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Resumo 

SIQUEIRA, Maria Fernanda Fernandes. Óleo essencial de tomilho (Thymus 
vulgaris): Atividade antimicrobiana contra fungos isolados de alimentos e 
aplicação como componente ativo em filme de acetato de celulose. 2021. 
64f (Mestrado em Ciência e Tecnologia de Alimentos) - Programa de Pós-
Graduação em Ciência e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de 
Pelotas. 

O desenvolvimento de fungos em alimentos, além de causar alterações 
sensoriais consideráveis, também apresenta um potencial risco à saúde, 
devido a possível presença de micotoxinas. Buscando minimizar os riscos de 
contaminação microbiana nos alimentos, e a crescente demanda pela 
utilização de compostos mais naturais e sustentáveis nas indústrias do setor 
alimentício, a elaboração de embalagens ativas e biodegradáveis, ganha 
destaque. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade 
antimicrobiana do óleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) - OET contra 
fungos isolados de alimentos, bem como avaliar seu potencial como 
componente ativo em filme de acetato de celulose. A ação antifúngica do OET 
foi avaliada in vitro, através das metodologias de difusão em ágar, micro-
atmosfera, concentração inibitória mínima (CIM) e concentração fungicida 
mínima (CFM), com isolados fúngicos de queijos comercializados na região de 
Pelotas-RS. Os isolados obtidos foram identificados molecularmente como 
sendo Penicillium crustosum, Aspergillus flavus e Fusarium oxysporum. Nos 
testes de ação antifúngica de difusão em ágar e micro-atmosfera, o OET 
apresentou ação de inibição frente a todos os fungos testados, com zonas de 
inibição superiores a 10 mm. O isolado Peniculiium crustosum apresentou uma 
CIM de 1 µL/mL e CFM de 3 µL/mL, enquanto Aspergillus flavus apresentou 
uma CIM de 0,8 µL/mL e CFM de 4 µL/mL, e o isolado Fusarium oxysporum 
apresentou uma CIM de 0,7 µL/mL e CFM de 3 µL/mL. Nos testes in vitro da 
atividade do filme ativo, destaca-se a inibição sobre o isolado Penicillium 
crustosum que apresentou uma maior sensibilidade ao filme ativo e Fusarium 
oxysporum com menor sensibilidade, quando comparado aos demais isolados 
fúngicos. Conclui-se que o OET tem potencial ação antifúngica contra as 
diferentes espécies testadas, e quando adicionado em filme de acetato de 
celulose, mostrou-se eficaz no controle fúngico, principalmente, contra 
Fusarium oxysporum.  

 

 

 

Palavras chave: Embalagem ativa, Fungos filamentosos, Conservação. 

 

 

 

 



 

 

Abstract 

SIQUEIRA, Maria Fernanda Fernandes. Thyme essential oil (Thymus 
vulgaris): Antimicrobial activity against fungi obtained from food and 
application as an active component in cellulose acetate film. 2021. 64f 
(Masters in Food Science and Technology) - Postgraduate Program in Food 
Science and Technology, Federal University of Pelotas 

The development of fungi in food, in addition to causing considerable sensory 
changes, also poses a potential health risk due to the possible presence of 
mycotoxins. Seeking to minimize the risks of microbial contamination in food, 
and the growing demand for the use of more natural and sustainable 
compounds in the food industry, the development of active and biodegradable 
packaging is highlighted. Therefore, the aim of this study was to evaluate the 
antimicrobial activity of thyme (Thymus vulgaris) essential oil - OET against 
fungi isolated from food, as well as to evaluate its potential as an active 
component in cellulose acetate film. The antifungal action of OET was 
evaluated in vitro, through the methodologies of diffusion in agar, micro-
atmosphere, minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal 
concentration (MFC), with fungal isolates from cheeses sold in the region of 
Pelotas-RS. The isolated fungi were molecularly identified as Penicillium 
crustosum, Aspergillus flavus and Fusarium oxysporum. In the antifungal action 
tests of diffusion in agar and micro-atmosphere, the OET showed an inhibitory 
action against all tested fungi, with inhibition zone greater than 10 mm. 
Peniculiium crustosum isolate had a MIC of 1 µL/mL and a CFM of 3 µL/mL, 
while Aspergillus flavus had a MIC of 0.8 µL/mL and a CFM of 4 µL/mL and 
Fusarium oxysporum isolate had a MIC of 0 .7 µL/mL and CFM 3 µL/mL In the 
in vitro tests of the active film activity, the inhibition on the Penicillium crustosum 
isolate stands out, which showed a greater sensitivity to the active film and 
Fusarium oxysporum with lower sensitivity, when compared to the other fungal 
isolates. It is concluded that OET has potential antifungal action against the 
different species tested, and when added to a cellulose acetate film, it was 
effective in fungal control, mainly against Fusarium oxysporum. 

Key words: Active packaging, Filamentous fungi, Conservation 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Lista de Figuras 

Figura 1- Morfologia do conidióforo de Penicillium ........................................... 19 

Figura 2- Morfologia do conidióforo de Aspergillus .......................................... 20 

Figura 3-Estrutura morfológica do gênero Fusarium ........................................ 21 

Figura 4- Reação para obtenção do AC tri-substituído .................................... 26 

Figura 5- Crescimento do isolado fúngico do gênero Penicillium (QCP1) em 

ágar BDA, procedente da superfície de queijo. ................................................ 34 

Figura 6- Crescimento do isolado fúngico do gênero Aspergillus (QCA1) em 

ágar BDA, procedente da superfície de queijo. ................................................ 35 

Figura 7- Crescimento do isolado fúngico do gênero Fusarium (QFA1) em ágar 

BDA, procedente da superfície de queijo. ........................................................ 35 

Figura 8 - Micrografia por microscopia óptica do isolado fúngico gênero 

Penicillium (QCPI), procedente da superfície de queijo (ampliação total de 

400X). ............................................................................................................... 36 

Figura 9 - Micrografia por microscopia óptica do isolado fúngico gênero 

Penicillium (QCPI), procedente da superfície de queijo (ampliação total de 

1.000X). ............................................................................................................ 36 

Figura 10- Micrografia por microscopia óptica do isolado fúngico, gênero 

Aspergillus (QCA2), procedente da superfície de queijo (ampliação total de 

200X). ............................................................................................................... 37 

Figura 11- Micrografia por microscopia óptica do isolado fúngico, gênero 

Aspergillus (QCA2), procedente da superfície de queijo (ampliação total de 

1.000X). ............................................................................................................ 38 

Figura 12- Micrografia por microscopia óptica do isolado fúngico, gênero 

Fusarium (QAF1), procedente da superfície de queijo (ampliação total de 

200X). ............................................................................................................... 39 

Figura 13- Micrografia por microscopia óptica do isolado fúngico, gênero 

Fusarium (QAF1),  procedente da superfície de queijo (ampliação total de 

1000X). ............................................................................................................. 39 

 

 

 



 

 

Lista de Tabelas 

Tabela 1- Identificação molecular (número de acesso Genbank) e respectiva 

classificação taxonômica dos isolados fúngicos, pertencentes ao Filo 

Ascomycota, procedentes de queijos ............................................................... 40 

Tabela 2 - Atividade antifúngica do óleo essencial de tomilho (OET), pela 

técnica de difusão em ágar. ............................................................................. 41 

Tabela 3 - Atividade antifúngica do óleo essencial de tomilho (OET), pela 

técnica de micro-atmosfera. ............................................................................. 43 

Tabela 4- Concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração fungicida 

mínima (CFM) do óleo essencial de tomilho (OET), frente aos isolados 

fúngicos. ........................................................................................................... 45 

Tabela 5 - Atividade antifúngica do filme de acetato de celulose contendo OET, 

pela técnica de difusão em ágar. ...................................................................... 47 

Tabela 6 – Equivalência dos valores da Concentração Inibitória Mínima (CIM e 

Concentração Fungicida Mínima (CFM) de µL/mL para µg/m, dos isolados 

fúngicos. ........................................................................................................... 62 

Tabela 7- Laudo Técnico Descritivo do Óleo Essencial de Thymus vulgaris. .. 64 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Sumário 

1 Introdução .................................................................................................... 12 

2 Objetivos ...................................................................................................... 15 

2.1 Geral........................................................................................................... 15 

2.2 Específicos ................................................................................................. 15 

3 Revisão da literatura ................................................................................... 16 

3.1 Contaminação microbiana em alimentos.................................................... 16 

3.2 Fungos Filamentosos ................................................................................. 16 

3.2.1 Gênero Penicillium .................................................................................. 18 

3.2.2 Gênero Aspergillus .................................................................................. 19 

3.2.3 Gênero Fusarium .................................................................................... 20 

3.3 Óleos essenciais ........................................................................................ 21 

3.3.1 Aplicação de óleos essenciais na área de alimentos .............................. 22 

3.3.1.2 Óleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) ....................................... 23 

3.4 Embalagens ativas ..................................................................................... 25 

3.5 Acetato de celulose .................................................................................... 26 

4 Material e Métodos ...................................................................................... 28 

4.1 Óleo essencial ........................................................................................... 28 

4.2 Isolamentos de fungos ............................................................................... 28 

4.3 Identificação macroscópica dos isolados fúngicos ..................................... 28 

4.4 Identificação microscópica dos isolados fúngicos ...................................... 29 

4.5 Identificação molecular dos isolados fúngicos ............................................ 29 

4.7 Atividade antifúngica .................................................................................. 30 

4.7.1 Preparo do inóculo .................................................................................. 30 

4.7.2 Difusão em ágar ...................................................................................... 30 

4.7.3 Micro-atmosfera ...................................................................................... 31 

4.7.4 Concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração fungicida mínima 

(CFM) ............................................................................................................... 31 



 

 

4.8 Elaboração do Filme de acetato de celulose (AC) ..................................... 32 

4.8.1 Atividade antifúngica do filme .................................................................. 33 

4.9 Análise estatística ...................................................................................... 33 

5 Resultados e Discussão............................................................................. 34 

5.1 Isolamento e caracterização dos isolados ................................................. 34 

5.1.3 Caracterização molecular dos isolados fúngicos ..................................... 40 

5.2 Atividade antifúngica do OET in vitro ......................................................... 40 

5.2.1 Difusão em ágar ...................................................................................... 40 

5.2.2 Micro-atmosfera .................................................................................. 42 

5.2.3 Concentração inibitória mínima (CIM) e concentração fungicida mínima 

(CFM) ...........................................................................................................44 

5.2.4 Atividade antifúngica do filme de acetato de celulose contendo OET . 47 

6 Conclusão .................................................................................................... 49 

7 Considerações Finais ................................................................................. 50 

8 Referências .................................................................................................. 51 

Apêndices ....................................................................................................... 61 

Anexos ............................................................................................................ 63 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

 
 

 

1 Introdução 

Em qualquer segmento da indústria de alimentos, a conservação dos 

produtos e o fornecimento de alimentos seguros e de qualidade, são de 

extrema importância. E para que isso ocorra, é necessário que todo o processo 

de industrialização seja monitorado, para que sejam evitadas contaminações 

de origem biológica, química e física (MACWAN et al., 2016). A contaminação 

microbiana afeta diretamente a qualidade dos alimentos, comprometendo tanto 

a segurança como a conservação, através do desenvolvimento de 

microrganismos patogênicos e deteriorantes, respectivamente (ROBY et al., 

2013).  

Quanto a contaminação microbiana destaca-se os fungos, como agentes 

contaminantes responsáveis por alterações indesejadas, causando perdas de 

alimentos, em torno de 5 a 10%. Os fungos se desenvolvem em diversos 

alimentos, como, leite e derivados, cereais, vegetais, frutas e carnes, causando 

alterações como acidificação, descoloração, deterioração e sabores 

indesejáveis (OLAGUNJU et al., 2018; GROOT, ABEE, BOKHORST-VAN, 

2019). Podem apresentar risco à saúde, devido a possível presença de 

micotoxinas, que são metabólitos secundários produzidos por alguns fungos 

(ZACARCHENCO et al., 2011), como aflatoxinas por Aspergillus (SOUZA et al., 

2017), fumosinas por Fusarium (FERREIRA, 2014), e ocratoxinas por 

Aspergillus e Penicillium (PRADO, 2014).  

A indústria faz uso da implementação de métodos de controle como as 

Boas Práticas de Fabricação (BPF) e Análise de Perigos e Pontos Críticos de 

Controle (APPCC), com a finalidade de evitar qualquer tipo de contaminação. 

Além disso, é permitida pela legislação brasileira a utilização de aditivos 

alimentares da classe dos conservantes, mais especificamente com ação 

antifúngica como sorbato de potássio e benzoato de sódio (MACWAN et al., 

2016; BRASIL, 2017; RIBEIRO et al., 2017).  

Entretanto, nos últimos anos, as substâncias naturais que demonstram 

uma possível ação antimicrobiana, equivalente e até superior, quando 

comparadas com os conservantes sintéticos, estão cada vez mais, sendo 

valorizadas no mercado (ALZOREKY, NAKAHARA, 2003). Dentre esses 



13 
 

 
 

 

compostos com ação antimicrobiana destacam-se os óleos essenciais (OE), 

substâncias com potencial aplicação em alimentos e em embalagens, devido 

ao fato de seus constituintes serem substâncias bioativas de baixa toxicidade 

(MIR et al., 2018). 

Os OE são metabólitos secundários produzidos pelas plantas, com a 

finalidade de promover resistência a condições de variação climática, ataque 

de microrganismos e ataque de insetos (KAVOOSI, ROWSHAN, 2013). São 

constituídos de compostos voláteis, e também por substâncias bioativas, que 

concedem características como atividade antioxidante e antimicrobiana 

(SALGUEIRO, MARTINS, CORREIA, 2010).  

Dentre os óleos essenciais podemos citar o óleo essencial de tomilho 

(Thymus vulgaris) (OET) com uma eficácia interessante quanto a inibição de 

bactérias patogênicas como Campylobacter jejuni, S. Enteritidis, E. coli, S. 

aureus e L. monocytogenes (MANDAL, DEB-MANDAL 2016). Também foi 

relatada ação antifúngica do OET (pela volatilização de seus compostos) contra 

Aspergillus spp., A. oryzae, A. brasiliensis, A. flavus (DOBRE, GAGIU, PETRU 

2011). 

Consequentemente, a aplicação de OE como conservante natural em 

alimentos, tem sido considerada uma alternativa interessante aos aditivos 

sintéticos. Entretanto, sua aplicação direta no alimento, como um ingrediente 

poderia alterar características sensoriais, desta forma, uma alternativa seria a 

sua incorporação em uma matriz polimérica biodegradável, produzindo-se 

assim, uma embalagem primária biodegradável com um componente ativo. 

Entre os diversos polímeros biodegradáveis que vêm sendo estudados, 

está o acetato de celulose (AC). É um dos derivados da celulose, com maior 

importância comercial devido as suas propriedades, dentre elas ser amorfo e 

possibilitar a obtenção de filmes transparentes e, com um custo relativamente 

baixo (CERQUEIRA et al., 2009). O AC necessita de baixas temperaturas e se 

destaca por sua versatilidade, podendo ser aplicado na forma de fibras, filmes 

ou membranas (WU, 2014). 
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Portanto, avaliar a capacidade antifúngica de óleos essenciais é uma 

vertente de estudo promissora, devido a composição química e a ação 

antimicrobiana dos mesmos, já relatados na literatura. No entanto, os OE 

diferem quanto a composição química, bem como a resposta dos diferentes 

microrganismos a um determinado OE, justificando o presente estudo sobre 

ação antimicrobiana de OET frente a isolados fúngicos, procedentes da 

superfície de queijos. 
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2 Objetivos 

2.1 Geral 

Avaliar a atividade antimicrobiana do óleo essencial de tomilho (Thymus 

vulgaris) contra fungos isolados de alimentos, bem como avaliar seu potencial 

como componente ativo em filme de acetato de celulose. 

2.2 Específicos 

• Isolar e identificar fungos provenientes da superfície de queijos. 

• Avaliar a atividade antifúngica in vitro do óleo essencial de Thymus vulgaris 

frente aos isolados de alimentos. 

• Determinar as concentrações inibitórias mínimas (CIM) e concentrações 

fungicidas mínimas (CFM), do óleo essencial de Thymus vulgaris. 

• Desenvolver um filme ativo com acetato de celulose adicionado do óleo 

essencial de Thymus vulgaris. 

• Avaliar a capacidade antifúngica do filme de acetato de celulose adicionado 

do óleo essencial de Thymus vulgaris in vitro.  
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3 Revisão da literatura 

3.1 Contaminação microbiana em alimentos 

A produção de um alimento seguro e de qualidade é o principal objetivo 

das indústrias do setor alimentício, sendo um parâmetro crítico para a garantia 

da saúde pública (PLACHIKKATTU et al., 2021). Dentro desse contexto, a 

contaminação por microrganismos (tanto fungos como bactérias) é considerada 

um fator prejudicial à segurança e qualidade do produto entregue ao 

consumidor (MACWAN et al., 2016).  

A contaminação de origem microbiana nos alimentos, está diretamente 

relacionada com a sobrevivência e multiplicação celular, e seu 

desenvolvimento é facilitado através de processos de aquecimento e 

refrigeração inadequados, bem como as condições de 

estocagem/armazenamento. Sua origem, na maioria dos casos, é relacionada 

ao manipulador e também à contaminação cruzada (FORSYTHE, 2013). 

Além da implementação de programas de controle da qualidade como, 

BPF (Boas Práticas de Fabricação) e APPCC (Análise de Perigos e Pontos 

Críticos de Controle), a indústria de alimentos utiliza conservantes para garantir 

a segurança microbiológica de seus produtos (CALO et al., 2015; MACWAN et 

al., 2016). A utilização dessas substâncias químicas sintéticas é permitida para 

aplicação como aditivos alimentares, pois tem sua segurança comprovada por 

órgãos governamentais responsáveis, como a Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária - ANVISA (BRASIL, 2017). No entanto, algumas indústrias, como de 

lácteos, podem também fazer uso de conservantes naturais como natamicina, 

nisina e lisozima (BRASIL, 1996). 

 

3.2 Fungos Filamentosos 

Os fungos pertencem ao Reino Fungi (Domínio Eucarya), são seres 

eucariontes, heterotróficos e estão amplamente difundidos no ambiente (solo, 

ar, água), são seres macro ou microscópicos, uni ou pluricelulares e cerca de 

1,5 milhão de espécies já foram identificadas. Alguns fungos são utilizados 

para fins culinários, participam da fermentação de alimentos (pães, vinho) e até 
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mesmo com fins medicinais, entretanto, muitos são considerados parasitas, 

causadores de doenças em plantas, animais e seres humanos (SOUZA, 2016).  

Os fungos filamentosos têm a sua estrutura básica formada por 

filamentos, denominados hifas, que agregados formam o micélio. O micélio 

pode ser classificado em dois tipos, o vegetativo que tem como função 

promover a fixação do fungo, e o micélio reprodutivo, que tem como função 

propagar a reprodução do fungo, através de esporos. Essa estrutura micelial 

dos fungos filamentosos, é responsável pelo aspecto característico de cada 

espécie e gênero, podendo ser cotonoso, gelatinoso e úmido (BUEÉ et al., 

2007). 

Para a identificação dos fungos, é necessário ter como base suas 

características morfológicas, quanto ao tamanho, textura, bordas, pigmentação, 

e relevo das colônias (SOUZA, 2016). Na identificação morfológica dos fungos 

filamentosos é importante que as características macroscópicas e 

microscópicas sejam levadas em consideração, sendo as características 

microscópicas as que contêm uma maior riqueza e importância para a 

identificação (SAMSON et al., 2010). 

O Reino Fungi compreende 4 filos Chytrydiomycota, Zygomycota, 

Basidiomycota e Ascomycota (FAIA, 2011). Os fungos pertencentes ao filo 

Chytrydiomycota são semelhantes aos fungos superiores, contém somente 

uma classe e possuem características como estrutura cenocítica do talo e 

conversão do zigoto em esporângio de resistência (ZOTTARELLI, GOMES, 

2007). Os fungos pertencentes ao filo Zygomycota possuem características 

como: micélio não septado, crescimento rápido e reprodução através dos 

esporangióforos (reprodução assexuada). A reprodução sexuada e a presença 

de micélios septados são características pertencentes a Filos mais 

desenvolvidos como o Basidiomycota e Ascomycota (Penicillium, Aspergillus, 

Fusarium), porém, paralelamente a reprodução sexuada também pode 

acontecer a reprodução assexuada, através da produção de esporos (FAIA, 

2011). 

Os fungos apresentam uma grande facilidade para se desenvolver em 

substratos e condições em que outros microrganismos apresentam dificuldades 
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como: atividade de água (aw) reduzida (> 0,65 até < 0,99), pH reduzido < 3,0, 

ampla faixa de temperatura inferior a 0 ºC e superior a 40 ºC, devido a sua 

elevada capacidade de esporulação (MEDINA et al., 2006). 

Na literatura, há relatos de diversas espécies de fungos como agentes 

deteriorantes de alimentos, dentre eles o queijo, devendo ser considerados 

como riscos nos programas de garantia de qualidade e segurança dos 

alimentos, dentro das indústrias desse setor (SOUZA, 2016). A contaminação 

de origem fúngica é considerada um potencial problema de segurança dos 

alimentos, devido ao fato de que algumas espécies de fungos produzem 

micotoxinas (KURE, SKAAR, BRENDEHAUG, 2004). 

No contexto da contaminação de alimentos de origem láctea, os fungos 

dos gêneros Penicillium e Aspergillus são comumente mencionados como 

agentes deteriorantes (BERNADI et al., 2021). Geralmente, os fungos 

envolvidos no processo de deterioração têm origem no ambiente de produção, 

incluindo o ar, superfícies de trabalho, matéria prima, equipamentos e 

manipuladores (VACHEYROU et al., 2011). 

 

3.2.1 Gênero Penicillium 

Os fungos pertencentes ao gênero Penicillium, ganham destaque 

quando se refere à contaminação alimentar, são amplamente difundidos no 

ambiente, estando presentes no ar, solo, vegetação em deterioração, etc.... 

Entretanto, algumas espécies pertencentes a esse gênero apresentam um 

valor particular como no caso de Penicillium notatum produtor do antibiótico 

penicilina e em nível industrial ganham destaque Penicillium camemberti e 

Penicillium roqueforti que estão associados ao processo produtivo de alguns 

tipos de queijos (SOUZA, 2016). 

O gênero Penicillium pertence ao Filo Ascomycota, Classe 

Eurotomycetes, ordem Eurotiales e à família Trichocomanaceae. 

(HOUBRAKEN, SAMSON, 2011). Apresentam hifas septadas e reprodução 

assexuada, por meio de corpos de frutificação denominados conídios (RAMOS, 
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2018). A estrutura morfológica do gênero Penicillium, pode ser observada na 

Figura 1. 

 

Figura 1- Morfologia do conidióforo de Penicillium 
Fonte: Monteiro (2012) 

 

 

3.2.2 Gênero Aspergillus 

O gênero Aspergillus, engloba mais de 260 espécies, pertence ao Filo 

Ascomycota, Classe Eurotiomycetes, ordem Eurotiales e à família 

Aspergilaceae, é amplamente distribuído na natureza, sendo isolado com mais 

facilidade de regiões com climas tropicais. Em relação a sua morfologia, as 

colônias apresentam bastante variação principalmente na sua coloração, sendo 

encontradas colônias com a coloração em verde, amarelo, branco, marrom, 

preto e cinza (MONTEIRO, 2012). As características morfológicas podem ser 

observadas na Figura 2. 
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Figura 2- Morfologia do conidióforo de Aspergillus 
Fonte: Monteiro (2012) 

 

O gênero Aspergillus apresenta impactos negativos e positivos. É 

responsável por causar diversas doenças em plantas e em produtos vegetais, 

sendo Aspergilus niger, Aspergilus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus 

achraceus e Aspergillus alliaceus causadores de patogênese, contaminando os 

produtos em diferentes fases, desde a pré-colheita ao processamento e 

manuseio (PERRONE et al., 2007). A ocorrência de contaminação pelo gênero 

Aspergillus é expressiva em grãos de arroz, aveia, cevada, ervilha, feijão, milho 

soja e amendoim (COSTA et al., 2020). 

 

3.2.3 Gênero Fusarium 

O gênero Fusarium apresenta uma diversidade fisiológica e morfológica, 

estando presente na grande maioria dos nichos ecossistêmicos. A maioria das 

espécies de Fusarium são habitantes comuns do solo, onde permanecem na 

forma de micélio (KARLSSON et al., 2016). Esse gênero é classificado como 

pertencente ao Filo Ascomycota, Classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales, 

Família Nectriaceae (LAZAROTTO, 2013). A estrutura morfológica pode ser 

observada na Figura 3. 
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Figura 3-Estrutura morfológica do gênero Fusarium 
Fonte: Santos (2020) 

 

A importância do gênero foi retratada por Dean et al. (2012), onde F. 

oxysporum é associado entre os dez mais importantes patógenos, do ponto de 

vista científico e econômico, devido ao fato de estar relacionado com diversas 

enfermidades em diversas culturas como tomate, algodão, e banana 

(BARRETO, 2018), encontrados também em cereais como arroz, cevada, 

sorgo e milho (SOUZA et al., 2017). 

 

3.3 Óleos essenciais 

Os óleos essenciais (OE), também chamados de óleos voláteis, óleos 

etéreos ou essências, podem ser definidos sob três diferentes óticas: química, 

física e biológica (BURT, 2004; SIMÕES et al., 2010). 

Fisicamente, os OE podem ser definidos como líquido viscoso, lipofílico 

de natureza volátil (BURT, 2004). Sua definição como óleo está restrita às 

propriedades físicas (viscosidade, translucidez, imiscibilidade em água) dessa 
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classe de compostos, porém, não devem ser confundidos com lipídeos 

(SIMÕES et al, 2010). 

Do ponto de vista da perspectiva química, os OE podem ser retratados 

como uma mistura complexa de substâncias voláteis, sendo majoritariamente, 

compostos por terpenóides como os monoterpenos (C10), sesquiterpenos 

(C15), e também fenilpropenos. Apresentam uma variação, principalmente, nas 

funções orgânicas presentes em suas cadeias (álcoois, ácidos, cetonas, 

ésteres, aminas, sulfatos e aldeídos) (CALO et al., 2015). Diferentes terpenos 

principalmente, diterpenos (C20) também foram apontados como constituintes 

dos OE (BERNARDI et al., 2021). 

Dentro da ótica biológica, os OE são definidos como substâncias 

derivadas do metabolismo secundário da planta. Garantem a sobrevivência às 

condições adversas como a falta de nutrientes, estresse hídrico, mudanças 

abruptas de temperatura e também protegem o vegetal de ataques de 

patógenos e herbívoros. Além de exercer funções defensivas, os OE também 

desempenham um papel importante na atração de agentes polinizadores 

(ANDRADE et al., 2014). Também podem atuar em reações oxidativas, 

exercendo a função de antioxidante, doando um hidrogênio, especialmente na 

presença de luz (EVANS, 2009). 

A obtenção dos OE pode ser a partir de qualquer estrutura do vegetal 

(flores, cascas, folhas, frutos, raízes). Sua extração pode ser realizada por 

diversos métodos como extração por solventes orgânicos, extração com fluido 

supercrítico, e a hidrodestilação sendo este último o método mais utilizado, 

pelo fato de apresentar como grande vantagem a não utilização de solventes 

que podem gerar alguma toxicidade (SILVEIRA et al., 2012; ANDRADE et al., 

2014).  

  

3.3.1 Aplicação de óleos essenciais na área de alimentos 

Nos últimos anos, a indústria de alimentos vem demonstrando um 

grande interesse na utilização de compostos com menor impacto ambiental, 

dentre eles, extratos de origem vegetal estão ganhando mais espaço, 
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principalmente como agente antimicrobiano (HABERBECK 2011; MENEZES, 

2016). Além disso, nos últimos anos os consumidores estão gerando uma nova 

tendência no mercado, através da redução do consumo de produtos 

produzidos com substâncias sintéticas, aumentando a procura por produtos 

mais naturais (SILVA, 2014). Nesse contexto, a utilização dos OE de plantas e 

especiarias tem conquistado certo destaque, tornando-se o foco de estudos 

sobre sua composição e atividade biológica (MENEZES, 2016). 

Diversos estudos relatam que, os OE possuem propriedades bactericida, 

fungicida, analgésica, sedativa, anti-inflamatória e também antioxidante 

(PAGANINI, 2017). As possibilidades de aplicação dos OE em alimentos são 

diversas, principalmente pelo fato de ser considerado um composto geralmente 

seguro GRAS (Generally Recognizd As Safe) pelo FDA (Food and Drug 

Administration) (FDA, 2016).  

Entre os OE que podem ser utilizados pelas indústrias do setor 

alimentício, está o óleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris). Este OE pode 

ser aplicado como intensificador de sabor, além de atividade antioxidante e 

antimicrobiana, características já reladas na literatura (MANDAL, DEB-

MANDAL, 2016). 

 

3.3.1.2 Óleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) 

O tomilho é um subarbusto perene de caule lenhoso e, com uma 

estimativa de ciclo de vida entre 10 e 15 anos. A planta adulta pode ter 25 cm 

de altura, suas folhas sem pedúnculo têm 6-12 mm de comprimento e são 

ovais, seu período de floração é de junho a julho (MANDAL, DEB-MANDAL 

2016). 

 É uma planta originada na região do mediterrâneo, condimentar, 

medicinal, aromática, pertence à família Lamiaceae e o gênero Thymus contém 

215 espécies. É cultivado em todo o mundo, e sua reprodução pode ser feita 

através de sementes, partes vegetativas e também por estacas da raiz. 

(MANDAL, DEB-MANDAL, 2016). 
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Na medicina tradicional, o tomilho é amplamente utilizado em chás e 

infusões, por conter compostos bioativos assim como, os constituintes 

presentes no óleo essencial de tomilho (OET), tais como flavonóides, ácidos 

fenólicos, timol e carvacrol. Esses compostos possuem atividade antioxidante, 

antimicrobiana, expectorante, entre outros. Algumas pesquisas relatam que 

alguns compostos fenólicos presentes no OET, reagem diretamente com os 

radicais livres e inibem a peroxidação lipídica nos alimentos (KHAZDAIR, 

ANAEIGOUDARI, MOHEBBATI, 2018).  

A ação antimicrobiana do OET torna-o um importante candidato para 

utilização como agente antimicrobiano alternativo, especialmente frente a 

patógenos fúngicos que apresentam resistência a fármacos como fluconazol, 

anfotericina B e equinocandinas (BURT, 2004). O OET possui na sua 

composição β-cariofileno, ρ-cimeno, timol, carvacrol e γ-terpineno (BURT, 

2004; BORUGA et al., 2014).   

Yaagoubi et al. (2021), realizaram um levantamento em diversos estudos  

sobre a composição química e atividade biológica do óleo essencial de tomilho 

de diversas espécies, esse levantamento inclui a espécie Thymus vulgaris, 

demonstrando uma variação na concentração de seus compostos majoritários 

sendo eles carvacrol (70,97% a 81,29%), timol (35,87% a 47,49%), γ-terpineno 

5,89% a 12,86%) e ρ-cimeno (3,89% a 24,13%).  

Muitos estudos demonstraram a atividade antimicrobiana do OET, como 

Oliveira et al. (2020), que relataram a atividade antifúngica do OET, contra 

Aspergillus flavus. Nguefack et al. (2009), observaram o potencial de aplicação 

do OET como conservante em alimentos, com a inibição de Aspergillus 

ochraceus, Penicillium expansum e Penicillium verrucosum e Burt e Reinders 

(2003) relatam atividade bactericida e bacteriostática de OET contra E. coli 

O157:H7. O efeito do timol, um dos principais componentes do OET, como 

inibidor do efeito fúngico foi relatado por Souza et al (2004).  
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3.4  Embalagens ativas  

As embalagens exercem três principais funções, quando se trata de 

alimentos: conter o alimento, proteger de degradações de origem microbiana 

ou física, garantir a preservação das características sensoriais e a segurança 

(BARSKA, WYRWA, 2016; GHAANI et al., 2016). Entretanto, nos últimos anos, 

a embalagem passou a cumprir mais funções além das denominadas como 

básicas, a partir do desenvolvimento de embalagens mais interativas, 

classificadas como embalagens inteligentes e também embalagens ativas. 

Desta forma, atende as expectativas do consumidor quanto ao aumento da 

vida útil e visualização da qualidade dos produtos alimentícios embalados 

(DOBRUCKA, CIERPISZEWSKI, 2014). 

As embalagens ativas consistem na interação da mesma com o produto, 

a fim de se evitar que ocorra alguma alteração indesejável, através da 

absorção ou emissão de substâncias que interagem com o ambiente interno da 

embalagem (LOPES et al., 2014; DANNENBERG et al., 2017; BHARGAVA et 

al., 2020). E com o intuito de reduzir danos causados pelo desenvolvimento de 

microrganismos, algumas pesquisas propõe a utilização, em embalagens, de 

substâncias com propriedades antimicrobianas, como ácidos, sais, enzimas, 

bacteriocinas e também óleos essenciais (PINTADO et al., 2010; LOPES et al., 

2014). 

Os componentes ativos podem ser incorporados ao material constituinte 

da embalagem e liberados, gradativamente, durante o período de 

armazenamento, além disso, também podem estar presentes de forma 

separada da embalagem, como em sachês (LOPES et al., 2014; RIBEIRO et 

al., 2017).  

Em um estudo realizado por Dannenberg et al. (2017), constataram que 

a utilização do acetato de celulose como matriz polimérica para a produção de 

filmes ativos é promissora. Uma vez que a solução polimérica é formada em 

baixas temperaturas, evitando a volatilização dos compostos do OE, quando o 

mesmo for utilizado como componente ativo. Além disso, nesse estudo também 

foi evidenciado que o filme formado por essa matriz polimérica tem a 
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capacidade de liberação gradativa do componente ativo em diferentes meios 

de aplicação (líquido, sólido, micro atmosfera). 

Dentre os derivados obtidos da celulose, o acetato de celulose, é o de 

maior importância econômica e industrial, sendo amplamente utilizado em 

diversas atividades como: componente de revestimentos, membranas e 

principalmente, como filtro de cigarro (BRUM et al., 2012). O polímero formado 

através do acetato de celulose apresenta uma grande aplicabilidade comercial, 

pela formação de um filme transparente, com um baixo custo, e também pela 

sua versatilidade de formatação, podendo ser moldado em forma de 

membrana, fibras e também filmes plásticos (WU, 2014). 

 

3.5  Acetato de celulose 

O acetato de celulose (AC) é um material que vem ganhado destaque no 

setor de embalagens por conta das suas diversas aplicabilidades, filtros, fibras 

e membranas (PAGANINI, 2017). É produzido através da reação de 

esterificação da celulose pela substituição dos grupos hidroxila por grupos 

acetila. O número médio de grupos acetila por unidade glicosídica é 

denominado grau de substituição (ENDRES, SIEBERT-RATHS, 2011). A 

estrutura do AC pode ser observada na Figura 4. 

 

Figura 4- Reação para obtenção do AC tri-substituído 
Fonte: Paganini (2017) 

As propriedades e aplicações do AC são denominadas pelo grau de 

substituição, que vai influenciar principalmente na sua solubilidade e 
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compatibilidade, que consequentemente influenciam as suas propriedades 

químicas, mecânicas e físicas. O AC é classificado como GRAS, é um produto 

amorfo, podendo ser encontrado na forma de pó, ou em flocos. Não apresenta 

toxicidade, é inodoro, insípido, não inflamável, apresenta alta resistência ao 

calor (ENDRES, SIEBERT-RATHS, 2011). 

O AC é considerado um biopolímero, entretanto, a sua 

biodegradabilidade é influenciada pelo grau de substituição, ou seja, quanto 

maior o grau de substituição menor a biodegradação do AC. A degradação do 

AC devido a presença dos grupos acetila, requer a presença de enzimas 

esterases, normalmente produzidas por microrganismos (PULS, WILSON, 

HÖLTER 2011) 
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4 Material e Métodos 

4.1 Óleo essencial 

O óleo essencial de Tomilho (OET), utilizado no experimento foi obtido, 

comercialmente, pela empresa Ferquima/Brasil, com CAS Number: 8007-46-3 

INCI. O OET é extraído de flores e folhas por extração a vapor e apresenta 

como compostos majoritários. Timol= 50%, p-cimeno= 30%, γ-terpineno= 6%, 

conforme especificações do fornecedor (Tabela 7 - Anexo A). 

