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RESUMO: Thymus vulgaris, conhecida como tomilho, é uma planta culturalmente utilizada como
condimento e seu Oleo essencial é comumente usado como antimicrobiano e antioxidante. Foi
avaliada neste estudo a atividade antimicrobiana de Thymus vulgaris a partir de uma extragcao
etandlica de suas folhas, por meio do método de difusdo em discos, sendo utilizadas nessa avaliagao
cepas fungicas e bacterianas, onde a eficiéncia do extrato foi avaliada por meio dos halos de inibicao
formados quando comparados aos medicamentos tradicionais. Além da avaliacdo antimicrobiana, foi
realizada uma andlise fitoquimica para uma determinacdo qualitativa de alguns constituintes do
extrato. Foi possivel observar melhor atividade sobre as cepas do fungo Candida glabrata, com
formacdo de um halo de inibicdo de 10,0 £0,6 mm, e da bactéria Staphylococcus aureus, na qual
formou-se um halo de 12,3 0,6 mm, analisando-se também que o extrato ndo tem potencial
antimicrobiano sobre Candida parapsilosis e Escherichia coli, uma vez que ndo houve formacado de
halo em nenhuma das concentracdes testadas. Estdo presentes na composicdo do extrato:
flavonoides, taninos, cumarinas, fendis e esteroides. E possivel concluir, a partir dos dados obtidos,
a existéncia de atividade antimicrobiana no extrato, porém, sdo0 necessarios estudos mais
detalhados para a verificacdo dessa acdo e da possibilidade do surgimento de um eficaz
antimicrobiano.
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ABSTRACT: Thymus vulgaris, known as thyme, is a plant culturally used for flavoring and its
essential oil is commonly used as antimicrobial and antioxidant. This study evaluated the
antimicrobial activity of Thymus vulgaris from an ethanolic extract of its leaves through the method
of distribution in disks, using fungal and bacterial strains, where the efficiency of the extract was
assessed by the halos of inhibition when compared to traditional medicines. Besides the
antimicrobial evaluation, a phytochemical analysis was carried out aiming the qualitative
determination of some extract constituents. We could observe a better activity on the strains of the
fungus Candida glabrata, forming a halo of inhibition of 10,0 +0,6 mm, and the bacterium
Staphylococcus aureus, forming a halo of 12,3 +£0,6 mm; we also observed that the extract has no
antimicrobial potential over Candida parapsilosis and Escherichia coli, since there was no formation
of halo in any of the concentrations tried. The extract is composed of: flavonoids, tannins,
coumarins, phenols, and steroids. One may infer from the data the existence of antimicrobial activity
in the extract, however, more detailed studies are needed to verify this action and the potential

emergence of an effective antimicrobial agent.
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INTRODUCAO

Desde tempos remotos, as plantas sdo
utilizadas com finalidades terapéuticas, sendo
que a maior parte dessa utilizacdo advém
primeiramente do conhecimento popular e
tradicional. Esse conhecimento pode levar a
descoberta de importantes moléculas e
medicamentos nas areas médica e
farmacéutica (FERNANDES; SANTOS, 2005).

A busca por novas moléculas com
atividade terapéutica tem aumentado a cada
dia, uma vez que se observa um aumento na
taxa de resisténcia dos microorganismos,
principalmente aqueles oportunistas que
afetam geralmente os pacientes hospitalizados
e imunossuprimidos, chegando a provocar sua
morte, além dos efeitos toxicos e baixa
eficacia de alguns medicamentos disponiveis
no mercado (ANDRADE; LEOPOLDO; HAAS,
2006). Mediante essa realidade, a necessidade
de novas alternativas terapéuticas tornou-se
evidente, assim, as plantas medicinais surgem
como fonte de novas moléculas com grande
potencial antimicrobiano (MENEZES et al.,
2007).

O tomilho é uma planta originaria da
Europa e cultivada no Sul e Sudeste do Brasil.
As folhas e ramos novos desse pequeno
arbusto sdo tipicamente utilizados na culinaria
como condimento e erva aromatica, e seu 6leo
essencial é usado como antimicrobiano e
antioxidante, sendo que o timol € o principal
constituinte do tomilho (SANTORO et al.,
2007; MEWES; KRUGER; PANK, 2008).

Partindo desse principio, este estudo
tem como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana do extrato etandlico de Thymus

vulgaris L. (tomilho) diante de algumas cepas

bacterianas e flngicas, visto que estudos
comprovam acao sobre microorganismos a
partir do 6leo essencial dessa planta e ndo por
meio do extrato polar da mesma, além de
realizar uma andlise fitoquimica dos
constituintes do produto advindo de uma

extracdo com solvente polar.

METODOS

Foi realizado um levantamento
bibliografico em fontes cientificas indexadas
da internet sobre os componentes de Thymus
vulgaris L. (tomilho) que pertence a familia
das Lamiaceae, e sua relagcdo com a atividade
antimicrobiana. Fez-se, entao, um
levantamento de dados em artigos, periédicos,
dissertacbes de mestrado e teses de
doutorado, onde foram constatados varios
estudos da atividade antibacteriana e
antifingica do 6leo essencial das folhas do
tomilho, mas nenhum estudo indexado sobre a
atividade antimicrobiana de extratos polares
dessas folhas, sendo alguns estudos
relacionados somente ao uso popular.

Os extratos foram obtidos a partir de
flocos das folhas secas e trituradas de Thymus
vulgaris L., sendo realizada uma maceracédo
das folhas da planta em etanol absoluto (1:3
p/v) por dez dias, em frasco fechado, a
temperatura ambiente (aproximadamente
25°C) e ao abrigo da luz, seguida de filtracdo e
dessecacdo para a obtencao do extrato bruto.

A metodologia utilizada no experimento
para a avaliacdo da atividade antimicrobiana
do extrato é a mesma adotada pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards -
NCCL (1999), sendo o método de difusdo em

discos, onde o extrato foi diluido em
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Dimetilsulfoxido (DMSO) nas concentracdes de
50 mg/ml, 100 mg/ml e 200 mg/ml para a
inoculacdo nos discos. Foram utilizadas nos
testes as seguintes cepas fungicas: Candida
albicans (ATCC 10231), Candida glabrata
(ATCC 66032), Candida parapsilosis (ATCC
22019) e Cryptococcus neoformans (ATCC
90112). Ja em relagcdo a cepas bacterianas,
foram utilizadas Escherichia coli (ATCC 8739),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Streptococcus faecalis (ATCC 9790).

Apos incubacao das placas,
procederam-se as leituras dos halos de
inibicdo, incluindo o didametro do disco, com o
auxilio de régua milimetrada. O calculo foi
realizado a partir da média das trés leituras da
amostra sob teste. Coldnias que cresceram no
halo de inibicdo foram  consideradas
resistentes aquele extrato testado. Extratos
ativos foram considerados aqueles que

obtiveram halos maiores que 10 mm.

Para o célculo da atividade
antibacteriana e antift]ngieg, 0s resultados
foram expressos em termos de média + erro
padrdo da média (+ EPM).

Foi realizada a andlise fitoquimica
preliminar do extrato de Thymus vulgaris L.
por via imida, sendo esta apenas uma analise
qualitativa, onde foram \verificadas as
presencas de alcaloides, flavonoides, taninos,
saponinas, cumarinas, fendis e terpenos

(MATOS, 1988).

RESULTADOS

O extrato etandlico de folhas de
Thymus wvulgaris L. foi testado nas
concentragdes de 50 mg/ml, 100 mg/ml e 200
mg/ml sobre cepas de bactérias e fungos
leveduriformes. A pesquisa foi realizada em
triplicata e o valor dos halos corresponde a
média = o erro padrdao da média dos
resultados encontrados. Os resultados podem

ser observados nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1 -= Média da dimensao da zona de inibicdo (mm) formada pelo padrdo e extrato

bruto etandlico de folhas de Thymus vulgaris em exposicado a varios fungos

Halos (mm)

Halos (mm) