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RESUMO
O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do timol e carvacrol contra Aspergillus flavus e a produção de aflatoxinas. 
Foram determinadas a concentração inibitória mínima (CIM), o espectro fungitóxico e a atividade inibidora de 
micotoxinas pelo timol e carvacrol. Os resultados mostraram que timol e carvacrol exibiram ação fungicida de acordo 
com a CIM de 2500 e 30 µg mL-1, respectivamente. Tanto o timol quanto o carvacrol inibiram significativamente 
o crescimento de A. flavus (p<0,05) a partir de 600 e 15 µg mL-1, respectivamente. A biomassa fúngica, estimada 
pela determinação da concentração de ergosterol, foi significativamente reduzida (p <0,05) em 2500 µg mL-1 
de timol e 250 µg mL-1 de carvacrol. O timol e o carvacrol exibiram efeitos antiaflatoxigênicos em 600 e 125 
µg mL-1, respectivamente. O timol e o carvacrol exibiram atividade antifúngica, mas não exibiram alta atividade 
antiaflatoxigênica. Carvacrol e timol podem ser considerados como potentes compostos naturais antifúngicos contra 
A. flavus.

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

ABSTRACT
The aim of this study was to evaluate the effects of thymol and carvacrol upon production of aflatoxins by Aspergillus 
flavus and upon its growth. Minimal inhibitory concentration (MIC), fungitoxic spectrum and mycotoxin inhibition 
were assessed. Results showed thymol and carvacrol exhibited fungicidal action, as determined by MIC values of 
2500 and 30 µg mL-1, respectively. Both thymol and carvacrol significantly inhibited growth of A. flavus (p<0.05) 
at concentrations of 600 and 15 µg mL-1, respectively. Fungal biomass, as estimated by determination of ergosterol 
concentration, was significantly reduced (p<0.05) at thymol concentrations of 2500 µg mL-1 and at carvacrol 
concentrations of 250 µg mL-1. Thymol and carvacrol exhibited antiaflatoxigenic effects at concentrations of 600 and 
125 µg mL-1, respectively. While both thymol and carvacrol showed possessing antifungal activities, neither were 
highly antiaflatoxigenic. Carvacrol and thymol might be considered for use as potential antifungal natural compounds 
against A. flavus.
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INTRODUÇÃO

As aflatoxinas (AFs) são metabólitos 
secundários altamente tóxicos, mutagênicos 
e carcinogênicos produzidos por espécies de 
Aspergillus. Espécies desse gênero são difundidas em 
naturalmente nos ambientes, representando um risco 
para a saúde humana e animal. As aflatoxinas estão 
entre as substâncias mutagênicas e carcinogênicas 
mais potentes conhecidas, com base em estudos 
realizados em animais de experimentação e em estudos 
epidemiológicos em humanos. O vírus da hepatite B 
(VHB) é um contribuinte crítico para potencializar 
a indução do câncer de fígado pelas AFs.1 A Agência 
Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC) classifica 
as AFs como cancerígenos do grupo I e, portanto, 
carcinogênicos para humanos.2  Inúmeros  alimentos  
podem ser contaminados  por AFs, como cereais, 
oleaginosas, especiarias, sementes de algodão, leite, 
carne e frutas secas. No entanto, milho, amendoim e 
arroz são os itens mais comumente afetados.1

Durante anos, fungicidas químicos sintéticos 
foram considerados suficientes para controlar o 
crescimento fúngico na produção de alimentos. 
Entretanto, esses produtos representam potenciais 
riscos para a saúde humana e contribuem para 
a poluição do meio ambiente. Além disso, o uso 
contínuo desses compostos sintéticos levou, em 
muitos casos, à proliferação de biotipos resistentes de 
patógenos fúngicos. Portanto, novas abordagens para 
o controle de doenças pós-colheita são alternativas 
que devem ser priorizadas aos fungicidas sintéticos.3

