinogênicas 

(MADIGAM, 2016). Devido à alta toxicidade, a Agencia Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) estabeleceu limites máximos tolerados para presença aflatoxinas nos alimentos, tais 

como cereais e derivados, feijão, castanha-do-Brasil, amendoim, especiarias, dentre outros 

(BRASIL, 2011).  

2.3.1 Aspergillus flavus 

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

com o avanço tecnológico Johan Heirich Friedrich, em 1809, e Rudolf Virchow, em 1856, 

aprimoraram os conhecimentos existentes sobre os Aspergillus (BOSSCHE et al., 1988). 

Atualmente o gênero é composto por mais de 250 espécies catalogadas (KLICH, 2002), e dentre 

estas muitas são encontradas em matérias orgânicos em decomposição. Dentre as espécies 

pertencente ao genêro Aspergillus, tem-se A. flavus, A. parasiticus, A. nomius, A. bombycis, A. 

pseudotamarii, dentre outras (IAMANAKA et al., 2010). 

Dente as espécies de Aspergillus mitoxigênicas, destaca-se os Aspergillus flavus, uma 

espécie contaminante de alimentos, que se desenvolve em temperaturas entre 25 e 30 °C e 

atividade de água entre 0,80 e 0,99 (PEREIRA et al., 2002). A espécie A. flavus é capaz de 
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produzir aflatoxinas B1 e B2, sendo a primeira mais tóxica, comprovadamente carcinogênica, 

mutagênica e teragênica (DUARTE-VOGEL et al., 2006). Nesse sentido, é fundamental o 

controle de A. flavus, de tal forma a evitar a síntese de aflatoxinas nos alimentos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Óleos essenciais, eugenol e AITC  

No presente trabalho foram utilizados óleos essenciais de menta (Mentha spicata), de 

pimenta longa (Piper hispidinervum) e de tomilho (Thymus vulgaris), além dos compostos 

isotiocianato de alila (AITC) e eugenol. Os óleos de menta e tomilho foram obtidos 

comercialmente da empresa Ferquima Indústria e Comécio Ltda. O AITC e o eugenol foram 

obtidos da empresa Sigma-Aldrich Co. Para a obtenção do óleo essencial de pimenta longa, 

foram utilizadas folhas do material vegetal provenientes do município de Rio Branco, Acre.  

3.2 Isolado de Aspergillus flavus 

O isolado Aspergillus flavus (CCUB 1405), utilizado no experimento, foi proveniente 

de amendoim comercial sintomático, isolado em meio de cultura seletivo para Aspergillus 

flavus e parasiticus ágar (AFPA). Esse isolado foi caracterizado molecularmente e a sua 

sequência genética foi depositada em banco de dados Genbank, sob número de acesso 

CCUB1505. Testes preliminares indicaram que esse isolado é aflatoxigênico.  

3.3 Determinação da eficácia dos óleos essenciais, do AITC e do eugenol, no controle de 

Aspergillus flavus 

Na determinação da eficácia dos óleos essências, do AITC e do eugenol no controle de 

Aspergillus flavus, utilizou-se o meio de cultura Aspergillus flavus e parasiticus ágar (AFPA). 

Esse meio de cultura é seletivo e específico, sendo que as colônias de A. flavus apresentam cor 

alaranjada característica.  

Inicialmente, os diferentes compostos foram incorporados ao meio de cultura em 

diferentes concentrações, sendo estas 0 (controle), 100, 400, 700, 1000 µL/L. Os volumes de 

óleo ou composto foram calculadas em relação ao volume de meio de cultura. Em seguida, as 

amostras de meio de cultura, com as diferentes concentrações dos diferentes compostos, foram 

distribuídas em placas de Petri, de diâmetro interno de 54 mm. Então, com auxílio de alfinete 

entomológico, foi realizada a inoculação de A. flavus no centro de cada placa de Petri contendo 

o meio de cultura, de tal forma que possibilitasse o desenvolvimento de apenas uma colônia por 

placa.  

Depois da etapa de inoculação, as placas foram mantidas a uma temperatura constante 

de 30 ºC, em câmara climática tipo Biochemical Oxygen Demand (B.O.D.). Os diâmetros das 
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colônias foram medidos em intervalos constantes de 12 horas, até o tempo máximo de 120 

horas. Foi possível obter equações de regressão que relacionavam o diâmetro das colônias e 

tempo de duração dos tratamentos. 

3.4 Determinação do percentual de inibição do crescimento micelial  

O percentual de inibição do crescimento micelial (ICM, %) foi determinado com os 

valores estimados obtidos a partir das equações de regressão para 120 h de exposição aos 

diferentes compostos. Para determinação do ICM, foi utilizada a Equação 1.  

 𝐼𝐶𝑀(%) = (𝐷𝑐𝑚 − 𝐷𝑚𝑡) × 100𝐷𝑐𝑚  (1) 

 

Em que: 

ICM é a inibição do crescimento micelial (%); 𝐷𝑐𝑚 é o diâmetro estimado do controle (0 µL/L) depois de 120 h (mm); 𝐷𝑐𝑡 é o diâmetro estimado do tratamento depois de 120 h (mm).  

3.5 Delineamento Experimental 

Adotou-se delineamento inteiramente casualizado, com cinco repetições. Para cada 

tratamento, foram adotadas cinco concentrações, sendo 0 (controle), 100, 400, 700, 1000 µL L-

1. Para a plotagem dos gráficos e obtenção das equações de regressão, utilizou-se o software 

SigmaPlot v.10 (Systat Software Inc., Germany). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Apresenta-se, na Figura 1, as curvas de regressão referentes aos diâmetros das colônias 

de A. flavus expostos por contato direto a diferentes concentrações dos óleos essenciais de 

tomilho, de menta e de pimenta longa e a eugenol e a AITC, durante 120 h. 

Figura 1 - Curvas de regressão referentes aos diâmetros de Aspergillus flavus expostos por 
contato direto a diferentes concentrações dos óleos essenciais de tomilho, de menta e de pimenta 
longa e a eugenol e a AITC, durante 120 horas 

Fonte: Autores 
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Na Tabela 1, são apresentadas as equações de regressão e os respectivos coeficientes de 

determinação (R2) e erros padrãos da estimativa (EPE). Foi possível o ajuste de modelo 

sigmoidal de três parâmetros. Salienta-se que os modelos sigmoidais são amplamente utilizados 

para descrever o crescimento de microrganismos, como por exemplo os fungos (CHANTER, 

1984; AUGUSTINE et al., 2015). 

Tabela 1 – Equações de regressão e respectivos coeficientes de determinação referentes aos 

diâmetros de Aspergillus flavus, expostos a diferentes concentrações dos óleos essenciais de 

tomilho, de menta, e de pimenta longa e a eugenol e a AITC, em função do tempo (x), e inibição 

do crescimento micelial (%) depois de 120 horas, a 30 ºC 

* Porcentagem da inibição do crescimento micelial, ** Erro padrão da estimativa,*** Coeficiente de determinação 

Tratamento 
Concentração 

(µL L-1) 
Equações ajustadas R2*** EPE** ICM (%)* 

Controle 0 ŷ = 
54,577

1 + e(-(x - 55,819)
16,224 ) 0,97 4,054 - 

Tomilho 

100 ŷ = 
43,960

1 + e(-(x - 82,075)
20,283 ) 0,99 1,397 28,9  

400 ŷ = 
7,408

1 + e(-(x - 114,132)
29,082 ) 0,87 0,587 92,4 

700 - - - 100,0 

1.000 - - - 100,0 

Menta 

100 ŷ = 
56,163

1 + e(-(x - 56,916)
12,053 ) 0,99 1,684 0,0  

400 ŷ = 
53,769

1 + e(-(x - 63,327)12,805 ) 0,99 1,757 0,8  

700 ŷ = 
61,195

1 + e(-(x - 86,598)
18,586 ) 0,98 3,360 2,0  

1.000 ŷ = 
50,398

1 + e(-(x - 87,720)
17,245 ) 0,99 1,750 18,0  
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Pimenta 

longa 

100 ŷ = 
62,930

1 + e(-(x - 80,939)
20,002 ) 0,99 2,658 0,0  

400 ŷ = 
72,588

1 + e(-(x - 98,440)21,426 ) 0,99 1,855 0,7  

700 ŷ = 
68,400

1 + e(-(x - 97,973)19,179 ) 0,99 2,361 3,0  

1.000 ŷ = 
62,113

1 + e(-(x - 99,070)
18,692 ) 0,99 2,224 12,6  

Eugenol 

100 ŷ = 
55,657

1 + e(-(x - 72,265)
17,028 ) 0,99 2,766 2,0  

400 ŷ = 
3,580

1 + e(-(x - 60,213)
0,224 ) 0,93 0,499 93,3  

700 - - - 100,0 

1.000 - - - 100,0 

AITC 

100 ŷ = 
43,182

1 + e(-(x - 88,352)7,891 ) 0,99 1,976 20,7  

400 ŷ = 
48,399

1 + e(-(x - 109,915)7,590 ) 0,99 0,388 28,5  

700 ŷ = 
9,61 × 109

1 + e(-(x - 268,428)
8,233 ) 0,99 0,570 73,5  

1.000 - - - 100,0 

Fonte: Autores. 

É importante mencionar que não houve crescimento de A. flavus quando se adotou a 

concentração de 700 µL L-1, para o óleo essencial de tomilho e para eugenol, não sendo possível 

a obtenção de equações de regressão. Comportamento similar foi observado para o óleo 

essencial de tomilho e para eugenol e AITC na concentração de 1.000 µL L-1.  

Quando se utilizou o óleo essencial de tomilho, nas concentrações de 100 e 400 µL L-1, 

os valores estimados referentes ao diâmetro da colônia de A. flavus foram equivalentes a 38,1 

e 4,1 mm, depois de 120 h, a 30 ºC. Esses valores foram inferiores ao obtido no tratamento 

controle, que foi estimado em 53,6 mm. Com relação ao óleo essencial de menta, os resultados 

mais expressivos foram obtidos quando se adotou a concentração de 1.000 µL L-1, depois de 

120 h, estimou-se em 43,7 mm o diâmetro das colônias de A. flavus. Resultados similares aos 
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obtidos para o óleo essencial de menta, foram verificados quando se testou o óleo essencial de 

pimenta-longa. Verificou-se inibição expressiva do crescimento de A. flavus somente para a 

concentração de 1.000 µL L-1, com diâmetro das colônias estimados em 46,8 mm.  

Quanto a efeito do eugenol sobre A. flavus, verificou-se crescimento expressivo quando 

se adotou a concentração de 100 µL L-1, com diâmetro das colônias estimados em 52,48 mm. 

Por outro lado, para a concentração de 400 µL L-1, apesar de te ocorrido crescimento do 

microrganismo, o diâmetro estimado foi de 3,6 mm. No que tange ao AITC, os diâmetros 

estimados das colônias de A. flavus foram iguais a 42,5, 38,3 e 14,2 mm, para as concentrações 

de 100, 400 e 700 µL L-1.  

No que tange o percentual de inibição do crescimento micelial (ICM) (Tabela 1), depois 

de 120 h de exposição, foram obtidos valores iguais a 28,9, 92,4, 100,00 e 100,00%, para 

concentrações de óleo essencial de tomilho de 100, 400, 700 e 1.000 µL L-1, respectivamente. 

Entretanto, os valores de ICM para os óleos essenciais de menta e pimenta longa foram 

inferiores a 20%. Quanto ao eugenol, foram obtidos valores estimados do ICM superiores a 

90%, para concentrações iguais ou superiores a 400 µL L-1. Com relação ao AITC, destacaram-

se as concentrações de 700 e 1.000 µL L-1, com valores de ICM iguais a 73,5 e 100,0%, 

respectivamente.  

No presente estudo foi possível determinar a eficácia por contato direto de diferentes 

óleos essenciais, além de eugenol e AITC, sobre A. flavus. Dentre os óleos essenciais, o de 

tomilho foi o que apresentou maior eficácia no controle de A. flavus, com ICM de 100,00, para 

concentrações de 700 e 1.000 µL L-1. A eficácia do óleo essencial de tomilho pode ser 

justificada pela sua composição. Dentre os compostos presentes no óleo essencial de tomilho, 

destaca-se o timol. O timol é capaz de afetar a permeabilidade da membrana celular, o que 

implica em perda do potencial da membrana, além de interagir com proteínas da membrana 

celular, por interações hidrofílicas e hidrofóbicas (XU et al., 2008; PASQUA et al., 2010; 

JAFRI et al., 2019).  

Ownagh et al. (2010) avaliaram o efeito de diferentes concentrações de óleo essencial 

de tomilho sobre A. flavus e também observaram que esse óleo essencial controla o 

desenvolvimento desse microrganismo. Resultados similares foram obtidos Zampieri et al. 

(2016), que obtiveram aumento da eficácia do óleo essencial de tomilho sobre A. flavus, à 

medida que se elevou a concentração. Por outro lado, os óleos essenciais de menta e de pimenta 

longa foram menos efetivos no controle de A. flavus, nas condições adotadas no presente estudo.  
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Com relação ao óleo essencial de menta, Kedia et al (2014) também observaram que 

esse óleo essencial não ocasionou inibição completa do desenvolvimento do A. flavus. 

Entretanto, esses autores verificaram que o óleo essencial de menta foi capaz de inibir a 

produção de aflatoxina B1. França et al (2018) avaliaram diferentes concentrações de essencial 

de menta (4000, 6000, 8000 e 10000 µL/L) no controle de Alternaria alternata. O maior ICM 

entrado por esses autores foi de 41,67% para concentração de 10000 µL/L.  Dentre os 

compostos presentes no óleo essencial de menta, tem-se o carvone, definido como agente 

fungistático para Penicillium hirsutum, por Smid et al. (1995),  o que corrobora com os 

resultados no presente estudo para a concentração de 1.000 µL/L.  

No que se refere ao óleo essencial de pimenta longa, os resultados obtidos no presente 

estudo são semelhantes aos obtidos por Giviziez et al. (2011), que determinaram a eficácia do 

óleo essencial de pimenta longa sobre espécies de bactérias e de fungos, dentre eles o A. flavus. 

Os autores não obtiveram resultados satisfatórios no controle do fungo. Por outro lado, outros 

autores obtiveram resultados satisfatórios no controle de Alternaria alternata com óleo 

essencial de pimenta longa na concentração de 912 µL/L (NASCIMENTO et al., 2008). 

Zacaroni et al. (2009) também obtiveram resultados satisfatório com óleo essencial de pimenta 

longa na contração de 912 µL/L, no controle de Fusarium oxysporum e Colletotrichum 

gloeosporioides.  

Com relação ao eugenol, composto majoritário do cravo, verificou-se que é mais 

eficiente no controle de A. flavus por contato direto que o AITC, obtido da mostarda. Para o 

eugenol, verificou-se inibição parcial nas concentrações de 100 e 400 µL L-1. Jahanshiri et al 

(2015) adotaram diferentes concentrações de eugenol (14,7, 29,5, 59, 118, 236 e 472 µL/L) no 

controle de Aspergillus parasitticus. Esses autores observaram aumento da eficácia do eugenol 

no controle de A. parasiticus à medida que se elevou a concentração. Maior ICM (95,83%) foi 

obtido quando adotada a concentração de 472 µL/L, resultado similar ao obtido no presente 

estudo quando se testou a concentração de 400 µL L-1 (93,3%) (Tabela 1).  

Abbaszadeh et al. (2014) também verificaram aumento da eficácia do eugenol no 

controle de A. flavus à medida que elevou a concentração. No que se refere a inibição total de 

A. flavus, nas concentrações de eugenol de 700 e 1.000 µL/L, outros autores também obtiveram 

resultados similares (BILGRAMI et al., 1992; LÓPEZ-MALO et al., 2005; TRAJANO et al., 

2012). É importante destacar que além da capacidade do eugenol de inibir parcialmente ou 

totalmente os fungos, ele é capaz inibir a produção de toxinas por A. flavus (LIANG et al., 2015) 

e por A. parasiticus (JAHANSHIRI et al., 2015).  
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No que diz respeito ao AITC, os resultados obtidos no presente estudo estão de acordo 

com os obtidos pôr outros autores, em que a eficácia desse composto no controle de 

microrganismos aumenta à medida que se eleva a concentração (HEREYAMA et al., 2019). 

Manyes et al. (2015) inibiram completamento o crescimento de Aspergillus parasitticus com 

AITC por contato direto, na contração mínima que testaram de 50000 µL/L. Da mesma forma 

que o autor de presente trabalho, outros autores observaram inibição total ou parcial de 

Fusarium verticillioides, A. flavus e A. parasiticus em decorrência da exposição ao AITC 

(NAZARETH et al., 2018; DE MELO NAZARETH et al., 2020).  

Estudos posteriores são necessários para o aprimoramento da utilização do óleo 

essencial de tomilho, do eugenol e do AITC no controle de A. flavus. Uma alternativa 

promissora é a realização de testes não mais em meios de cultura, mas sim sobre a superfície 

de alimentos comumente atacados por A. flavus.   
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5 CONCLUSÃO 

A partir dos resultados obtidos nas condições adotadas no presente estudo, é possível 

concluir que: 

1.  Os óleos essenciais de tomilho, de menta e de pimenta longa, o eugenol e o AITC são 

capazes de inibir o crescimento de A. flavus por contato direto. 

2. O óleo essencial de tomilho é mais eficiente no controle de A. flavus que os óleos 

essenciais de menta e de pimenta longa quando aplicado por contato direto. 

3. O eugenol é mais eficiente que o AITC no controle de A. flavus, nas concentrações de 

400 e 700 μL L-1, quando aplicado por contato direto. 

4. O óleo essencial de tomilho, assim como o eugenol e o AITC demonstraram-se 

promissores no controle de A. flavus por contato direto. 
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