  

4.2 Isolamentos de fungos  

Três amostras de queijos (pedaços) foram adquiridas no comércio local 

em supermercados (2) e feiras (1), com 20 dias e 10 dias de maturação, 

respectivamente, conforme informação dos fornecedores. Foram mantidas sob 

as condições ideais, para seu consumo e armazenamento, e não às condições 

favoráveis ao desenvolvimento de fungos. Após alguns dias (5-7 dias), foi 

possível observar crescimento fúngico na superfície (casca) dos queijos, 

procedendo-se então, o isolamento. 

A metodologia utilizada para isolamento de fungos do alimento consistiu 

de isolamento direto do material contaminado para placas de petri com Ágar 

Batata Dextrose (BDA), segundo Silva (2011).  

A transferência de estruturas dos fungos, foi viabilizada com o auxílio de 

swab esterilizado e embebido em solução salina (0,85%), foi realizado um 

esfregaço sobre a superfície do queijo com crescimento fúngico, que se 

apresentava mais uniforme. O material coletado foi transferido para a superfície 

de BDA em placa de petri, seguindo a incubação a 25 ºC por 5 dias. 

 

4.3 Identificação macroscópica dos isolados fúngicos  

Após 5 dias de incubação, foram observadas algumas características 

morfológicas dos isolados como a textura da colônia (algodonosa, aveludada, 

granular), topografia da colônia (rugosa, umbilicada, verrugosa) coloração, 

margem, coloração do verso e reverso. Essas características observadas foram 



29 
 

 
 

 

utilizadas como orientação para a identificação dos isolados e não como critério 

absoluto (CORRÊA, 2003). 

 

4.4 Identificação microscópica dos isolados fúngicos 

Para a identificação fenotípica, em nível de gênero dos isolados, foi 

realizada uma observação microscópica das estruturas morfológicas. As 

características utilizadas para a identificação foram a septação das hifas do 

micélio, a estrutura que dá origem aos conídios e o tipo de conídios. 

A análise foi realizada através da coleta de uma alçada da colônia, em 

ágar BDA, depositada sob uma lâmina de vidro, e sobre o material foi 

adicionada uma gota de azul de metileno (1g/L em ácido lático 88%). Após, 

uma lamínula foi sobreposta sobre o material, e na sequência visualização em 

microscópio óptico, com ampliação total de 200x, 400x e 1000x.   

 

4.5 Identificação molecular dos isolados fúngicos  

Para a identificação molecular os isolados foram inoculados em BDA e 

incubados por 5 dias a 25 ºC, para ativação celular. 

A identificação dos fungos foi realizada pela Empresa Neoprospecta 

(Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil), utilizando o sequenciamento 

de alto desempenho da região ITS. Foi realizada a amplificação para a região 

ITS, utilizando primer, ITS1 (GAACCWGCGGARGGATCA) (SCHMIDT et al., 

2013) e primer, ITS2 (GCTGCGTTCTTCATCGATGC) (WHITE et al., 1990). O 

sequenciamento foi realizado através do equipamento MiSeq Sequencing 

System (Illumina Inc., USA). As sequências foram analisadas por meio do 

pipeline Sentinel. No pipeline Sentinel os arquivos fastq foram avaliados quanto 

à qualidade Phred (QP) usando o programa FastQC v.0.11.8 (ANDREWS, 

2010). 
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4.7 Atividade antifúngica 

4.7.1 Preparo do inóculo  

O preparo do inóculo fúngico para os testes de atividade antifúngica foi 

realizado conforme as metodologias descritas por Gurgel et al. (2005) e 

Fontenelle et al. (2007), com adaptações. Primeiramente, os isolados foram 

estriados, com auxílio de uma alça, na superfície de BDA e incubadas a 25 ºC, 

por 5 dias. Após esse período de cinco dias de incubação, os cultivos fúngicos 

foram cobertos com 2 mL de solução salina esterilizada e com auxílio de alça 

microbiológica foram realizadas raspagens da superfície de cada cultura, a fim 

de obter uma suspensão livre de fragmentos do meio de cultura. As 

suspensões foram transferidas para tubos de ensaio esterilizados e, em 

seguida, deixados em repouso a 28 °C por 5 minutos. O sobrenadante destas 

suspensões foi utilizado para obtenção de um inóculo, padronizado em 

aproximadamente, 108 UFC. mL-1 através da adição de solução salina e 

correspondente a 0,5 da escala de Mac Farland. 

 

4.7.2 Difusão em ágar 

A metodologia para avaliar a atividade antifúngica através da difusão em 

ágar, seguiu conforme descrito por Fontenelle et al. (2007). Um poço com 

diâmetro de 6 mm foi feito no ágar BDA, no centro de cada placa de petri 

(90mm de diâmetro), posteriormente, cada inóculo previamente padronizado 

(108 UFC. mL-1), foi espalhado na superfície do ágar com o auxílio de swab 

esterilizado. Em cada poço foi adicionado 50 µL do OET, após as placas foram 

incubadas a 25 ºC e as leituras foram feitas nos 3 primeiros dias de incubação. 

O diâmetro da zona de inibição ao redor do poço foi medido em quatro zonas 

radiais com o uso de um paquímetro, e expresso em milímetros (mm). Como 

controle, foi utilizada solução salina esterilizada. Foi considerada uma ação 

antifúngica satisfatória a presença de zona de inibição igual ou superior a 10 

mm, de acordo com Fontenelle et al. (2007). A análise foi realizada em triplicata 

para cada isolado. 
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4.7.3 Micro-atmosfera 

A análise da ação antifúngica do OET por micro-atmosfera seguiu a 

metodologia proposta por Delespaul et al. (2011). Em placas de petri (90 mm 

de diâmetro), o inóculo padronizado em 108 UFC. mL-1 foi espalhado no ágar 

BDA com auxílio de swab. Posteriormente, na tampa de cada placa foi 

adicionado um disco de papel filtro de 6 mm de diâmetro previamente 

esterilizado, e adicionado 10 µL do OET. As placas foram incubadas invertidas 

a 28 ºC e as leituras foram feitas em 3 dias de incubação. O diâmetro da zona 

de inibição foi medido em quatro zonas radiais com o uso de um paquímetro e 

expresso milímetros (mm). Como controle foi utilizado solução salina 

esterilizada. Foi considerada uma ação antifúngica satisfatória a presença de 

zona de inibição igual ou superior a 10 mm de acordo com Fontenelle et al. 

(2007). A análise foi realizada em triplicata para cada isolado. 

 

4.7.4 Concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração fungicida 

mínima (CFM) 

A CIM e a CFM foram determinadas através da metodologia descrita por 

Gakuubi, Maina e Wagacha (2017), com algumas modificações. Placas de petri 

com BDA foram inoculadas com cada um dos isolados e cepa padrão, sendo 

incubadas a 28 ºC por 7 dias. Após esse período de incubação, pequenos 

discos com 6 mm de diâmetro foram cortados assepticamente, com o auxílio de 

uma broca de cortiça, para uso na sequência  

Para a análise da CIM, o OET foi adicionado ao BDA, após o seu 

preparo (meio fundido e resfriado a ± 45 ºC). Foram testadas concentrações 

entre 1µL /mL e 0,6 µL /mL de OET, juntamente com 0,5% (v/v) de tween 80. 

Em cada placa de petri, foram vertidos 20 mL de meio contendo OET. Após a 

solidificação do BDA, poços de 6 mm de diâmetro foram feitos no centro de 

cada placa, onde os discos contendo os inóculos foram colocados e incubados 

a 25 ºC por 4 dias, sendo as leituras realizadas todos os dias. Para controle, 

foram utilizadas placas de BDA sem a adição do OET. O crescimento micelial 
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dos isolados foi medido com o auxílio de um paquímetro e expresso em 

milímetros (mm).  

Os resultados foram calculados, conforme a inibição do crescimento 

micelial, descrito na Equação 1 abaixo, onde dc é o diâmetro do crescimento 

micelial da cultura controle e dt é o diâmetro do crescimento micelial da cultura 

com o OET. Foi considerada como CIM a concentração que inibiu em 100% o 

crescimento micelial. As análises foram realizadas em triplicatas, para cada 

concentração testada.  

 X100                                            (1) 

Para a determinação da CFM, discos dos isolados (que tiveram o seu 

crescimento micelial inibido em 100%, no teste da CIM), foram transferidos 

para uma nova placa de petri contendo BDA (com um poço no centro da placa 

para receber o disco com o isolado fúngico) e em seguida as placas foram 

incubadas a 28 ºC por 72 horas. Foi considerada como CFM, a concentração 

na qual os isolados mesmo depois de terem o seu crescimento micelial afetado 

pela CIM, não se desenvolveram no novo meio de cultura, após 72 horas de 

incubação. 

 

4.8 Elaboração do Filme de acetato de celulose (AC) 

O filme de acetato de celulose foi elaborado a partir de uma solução 

filmogênica (SF) formada por AC em acetona (3% m/v). A adição do OET foi 

feita levando em consideração a CFM de cada isolado. A metodologia seguida, 

foi a descrita por Dannenberg et al. (2017), com modificações especificadas a 

seguir.  

Em um béquer foi adicionado o volume necessário de acetona, e 

posteriormente o AC, sendo a SF homogeneizada em ultra-turrax (15.000 

rpm/10minutos) mantida em banho de gelo. Após o OET foi adicionado, e a SF 

foi homogeneizada nas mesmas condições, por mais 2 minutos. 

Posteriormente, a SF foi distribuída em placas de petri com 60 mm de 

diâmetro, em cada placa foi adicionado 6 mL de SF. A secagem da SF foi feita 
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em estufa com circulação de ar a 25 ºC, as placas foram mantidas fechadas, e 

no interior da estufa foram distribuídos frascos contendo sílica com a finalidade 

de controlar a umidade, o período de secagem foi de 24 horas.  

 

4.8.1 Atividade antifúngica do filme 

A atividade antifúngica do filme ativo foi avaliada por difusão em ágar, de 

forma similar à técnica de disco difusão (CLSI, 2019). Os filmes foram cortados 

assepticamente em discos de 6 mm de diâmetro, posteriormente os discos 

foram depositados em placas com BDA já inoculadas com os isolados, 

previamente padronizados (108 UFC.mL-1). As placas foram incubadas a 28 ºC 

por 5 dias. O diâmetro da zona de inibição ao redor dos discos foi medido em 

quatro zonas radiais com o uso de um paquímetro e expresso em milímetros 

(mm), no período de 3 e 5 dias de incubação. Como controle foi utilizado um 

filme elaborado sem a adição do OET. Foi considerada uma ação antifúngica 

satisfatória a presença de zona de inibição igual ou superior a 10 mm de 

acordo com Fontenelle et al. (2007). A análise foi realizada em triplicata, para 

cada isolado. 

 

4.9 Análise estatística 

Os resultados obtidos foram submetidos a análise de variância através 

da ANOVA e pós teste Tukey p≤0,05 com o programa Graphpad versão 8.0.1. 
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5 Resultados e Discussão 

5.1 Isolamento e caracterização dos isolados 

A utilização do método de isolamento direto apresentou como principal 

vantagem à diminuição da probabilidade de contaminação das colônias, visto 

que não ocorre a homogeneização da amostra e a coleta é feita de forma mais 

assertiva. Com base nas características macroscópicas e microscópicas 

observadas nos isolados, foi presumido que um isolado pertencia ao gênero 

Penicillium (QCP1), um isolado ao gênero Aspergillus (QCA2) e um isolado 

pertencente ao gênero Fusarium (QAF1). 

Para o isolado QCP1, as características macroscópicas observadas da 

colônia foram coloração verde azulada, rebordo esbranquiçado, textura 

aveludada e topografia rugosa, conforme apresentado na Figura 5. 

  

 

Figura 5- Crescimento do isolado fúngico do gênero Penicillium (QCP1) em ágar BDA, 
procedente da superfície de queijo. 

 

As colônias que representam o isolado QCA1, apresentaram coloração 

verde limão, textura aveludada e rebordo esbranquiçado, conforme a Figura 6. 
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Figura 6- Crescimento do isolado fúngico do gênero Aspergillus (QCA1) em ágar BDA, 
procedente da superfície de queijo. 

 

Para caracterização do isolado QAF1, a colônia apresentou coloração 

esbranquiçada e reverso roxo, textura algodonosa e topografia umbilicada, 

conforme Figura 7. 

 

Figura 7- Crescimento do isolado fúngico do gênero Fusarium (QFA1) em ágar BDA, 
procedente da superfície de queijo. 

 

5.1.1 Caracterização microscópica dos isolados fúngicos 

Através da análise microscópica, as imagens obtidas possibilitaram 

identificar as estruturas morfológicas dos isolados e, consequentemente 

realizar a identificação em nível de gênero. Com base nas estruturas 
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observadas, foi possível identificar o isolado QCP1 como pertencente ao 

gênero Penicillium, conforme Figura 8 e 9. 

 

 

Figura 8 - Micrografia por microscopia óptica do isolado fúngico gênero Penicillium (QCPI), 
procedente da superfície de queijo (ampliação total de 400X). 

 

 

Figura 9 - Micrografia por microscopia óptica do isolado fúngico gênero Penicillium (QCPI), 
procedente da superfície de queijo (ampliação total de 1.000X). 
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A análise microscópica realizada para o isolado QCA2, possibilitou a 

identificação de estruturas morfológicas caraterísticas ao gênero Aspergillus, 

conforme a Figura 10 e 11. 

 

Figura 10- Micrografia por microscopia óptica do isolado fúngico, gênero Aspergillus 
(QCA2), procedente da superfície de queijo (ampliação total de 200X). 
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Figura 11- Micrografia por microscopia óptica do isolado fúngico, gênero Aspergillus (QCA2), 
procedente da superfície de queijo (ampliação total de 1.000X). 

 

A análise microscópica realizada com o isolado QAF1 possibilitou a 

identificação de estruturas morfológicas características do gênero Fusarium, 

conforme Figura 12 e 13. 
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Figura 12- Micrografia por microscopia óptica do isolado fúngico, gênero Fusarium (QAF1), 
procedente da superfície de queijo (ampliação total de 200X). 

 

 

Figura 13- Micrografia por microscopia óptica do isolado fúngico, gênero Fusarium (QAF1),  
procedente da superfície de queijo (ampliação total de 1000X). 
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5.1.3 Caracterização molecular dos isolados fúngicos 

A análise molecular realizada forneceu a confirmação dos gêneros 

identificados pela análise microscópica para todos os isolados (exceto QAF1), 

além da identificação da espécie a que pertence cada isolado. Os três isolados 

fazem parte do Reino Fungi/ Filo Ascomycota, pertencentes às seguintes 

espécies: QCP1 identificado como Penicillium crustosum, QCA2 como 

Aspergillus flavus, porém o isolado fúngico QAF1, não apresentou uma 

identificação precisa, apresentando características para Fusarium oxysporum/ 

Geotrichum candidum, conforme Tabela1. 

O isolado QCP1 - Penicillium crustosum apresentou 100% de 

compatibilidade com 53 isolados cadastrados no Genbank®. O isolado de 

QCA2 - Aspergillus flavus apresentou compatibilidade de 100% com 70 

isolados depositados no Genbank®, já o isolado QAF1- apresentou 

compatibilidade de 51,02% com 63 isolados depositados no Genbank® para a 

espécie Fusarium oxysporum e de 48,98% de compatibilidade com 14 isolados 

depositados no Genbank® para a espécie Geotrichum candidum. Assim, 

seguiu-se o estudo identificando QAF1 - Fusarium oxysporum, após testes de 

purificação em ágar e análises microscópicas.  

Tabela 1- Identificação molecular (número de acesso Genbank) e respectiva classificação 
taxonômica dos isolados fúngicos, pertencentes ao Filo Ascomycota, procedentes de queijos 
Isolado Classe Ordem Família Gênero Espécie Número de 

acesso 

QCP1 
 

Eurotiomycetes Eurotiales Aspergilaceae Penicillium crustosum MT582770 

QCA2 
 

Eurotiomycetes Eurotiales Aspergilaceae Aspergillus flavus MZ317324 

QAF1 
 

Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium oxysporum MZ224479 

QAF1 Saccaromycetes Saccaromycetales Dipodascaceae Geotrichum   candidum MN913466 

 

5.2 Atividade antifúngica do OET in vitro  

5.2.1 Difusão em ágar  

O OET demonstrou atividade antifúngica contra todos os isolados 

testados nesse estudo, conforme resultados apresentados na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Atividade antifúngica do óleo essencial de tomilho (OET), pela técnica de difusão em 
ágar. 

Isolados/Fungos 
Zona de inibição (mm)  

Dia 1 Dia 2 Dia 3 

Penicillium crustosum/ QCP1 41,0 ± 0,28Aa 23,0 ± 0,1Bb 23,0 ± 0,1Cb 

Aspergillus flavus/ QCA2 44,0 ± 1,21 Aa 44,0 ± 1,21Aa 44,0 ± 1,21 Aa 

Fusarium oxysporum/ QAF1  
0,0 ± 0,0 Bb 40,0 ± 3,54 Aa 37,0 ± 3,59 Ba 

Resultados expressos como média (n=3) ± DP: desvio padrão; sobrescritos (ABC) 

diferentes em cada coluna indicam diferença significativa (P<0,05), pelo teste de 

Tukey; sobescritos (ab) diferentes em cada linha indicam diferença significativa  

(P<0,05), pelo teste de Tukey. 

Em relação ao isolado Penicillium crustosum/ QCP1 foi observada uma 

diminuição da atividade do OET, através da diminuição da zona de inibição, 

que passou de 41 mm para 23 mm do primeiro para o segundo dia de análise.  

A ação do OET frente ao isolado Aspergillus flavus/ QAC2, demonstrou 

uma maior estabilidade tendo em vista que as zonas de inibição permaneceram 

sem alteração ao longo do período de análise (44,1 mm). Para o isolado 

Fusarium oxysporum/ QAF1 foi observado também uma diminuição da 

atividade do OET, em consequência da redução da zona de inibição (40 mm 

para 37 mm), no período de observação, porém não diferiu estatisticamente. 

No primeiro dia de análise foi identificada uma diferença significativa 

(p<0,05) na inibição do crescimento de Penicillium crustosum/ QCP1 e 

Aspergillus flavus/ QAF2. Já no segundo dia de análise, houve diferença 

significativa na inibição do crescimento de Penicillium crustosum/ QCP1 e os 

demais fungos. No terceiro dia de leitura, a inibição do crescimento micelial dos 

isolados Penicillium crustosum/ QCP1- e Fusarium Oxysporum/ QAF1 

apresentou diferença significativa entre os demais isolados.  

Entretanto, mesmo com diferenças significavas na inibição do 

crescimento entre os fungos durante o período de análise, foi possível 

constatar que o OET exerceu atividade antifúngica frente a todos os isolados, 

considerando como critério a zona de inibição superior a 10 mm, para 

caracterizar a ação antifúngica. 

Em um estudo realizado por Silva e Rangel (2010), a atividade 

antimicrobiana do extrato etanólico de Thymus vulgaris foi avaliada pelo 
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método de difusão em ágar, em três concentrações diferentes (50 mg/mL, 

100mg/mL e 200mg/mL), frente à Candida albicans, Candida glabrata, Candida 

parapsilosis, Cryptococcus neoformans. A ação antifúngica foi considerada em 

zonas com diâmetro superior a 10 mm, sendo essa ação observada na 

concentração de 50 mg/mL somente para a Candida glabrata. Frente aos 

demais fungos o extrato não apresentou ação antifúngica. Nesse estudo a ação 

do extrato também foi avaliada frente a bactérias como Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, nas 

mesmas concentrações e a ação antimicrobiana foi observada nas 

concentrações de 50 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL para Staphylococcus 

aureus, para todas as outras bactérias o extrato não apresentou inibição 

suficiente. 

Mota et al. (2012), testaram OET contra oito isolados de Rhizopus 

oryzae pelo método de ágar difusão e, identificaram ação antifúngica do OET, 

através da variação na zona de inibição de 28 mm a 38 mm. Apesar de não 

pertencer a mesma espécie dos isolados do presente estudo, demonstra a 

importância do OET na ação antifúngica.  

 

5.2.2 Micro-atmosfera 

Com relação aos resultados obtidos para a ação antifúngica do OET, 

através da técnica de micro-atmosfera, todos os fungos testados apresentaram 

sensibilidade ao OET, conforme resultados apresentados na Tabela 3.  
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Tabela 3 - Atividade antifúngica do óleo essencial de tomilho (OET), pela técnica de micro-
atmosfera. 

Isolados/Fungos 
 Zona de inibição (mm) 

Dia 1 Dia 2 Dia 3 

Penicillium crustosum/ QCP1 0,0 ± 0,0 Bb 55,0 ± 1,0 Aa 55,0 ± 1,0 Aa 
Aspergillus flavus/ QCA2 44,0 ± 0,82 Aa 44,0 ± 0,82 Aa 44,0 ± 0,82 Aa 
Fusarium oxysporum/ QAF1 0,0 ± 0,0 Bb 49,0 ± 0,36 Aa 49,0 ± 0,36 Aa 

Resultados expressos como média (n=3) ± DP: desvio padrão; sobrescrito (ABC) 

diferentes em cada coluna indicam diferença significativa (P<0,05), pelo teste de 

Tukey; sobescritos diferentes em cada linha (ab) indicam diferença significativa 

(P<0,05), pelo teste de Tukey. 

Dentre os resultados obtidos destaca-se a ação antifúngica do OET 

frente ao isolado Penicillium crustosum/ QCP1 que apresentou uma maior 

sensibilidade, com uma zona maior de inibição (55 mm). 

Com os resultados coletados foi possível observar que no primeiro dia 

de análise Aspergillus flavus/QCA2 foi o único fungo a apresentar crescimento 

e, consequentemente apresentou diferença significativa na zona de inibição do 

crescimento, quando comparado aos demais fungos. No segundo e terceiro dia 

de análise, a zona de inibição se manteve, não apresentando diferença 

significativa entre a inibição do crescimento micelial dos demais fungos. 

Em um estudo realizado por Kumar et al. (2008), foi relatada ação 

antifúngica do OET em condições de micro-atmosfera frente a diferentes 

espécies de Aspergillus. Foram obtidas zonas de inibição de 55 mm contra A. 

oryzae, 70 mm para A. brasiliensis, e 62 mm de inibição para A. flavus. Já em 

um estudo realizado por Santos et al. (2018) onde foi testado o efeito 

antifúngico do óleo essencial de tomilho branco frente aos isolados de 

Aspergillus sp. e de Fusarium sp., observaram zonas de inibição de 70 e 86 

mm, respectivamente.  

Os resultados obtidos demonstram que a aplicação do OET, de forma 

que o mesmo não tenha contato direto com a superfície contaminada, pode 

exercer uma ação antimicrobiana expressiva, devido à volatilização de seus 

compostos. As zonas de inibição obtidas no teste de micro-atmosfera variaram 

de 44 mm a 55 mm, e os resultados obtidos no teste de difusão em ágar 

variaram de 23 mm a 44 mm. Levando em consideração que as concentrações 

utilizadas foram diferentes (10 µL e 50 µL, respectivamente, para ambos os 
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métodos), pode-se dizer que o desempenho antifúngico do OET foi superior 

pela técnica de micro-atmosfera.   

Portanto, ao comparar os resultados obtidos com ambas as técnicas 

(difusão em ágar e micro-atmosfera), é possível constatar que a aplicação do 

OET com o foco na sua ação antifúngica, é favorecida quando a volatilização 

de seus compostos é facilitada, sendo necessária uma concentração menor de 

OE para que a atividade de inibição seja satisfatória (zona de inibição ≥ 10 

mm). 

 

5.2.3 Concentração inibitória mínima (CIM) e concentração fungicida 

mínima (CFM) 

Para a determinação da concentração inibitória mínima (CIM)  os 

isolados foram testatos frente às concentrações de 0,6 µL, 0,7 µL, 0,8 µL, 0,9 

µL e 1,0 µL do OET, iniciando da menor para a maior concentração, sendo os 

resultados da CIM obtidos a partir de testes realizados em triplicata. Os 

resultados para a CIM podem ser observados na Tabela 4. 
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Tabela 4- Concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração fungicida mínima (CFM) do 
óleo essencial de tomilho (OET), frente aos isolados fúngicos. 

Concentração Penicillium 

crustosum/ QCP1 

Aspergillus 

flavus/QCA2 

Fusarium 

oxysporum/ QAF1 

CIM (µL) 1,0 0,8 0,7 
CFM (µL) 3,0 4,0 3,0 

CIM: Concentração Inibitória Mínima; CFM: Concentração Fungicida Mínima 

Para o isolado Penicillium crustosum/QCP1 foi observada a 

concentração de 1 µL, como a menor concentração capaz de inibir em 100% o 

crescimento micelial, ao final do quarto dia de análise. As demais 

concentrações testadas, 0,7 µL e 0,8 µL apresentaram inibição de 88,89% e 

74,07% respectivamente, ao final do quarto dia de análise. Para o isolado 

Aspergillus flavus/QCA2 a CIM com capacidade de inibição do crescimento 

micelial em 100% foi de 0,8 µL. Durante o período das análises, a 

concentração de 0,7 µL no segundo dia já apresentava uma capacidade de 

inibição significativa de 83,87%, porém ao final do quarto dia reduziu para 

58,06%. 

Em relação aos resultados obtidos para a CIM do isolado Fusarium 

oxysporum/ QAF1, a concentração determinada como CIM foi a de 0,7 µL. Ao 

terceiro dia de análise a concentração de 0,6 µL, apresentava uma inibição de 

91,39% para o crescimento micelial, porém, essa porcentagem de inibição 

reduziu ao quarto dia de análise para 61,29%, para o isolado QAF1. 

Ao analisar a CIM capaz de inibir o desenvolvimento dos isolados, foi 

possível observar que o OET teve uma capacidade de inibição menor para 

Penicillium crustosum/QCP1, em relação aos demais, sendo necessária a 

utilização de uma concentração maior para que o isolado seja inibido. 

Em relação aos resultados da CFM, foi obtida para o isolado Penicillium 

crustosum/QCP1 CFM de 3,0 µL, para Aspergillus flavus/QCA2 CFM de 4,0 µL 

e Fusarium oxysporum/QAF1 com 3,0 µL de concentração fungicida mínima. 

Šegvić et al. (2007), avaliaram a ação antifúngica do OET (CIM e CFM), 

porém através da técnica de micro-diluição em placas, frente a diversos fungos 

filamentosos e obtiveram concentrações variáveis de CIM e CFM: Aspergillus 
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flavus (CIM 9,35 µg/mL e CFM 31,76 µg/mL), Aspergillus niger (CIM 9,35 

µg/mL e CFM 22,5 µg/mL), Penicillium spp. (CIM 18,95 µg/mL e CFM 28,13 

µg/mL) e Rhizopus spp. (CIM 12,6 µg/mL e CFM 25,0 µg/mL). 

Mesmo que a metodologia utilizada por Šegvić et al. (2007) tenha sido 

diferente, foi possível identificar uma semelhança entre os gêneros de fungos 

filamentosos estudados, sendo que para o gênero Penicillium foi necessária 

uma concentração maior de OET para que a inibição ocorresse, assim como o 

encontrado no presente estudo, quando comparamos Penicillium crustosum/ 

QCP1 com os demais, foi o isolado que necessitou de uma maior CIM. 

Levando em consideração, a equivalência das unidades (µg/mL e 

µL/mL) que representam a concentração do OET, entre os resultados 

expressos de outros estudos com os obtidos no presente estudo, 

respectivamente, para CIM e CFM, podemos observar a CIM de 7,18 µg/mL e 

CFM de 35,92 µg/mL, para Aspergillus flavus/QCA2, já para o Isolado 

Penicillium crustosum/QCP1 a CIM corresponde a 8,98 µg/mL e CFM de 26,94 

µg/mL e para o isolado Fusarium oxysporum/ QAF1, a conversão foi de 6,98 

µg/mL para CIM e CFM de 26,94 µg/mL (Tabela 6 – Apêndice A). 

Desta forma, observa-se que as concentrações de CIM e CFM para os 

isolados de fungos testados diferiram em relação aos resultados encontrados 

na literatura, para o isolado Aspergillus flavus/QCA2 a CIM foi inferior e a CFM 

superior, já para o isolado Penicillium crustosum/QCP1 tanto a CIM e CFM 

encontradas são inferiores aos valores apresentados na literatura. 

Esta ação antifúngica do OET, observada nos testes qualitativos e 

quantitativos, provavelmente, é atribuída ao composto majoritário (timol), pelo 

fato de apresentar certo nível de hidrofobicidade, conseguindo assim alterar a 

permeabilidade da membrana celular, ocasionando na perda de íons e 

moléculas, consequentemente altera o funcionamento celular e ocasionando a 

apoptose (BURT, 2004). 

No presente estudo, foram encontrados resultados diferentes para a 

ação antifúngica do OET, tanto nos testes de difusão em ágar, micro-

atmosfera, CIM e CFM, quando comparamos com os valores encontrados na 
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literatura. Entretanto, essa diferença pode ser justificada com base na 

composição química do OET, que segundo Dosoky e Setzer (2018), é 

diretamente influenciada por diversos fatores extrínsecos, e consequentemente 

a variação da composição química do OET afeta a sua ação antifúngica. Além 

da variação da composição química do OET, a diferença também é justificada 

pelos microrganismos testados, apesar de pertencerem ao mesmo gênero, a 

ação do OE é específica para cada cepa. 

 

5.2.4 Atividade antifúngica do filme de acetato de celulose contendo OET 

O filme de acetato de celulose incorporado como OET, apresentou ação 

antifúngica para todos os isolados, conforme resultados apresentados na 

Tabela 5. 

Tabela 5 - Atividade antifúngica do filme de acetato de celulose contendo OET, pela técnica de 
difusão em ágar. 

Isolados/Fungos Concentração 
Zona de inibição (mm) = DP 

Dia 1 Dia 2 Dia 3 

Penicillium crustosum/ QCP1 10 x CFM 10 ± 0,0 Ba 10 ± 0,11Ba 7 ± 0,15Ba 

Aspergillus flavus/ QCA2 10 x CFM 23 ± 0,32 Aa 14 ± 0,35 Bb 9 ± 0,06Bb 

Fusarium oxysporum/ QAF1  8 x CFM 0 ± 0,0 Ca 29 ± 0,17 Ab 24 ± 0,12Ac 

Resultados expressos como média (n=3) ± DP: desvio padrão; sobrescritos diferentes 

em cada coluna (ABC) indicam diferença significativa; sobescritos diferentes em cada 

linha (abc) indicam diferença significativa (P<0,05), pelo teste de Tukey. 

Em relação a Penicillium crustosum/QCP1 e Aspergillus flavus/QCA2 foi 

possível observar que a concentração testada exerceu atividade antifúngica 

durante os dois primeiros dias de análise, enquanto que no terceiro dia, zonas 

de inibição obtidas, não se enquadravam nos parâmetros para considerar 

atividade antifúngica (≥ 10 mm). Dentre os isolados, Penicillium 

crustosum/QCP1, foi o que apresentou uma menor sensibilidade ao filme ativo. 

Durante os três dias de análise, a ação do filme ativo para Fusarium 

oxysporum/ QAF1 foi observada a partir do segundo dia, sendo esse isolado o 

que apresentou maior sensibilidade ao filme, com zonas de inibição de 29 mm 

e 24 mm, nos dias 2 e 3, respectivamente, bem como foi a menor concentração 

de OET, aplicada ao filme. 

Em um estudo realizado por Medeiros et al. (2016), onde foi elaborado 

um filme de acetato de celulose incorporado com óleo essencial de orégano 
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(Origanum vulgare L.) e avaliada a sua ação antimicrobiana frente 

Staphylococcus aureus ATCC 6538, foram observadas zonas de inibição com 

20 mm de diâmetro. 

Botre et al. (2010), desenvolveram um filme de base celulósica 

incorporado com OE de orégano, onde o filme ativo apresentou ação inibitória 

do crescimento de Penicillium spp. e S. aureus, enquanto que para bactérias 

psicrotróficas o crescimento não foi inibido. Para fungos filamentosos, o 

tratamento que se mostrou mais eficiente foi o que utilizou uma concentração 

de 50% de OE com temperatura de armazenamento de 7 ºC, entretanto o 

efeito inibitório deste tratamento só foi observado após 15 dias, fato esse que 

pode ser justificado devido a diminuição da volatilidade dos OE, quando 

submetidos a baixas temperaturas. 

A redução da ação do filme ativo de acetato de celulose pode ser 

justificada segundo Ugalde (2014), que defende o fato do polímero de acetato 

de celulose possuir uma alta capacidade de incorporar o OE, entretanto, o 

polímero pode dificultar a liberação dos princípios ativos para o ágar (teste de 

difusão em ágar) não ocorrendo consequentemente a inibição microbiana, ou 

diminuindo a eficácia do OE. 
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6 Conclusão 

 

Com base nos resultados obtidos, foi possível constatar a atividade 

antifúngica do óleo essencial de tomilho (OET). Em ambos os testes in vitro, o 

OET apresentou potencial de inibição do crescimento micelial dos isolados, 

Penicillium crustosum, Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum, procedentes da 

superfície de queijos, e quando o OET foi incorporado em filme de acetato de 

celulose, mostrou-se eficaz no controle fúngico, principalmente, contra 

Fusarium oxysporum.  
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7 Considerações Finais 

Com a realização do presente estudo, nos possibilitou conhecer a 

microbiota fúngica, que se desenvolve na superfície (casca) de alguns queijos 

(industrializado e artesanal) após o processamento, durante a vida útil do 

produto, através do isolamento e identificação molecular dos isolados.  

De modo geral, o óleo essencial de tomilho (OET), nos testes in vitro 

realizados, apresentou resultados positivos para atividade antifúngica, de forma 

direta ou adicionado em filme ativo, que o qualifica para futuras aplicações em 

matriz alimentar. 

Estava previsto no projeto inicial, a aplicação dos filmes ativos contendo 

OET em matriz alimentar, mais especificamente, em queijos fatiados. No 

entanto, com a interrupção das atividades presenciais, em virtude da pandemia 

(COVID-19), reduziu significativamente, o tempo para realização das atividades 

experimentais. Sendo assim, a perspectiva é de que esta parte do estudo, com 

aplicação in situ do filme ativo de acetato de celulose, ainda será realizada. 
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Apêndice A- Equivalência dos valores de CIM e CFM 

 

Tabela 6 – Equivalência dos valores da Concentração Inibitória Mínima (CIM e Concentração 
Fungicida Mínima (CFM) de µL/mL para µg/m, dos isolados fúngicos. 

Isolado CIM CFM 

Concentração Concentração 

µL/mL µg/mL µL/mL µg/mL 

QAF1/ 
Fusarium 

oxysporum 

0,7 6,28 3 26,94 

QCA2/ 
Aspergillus 

flavus 

0,8 7,18 4 35,92 

QCP1/ 
Penicillium 
crustosum 

1 8,98 3 26,94 

CIM: concentração inibitória mínima; CFM: concentração fungicida mínima. 
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Anexo A – Óleo essencial de tomilho: especificações técnicas  

Tabela 7- Laudo Técnico Descritivo do Óleo Essencial de Thymus vulgaris. 

Itens controlados  Especificações 

Aparência Líquido límpido 
 

Cor Incolor a amarelo claro 
 

Impurezas Isento 
 

Odor Característico 
 

Densidade (20 ºC) 0,900 – 0,940 
 

Índice de Refração (20 ºC) 1,490 – 1,510 
 

Rotação ótica [-3,0º; -0,1º] 
 

Principais componentes (valores 
aproximados) 

Timol= 50%  
p-cimeno= 30% 
γ-terpineno= 6%  
Linalol= 5%  
Carvacrol= 5%  
α-pineno= 2% 
 Mirceno= 2% 
 

Obtenção Destilação a vapor das flores e folhas  
 

Origem 
 

Espanha  

Peso  1 mL =0,898g 

FONTE: Indústria FERQUIMA/ Vargem Grande Paulista- SP /Brasil 

 

 

 

 