Os óleos essenciais (OEs) são substâncias 
naturais de propriedades antibacterianas, antifúngicas 
e antioxidantes, comumente utilizadas na indústria 
alimentícia; são classificadas como GRAS (Geralmente 
Reconhecidas como Seguras) pela Food and Drug 
Administration (FDA).4 Muitos componentes 
químicos encontrados nos OEs também foram 
aceitos pela Comissão Europeia como agentes 
aromatizantes para uso em alimentos como linalool, 
timol, eugenol, carvona, cinamaldeído, vanilina, 
carvacrol, citral e limoneno.5 A composição química 
dos OEs varia dependendo da genética da planta, 

tempo de colheita, condições climáticas e geográficas, 
luminosidade, mudanças dos métodos de extração.6 
De fato, a literatura científica descreve variações no 
perfil químico de vários OEs. Assim, a composição 
química de um OE precisa ser padronizada antes de 
ser totalmente avaliado e recomendado como um 
conservante alimentar, uma vez que qualquer variação 
em sua composição modificaria sistematicamente sua 
atividade antifúngica.7 Tal atividade antifúngica se deve 
aos compostos majoritários ou as interações sinérgicas 
entre diferentes compostos menores. Portanto, o uso 
de compostos isolados de OEs pode representar uma 
alternativa não só ao uso de fungicidas sintéticos, mas 
também ao uso de OEs in natura devido à variação de 
seu perfil químico.3,5,8

Vários autores demonstraram e/ou 
compararam a ação antifúngica de OEs ou de 
seus compostos isolados. Abbaszadeh et al. 8 
demonstraram a eficácia antifúngica de timol, 
carvacrol, eugenol e mentol no controle de fungos 
relevantes para alimentos. O timol foi associado à 
inibição do crescimento do Cladosporium spp. e o 
carvacrol teve atividade significativamente fungicida 
sobre Aspergillus spp. Os autores sugerem o papel 
de compostos menores agindo sinergicamente com 
os majoritários (α-pineno, 1,8-cineol e cânfora), pois 
melhora a atividade antifúngica dos OEs de Rosmarinus 
officinalis, Salvia officinalis, Lavandula dentata e 
Laurus nobilis em A. flavus e A. carbonarius.7,9 
Eugenol e nerol têm potencial efeito inibitórios sobre 
as cepas de Aspergillus.10 Wang et al.11 demonstraram 
ação antifúngica do cinamaldeído, citral, geraniol 
e carvacrol sobre A. flavus, A. carbonarius e 
Penicillium viridicatum. Lasram et al.12 relataram 
o efeito antifúngico e antiaflatoxigênico da carvona 
sobre A. flavus.  

Carvacrol e tomilho são os principais 
compostos químicos encontrados em alguns OEs, 
como os obtidos de orégano (Oreganum sp.) e 
tomilho (Thymus sp.). Esses compostos têm se 
mostrado eficientes na redução da contaminação 
microbiana dos alimentos, e melhoram a qualidade 
geral das frutas armazenadas, preservando suas 
propriedades organolépticas, nutritivas e funcionais 



115Nakasugi, Bomfim, Romoli, Nerilo, Silva, Oliveira, Machinski Jr

Saud Pesq, 2021 jan./mar.; 14(1):113-123 - e-ISSN 2176-9206

por mais tempo.13 Portanto, o objetivo deste estudo 
foi avaliar os efeitos do timol e carvacrol sobre o 
crescimento e desenvolvimento do Aspergillus flavus 
e a produção de aflatoxinas.

MATERIAL E MÉTODOS

Soluções padrão de timol e carvacrol: Os 
padrões de timol e carvacrol foram adquiridos da 
Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). Os padrões 
foram dissolvidos separadamente em soluções 
aquosas contendo Tween 80 (0,1%) (Vetec, Rio de 
Janeiro, Brasil) a fim de obter soluções padrão de 
trabalho em concentrações de 250 a 20.000 μg mL-1 
de timol e carvacrol, respectivamente. As soluções 
foram armazenadas a 4 °C até o momento de uso. 
Condições de cultivo do microrganismo: a cepa 
AF42 de A. flavus, isolada de amendoins armazenados 
e previamente identificada como altamente produtora 
de aflatoxinas B1 (AFB1) e B2 (AFB2), foi selecionada 
para esta investigação. A  cepa fúngica foi mantida  em 
glicerol (15%) a -20°C no banco de fungos isolados da 
Universidade Estadual de Maringa  (UEM), Maringá, 
Brasil. Novas culturas do microrganismo foram  
cultivadas  em tubos contendo Ágar Batata Dextrose 
(BDA) (Neogen® Co., Lansing, MI, EUA), e mantidas 
por 7 dias a 25°C em uma incubadora (modelo 411 – 
FPD 335, Ethik Technology, Vargem Grande Paulista, 
Brasil) no escuro. Posteriormente foram realizados 
os seguintes experimentos: determinação da 
concentração inibitória mínima (CIM), determinação 
de concentração fungicida mínima (CFM), avaliação 
do crescimento micelial e dos efeitos do timol e 
carvarol na produção de aflatoxinas e ergosterol.

Determinação da CIM e CFM:  a fim de 
determinar a CIM e a CFM do timol e carvacrol em A. 
flavus, os experimentos foram realizados de acordo 
com o documento M38-A2 da Comissão Nacional 
de Normas Clínicas Laboratoriais,14 com as devidas 
adaptações às macrodiluções para leveduras e fungos 
filamentosos. Timol e carvacrol foram dissolvidos 
em Tween 80 (0,1%) para que fossem obtidas 
concentrações que variavam de 600 a 10.000 μg 

mL-1 para timol e de 15 a 250 μg mL-1 para carvacrol.  
Uma suspensão contendo conídios de A. flavus a 
uma concentração de 104 UFC mL-1 foi preparada 
em meio RPMI-1640 sintético (0,5 mL) utilizando a 
câmara de Neubauer. Um tubo contendo a suspensão 
de conídios foi preparado como controle fúngico. Os 
tubos foram incubados a 35°C por 72 h. A CIM foi 
definida como a menor concentração dos compostos 
testados que inibiram o crescimento visual de A. 
flavus. Posteriormente, as alíquotas foram retiradas 
dos tubos que não apresentavam crescimento visual 
fúngico e inoculadas em placas de Petri contendo ágar 
Sabouraud. As placas foram incubadas a 25°C por 72 
h. A CFM foi determinada de acordo com a ausência 
de crescimento fúngico nas placas.

Efeitos do timol e carvacrol no 
crescimento de A. flavus:  Timol e carvacrol foram 
diluídos em solução de Tween 80 (0,1%) de acordo 
com as concentrações estabelecidas pela CIM e CFM. 
Foram testadas duas concentrações superiores e duas 
concentrações inferiores a CFM. Diferentes soluções 
contendo os compostos testes foram adicionadas 
aos frascos de Erlenmeyer contendo 24 mL de meio 
líquido extrato de sacarose de levedura ( YES). 
Alíquotas de 106 conídios de A. flavus mL-1 foram 
adicionadas a cada frasco contendo meio de cultura e 
compostos teste. Os frascos foram incubados a 25°C 
no escuro por 7 dias. Um frasco contendo nistatina 
com uma concentração de 1.000 μg mL-1 também foi 
preparado para se o controle positivo (CP). Outro 
frasco contendo apenas o inóculo no meio da cultura 
foi preparado como controle fúngico (CF).

Após o período de incubação, o conteúdo de 
cada frasco foi filtrado através de papel filtro padrão. 
A biomassa separada do teor líquido foi pesada e 
posteriormente utilizada para extração de ergosterol, 
enquanto os conteúdos filtrados foram posteriormente 
utilizados para extração de aflatoxinas.15

Determinação do peso úmido do micélio: 
o micélio retido no papel filtro foi coletado em 
tubos anteriormente pesados, que foram pesados 
novamente, a diferença entre os pesos determina o 
peso úmido do micélio.16 O percentual de inibição do 
crescimento micelial foi determinado utilizando-se as 
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fórmulas: [(Pc – Pt)/Pc] x 100, onde o Pc representa o 
peso médio do micélio obtido a partir dos frascos de 
CF, enquanto Pt representa o peso médio da micelia 
obtida dos frascos testes.

Extração de ergosterol:  o micélio foi 
transferido para tubos contendo 20 mL de metanol, 
5 mL de etanol e 2 g de hidróxido de potássio 
(Merck, Darmstadt, Alemanha). Cada tubo contendo 
essa solução foi homogeneizado por 5 minutos em 
agitador de tubos (KMC 1300V, Bucheon, Coreia) e 
deixado em banho de água EV 015 (Evlab, Londrina, 
Brasil) a 70°C por  40 min. Após o resfriamento 
à temperatura ambiente, 5 mL de água destilada 
foram adicionados a cada tubo  que foram então  
centrifugados a 1735  g  por  20 min (Universal 320R, 
Hettich, Tuttingen, Alemanha). O sobrenadante foi 
removido e o n-hexano (FMaia, Cotia, Brasil) foi 
adicionado em volume igual a cada tubo. Após 2 
minutos de agitação, a fração orgânica foi coletada e 
colocada em um frasco de vidro âmbar. O solvente 
em cada tubo foi evaporado (White Martins, Rio de 
Janeiro, Brasil).  O resíduo obtido foi armazenado a 
-20°C até a análise cromatográfica.15

Parâmetros cromatográficos para detecção e 
quantificação de ergosterol:  1 mL de etanol (Panreac, 
Barcelona, Espanha) foi adicionado nas amostras e 
filtradas através de filtros de seringa Millex-LCR (0,45 
μm x 13 mm, PTFE modificado) (EMD Millipore 
Corporation, Billerica, MA, EUA). O padrão de 
Ergosterol foi adquirido da Sigma Chemical (St. Louis, 
MO, EUA) e preparado de acordo com as instruções 
do fabricante. O equipamento de cromatografia 
líquida de alto desempenho (HPLC) utilizado foi 
um Finnigan Surveyor Plus (Thermo Scientific, San 
Jose, CA, EUA) possuindo um sistema de detecção 
UV/VIS. A coluna cromatográfica utilizada foi uma 
coluna analítica de fase C18, Spherisorb® (150 x 4,6 
mm, 5 μm, Waters, Wexford, Irlanda). As condições 
cromatográficas foram metanol de fase móvel (100%), 
tempo de análise de 10 min, volume de injeção de 
100 μL, vazão de 1,5 mL min-1 e comprimento de 
onda de 282 nm. Todos os reagentes foram de grau 
HPLC. Uma curva de calibração do padrão ergosterol 
variando de 10 a 100 μg mL-1 foi construída para 
determinar as concentrações de ergosterol. O 
tempo de retenção foi de 4,6 minutos. Os limites de 

detecção e quantificação foram de 1,5 e 10 µg mL-1, 
respectivamente. A recuperação foi de 77,4 ± 7,2%.15

Avaliação do efeito antiaflatoxigênico do 
timol e carvacrol:

Extração de aflatoxinas: o filtrado obtido 
a partir das amostras foi submetido a processos de 
extração.15 Da solução filtrada, para cada amostra, 20 
mL foram transferidos para funis de separação (125 
mL) aos quais 10 mL de n-hexano foram adicionados. 
Após 1 minuto de agitação manual, a fase aquosa 
foi separada da fase orgânica, a fase orgânica foi 
descartada. A fase aquosa foi novamente colocada no 
funil de separação, ao qual foram adicionados 10 mL 
de clorofórmio (F. Maia Indústria e Comércio Ltda., 
Cotia, Brasil). O funil de separação foi agitado por 3 
minutos. A fração de clorofórmio foi então filtrada 
através de papel filtro padrão com o auxílio de sulfato 
de sódio anidro e coletado em frascos de vidro âmbar. 
Outros 10 mL de clorofórmio foram adicionados à fase 
aquosa e processo de extração e filtração repetidos. Os 
frascos âmbar foram colocados em um banho de água 
a 65°C para evaporação de solvente. O resíduo obtido 
foi armazenado a -18°C até a análise cromatográfica.  

Determinação de aflatoxinas pelo HPLC: 
resíduos obtidos após a extração de aflatoxinas foram 
ressuspensos em 1 mL de água:metanol (50:50, v/v) 
e depois filtrados através de uma membrana de 0,45 
μm. Os padrões de aflatoxinas foram adquiridos 
da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) e as soluções de 
trabalho e estoque foram preparadas de acordo com o 
Manual de Métodos Oficiais de Análise da Associação 
de Química Analítica Oficial Internacional.17 As 
concentrações das aflatoxinas B1 e B2 foram avaliadas 
utilizando-se o mesmo equipamento descrito acima, 
mas com uma coluna cromatográfica de fase C18 
(250 x 4,6 mm, 5 μm, Pickering Laboratories Inc., 
Mountain View, CA, EUA). A derivação pós-coluna foi 
realizada pelo Kobra Cell® (Biopharm Rhone Ltda., 
Glasgow, Escócia). As condições cromatográficas 
foram: fase móvel metanol-acetonitrila de água 
(20:60:20, v/v/v/) contendo 119 mg L-1  de brometo de 
potássio (Quimex SA, Productos y Insumos Quimicos, 
Lima, Peru) acidificado com 350 μL de ácido nítrico 4 
mol L-1  (Labsynthy®, Diadema, SP, Brasil), volume de 
injeção de 100 μL, vazão de 1 mL min-1, detecção de 
fluorescência em comprimentos de onda de excitação 
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e emissão de 362 e 425 nm, respectivamente. Todos 
os reagentes eram de grau HPLC. Uma curva de 
calibração variando de 1 a 20 ng mL-1 foi construída 
utilizando diferentes soluções contendo padrões 
de AFB1 e ABF2 nas concentrações 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 
15 e 20 ng mL-1 para determinar a concentração de 
aflatoxinas. O tempo de corrida foi de 25 minutos. 
Os tempos de retenção foram de 11 min para AFB2 e 
de 13 min para AFB1. A recuperação média e precisão 
para AFB1 e AFB2 foram de 93,1 e 7,9%, 103 e 6%, 
respectivamente. O limite de detecção foi de 0,05 e 
0,04 ng mL-1, e o limite de quantificação foi de 0,5 
e 0,4 ng mL-1 para AFB1 e AFB2, respectivamente. O 
percentual de inibição da produção de AFB1 e AFB2 em 
cada concentração de timol e carvacrol foi calculado 
em comparação com o controle fúngico (CF).

Análise estatística: os experimentos foram 
realizados em quadruplicata. Os resultados foram 
analisados usando o software GraphPad Prism 
5.0 (GraphPad Software, Inc.).  Para determinar 
diferenças para comparações múltiplas e fator 
único foram realizadas análises unidirecionais de 
variância (ANOVA) seguidas de testes pós-hoc de 
Tukey. Os resultados foram expressos como média 
± desvio padrão, e as diferenças foram consideradas 
significativas quando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

CIM E CFM

A CIM e CFM para timol foram de 2500 μg 
mL-1, no qual foi verificado que o timol possui ação 

fungicida. Quando avaliado em Candida albicans, a 
CIM para timol foi de 125 μg mL-1 e em Penicillium 
digitatum e P. italicum, CIM foi de 500 μg mL-1, o que 
demonstra que a ação fungicida do timol depende da 
espécie fúngica.18,19 Abbaszadeh  et al.8  determinaram 
a CIM para timol em diferentes isolados fúngicos, esta 
variou  entre 100 e 500 μg mL-1, corroborando com 
os dados aqui mostrados. A inibição de crescimento 
mais eficiente foi verificada quando o timol foi testado 
em Cladosporium spp., seguido por Aspergillus spp., 
Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Penicillium 
spp., Alternaria alternata e Rhizopus oryzea.

Quanto ao carvacrol, a CIM foi determinada 
em 30 μg mL-1, enquanto o MFC foi determinado em 
uma concentração de 60 μg mL-1 para A. flavus. No 
presente estudo, ao contrário do timol, o carvacrol 
exibiu ação fungistática. Esses resultados corroboram 
os dados de Abbaszadeh et al.8 que relataram carvacrol 
possui ações fungistática contra o mesmo fungo, CIM 
sendo de 100 μg mL-1 e CFM de 125 μg mL-1.
EFEITOS DO THIMOL E CARVACROL NO CRESCI-
MENTO DE A. Flavus

O timol (Tabela 1) reduziu significativamente 
o peso fúngico do micélio (peso úmido) em todas 
as concentrações testadas em comparação com o 
controle fúngico (FC). Isso foi observado na amostra 
de controle positivo (PC). Carvacrol (Tabela 1) reduziu 
significativamente o peso fúngico micelial em todas 
as concentrações avaliadas, percentuais de inibição 
variando de 38,40 a 48,80%. A inibição completa foi 
observada apenas na amostra correspondente ao 
controle positivo (PC).

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

(Continua)

Timol (µg/mL) Peso do micélio (g ) Inibição do crescimentoa (%)

CF 12,5 -

600 5,73* 54,4±0,30*

1250 4,63* 63,2±0,15*

2500 0,23* 98,4±0,05*

5000 - 100,0±0,0*

CP - 100,0±0,0*
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Da mesma forma, Gandomi et al.20 avaliaram 
os efeitos do óleo essencial obtido da Zataria 
multiflora Boiss (uma planta semelhante ao tomilho 
que cresce apenas no Irã, Paquistão e Afeganistão) 
em A. flavus. Os autores relataram que o composto 
majoritário encontrado foi o carvacrol (71,12%), e que 
todas as concentrações testadas (50 a 1.000 μg mL-

1) foram capazes de prevenir o crescimento fúngico, 
especialmente em concentrações superiores a 400 μg 
mL-1, onde a inibição do crescimento foi completa. 
Carvacrol, o principal composto fenólico encontrado 
no óleo essencial de Z. Multiflora foi indicado como o 
composto responsável pelos efeitos antifúngicos.

EFEITOS DE TIMOL E CARVACROL NA BIOSÍNTESE 
ERGOSTEROL

Ergosterol é responsável por manter a 
integridade e a funcionalidade das células. Uma 
redução do teor de ergosterol geralmente leva 
à perda da estabilidade da membrana e leva a 
distúrbios osmóticos e compromete o crescimento 
e a proliferação de células fúngicas.21 Portanto, a 
quantidade de ergosterol produzida por A. flavus 
exposta a diferentes concentrações de timol e carvacrol 
foi quantificada, permitindo quantificar a biomassa 
fúngica por sua vez. O mecanismo de ação de timol e 
carvacrol que leva à inibição do crescimento micelial 
de fungos toxigênicos não é claro; aparentemente, 
esses compostos formam pontes de hidrogênio em 
locais ativos de enzimas-chave. Nossos resultados 

Timol (µg/mL) Peso do micélio (g ) Inibição do crescimentoa (%)

Carvacrol (µg/mL) Peso do micélio (g ) Inibição do crescimentob (%)

CF 12,5 -

15 7,83* 38,4±0,40*

30 7,23* 42,4±0,78*

60 7,56* 40,0±0,64*

125 7,70* 38,4±0,52*

250 6,39* 48,8±0,62*

CP - 100,0±0,0*
*diferença significativa (p<0,05) comparada ao controle fúngico.
Valores expressos com média ± desvio padrão na inibição do desenvolvimento.
CF – controle fúngico, inóculo. CP – controle positivo, inóculo tratado com 1000 µg mL-1 nistatina.

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

A Figura 1 mostra a inibição da produção de 
ergosterol por A. flavus após o tratamento com timol. 
Os resultados mostram uma redução significativa 
nas quantidades de ergosterol em concentrações de 
2500 e 5000 μg mL-1 em comparação com o controle 
fúngico (FC). A inibição nessas concentrações também 
é significativamente mais acentuada em comparação 
com os resultados obtidos em concentrações mais 
baixas. Ochoa-Velasco et al.3 relataram resultados 
semelhantes ao testar os efeitos do timol em F. 
verticillioides.

(Conclusão)
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Figura 1. Efeito inibitório do timol na biossíntese de ergosterol por Aspergillus flavus. 
(CF) - Controle fúngico sem tratamento. (CP) - controle positivo, nistatina (1000 µg mL-1). Os tubos de ensaio foram incubados durante 7 

dias a 25 ° C em meio líquido YES (n = 4). * p <0,05.

Os resultados apresentados na Figura 
2 demonstram a ação inibitória do carvacrol na 
produção de ergosterol por A. flavus. Há uma 
inibição significativa da produção de ergosterol 
em uma concentração de 250 μg mL-1 não apenas 
em comparação com o controle fúngico (FC), mas 
também em relação às outras concentrações testadas. 
Estudo realizado por outros autores mostrou que o 

timol e o carvacrol, quando testados em C. albicans, 

reduziram a produção de ergosterol em até 98%, 

dependendo da concentração testada (100 μg mL-

1).22 Ahmad et al.22 relataram a inibição da produção 

de ergosterol em concentrações acima dos valores 

estabelecidos para CIM, semelhante aos resultados 

encontrados no presente estudo.

Figura 2. Efeito inibitório do carvacrol na biossíntese de ergosterol por Aspergillus flavus. 
(CF) - Controle fúngico sem tratamento. (CP) - controle positivo, nistatina (1000 µg mL-1). Os tubos de ensaio foram incubados durante 7 

dias a 25 ° C em meio líquido YES (n = 4). * p <0,05
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Alguns compostos antifúngicos podem afetar 
o desenvolvimento micelial e a produção de ergosterol 
devido à tensão bioquímica.   Esses compostos são 
capazes de ativar um mecanismo de compensação que 
gera uma resposta adaptativa pelo fungo, causando 
reprogramação da expressão de genes responsáveis pela 
translação de proteínas de parede celular.23 O resultado 
imediato  foi  um aumento  não significativo  (p>0,05)  
na biossíntese de ergosterol, como observado na Figura 
2 com o uso de carvacrol  em  concentrações de 15, 30 
e 60  μg mL-1. Os autores observaram que em baixas 
concentrações, óleos essenciais e seus compostos 
podem danificar a parede celular fúngica e causar um 
aumento na produção de ergosterol, resultando no 
aumento da biomassa fúngica.24

EFEITOS ANTIAFLATOXIGÊNICOS DE TIMOL E CAR-
VACROL

A Tabela 2 mostra os resultados para os 
efeitos do timol na produção de AFB1 e AFB2. O 
timol apresentou efeitos antiaflatoxigênicos em 
concentrações acima de 600 μg mL-1, pois reduziu a 
produção de AFB1 e AFB2. A produção de aflatoxinas  
aumentou, mas não significativamente (p> 
0,05)  na concentração de  1250  μg mL-1 de timol. 
Concentrações mais baixas de compostos inibitórios 
podem causar uma resposta adaptativa para proteger 
o fungo, resultando em alterações epigenéticas 
causando aumento da produção de toxinas.24

Tabela 2. Efeito inibitório do timol na produção de aflatoxinas pelo Aspergillus flavus

Timol (µg mL-1)

Aflatoxina B
1

Aflatoxina B
2

Concentração

(ng mL-1)

Inibição

(%)

Concentração

(ng mL-1)

Inibição

(%)

CF 133301 ± 3971 - 7095 ± 345.9 -

600 64054 ± 84420* 51,94 3576 ± 4747* 49,59

1250 146395 ± 27246 - 8558 ± 828,3 -

2500 93949 ± 68918* 29,52 4626 ± 3145* 34,79

5000 ND*.** 100,00 ND*.** 100,00

CP ND*.** 100,00 ND*.** 100,00

ND – não detectado.
* diferença significativa comparada ao controle fúngico (p<0,05).
** não há diferença significativa com os grupos comparados (CP).
Valores de concentração obtidos por análise em HPLC e expressas como media ± desvio padrão.
CF – controle fúngico, inóculo.
CP – controle positivo, inóculo tratado com 1000 µg mL-1 nistatina.

A Tabela 3 mostra os resultados dos efeitos 
do carvacrol na produção de aflatoxinas por A. flavus. 
Uma redução significativa da produção de aflatoxinas 
só pode ser observada em uma concentração de 
carvacrol de 125 μg mL-1, sendo de apenas 39,68 
e 19,15% para AFB1 e AFB2, respectivamente. 
Nistatina, a referência antifúngica usada como PC, 
inibiu completamente a síntese de AFB1 e AFB2 por 
A. flavus. Corroborando com nossos dados, outros 
autores relataram que o carvacrol inibiu a produção 

de aflatoxinas em A. parasiticus em 92,64% em uma 
concentração de 1.320 μg mL-1, evidenciando que este 
composto de fato possui efeitos antiaflatoxigênicos.26
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Tabela 3. Efeito inibitório do carvacrol na produção de aflatoxinas em Aspergillus flavus

Carvacrol 

(µg mL-1)

Aflatoxina B
1

Aflatoxina B
2

Concentração

(ng mL-1)

Inibição

(%)

Concentração

(ng mL-1)

Inibição

(%)

CF 133301 ± 3971 - 7095 ± 345,9 -

15 127702 ± 6193* 4,20 7570 ± 172* -

30 127549 ± 10089* 4,31 7355 ±160,9* -

60 118349 ± 7555* 1,21 6832 ±151,8* 3,70

125 80404 ± 20334*.** 39,68 5736 ±553,4*.** 19,15

CP ND*.** 100,00 ND*.** 100,00

ND – não detectado.
* diferença significativa comparada ao controle fúngico (p<0,05).
** não há diferença significativa com os grupos comparados (CP).
Valores de concentração obtidos por análise em HPLC e expressas como media ± desvio padrão.
CF – controle fúngico, inóculo.
CP – controle positivo, inóculo tratado com 1000 µg mL-1 nistatina.

Outros autores ao analisar os efeitos 
do óleo essencial de Z. multiflora em A. flavus, 
constataram que ele exibiu ação antiaflatoxigênica 
em concentrações de 50 e 150 μg mL-1.20 Mostraram 
que o carvacrol, um dos principais compostos desse 
óleo essencial, pode ser considerado um inibidor da 
produção de toxinas. No entanto, a associação com 
outros compostos encontrados no óleo essencial 
também deve ser levada em consideração. Prevenção 
da formação de micélio e conídios por fungos 
toxigênicos é uma das características da inibição da 
síntese de aflatoxinas.  

CONCLUSÕES

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

potentes compostos naturais antifúngicos a serem 
usados contra A. flavus. Futuros estudos devem ser 
realizados como a aplicação de carvacrol e timol 
em práticas agrícolas como fungicidas naturais 
que poderiam substituir parcialmente fungicidas 
sintéticos.
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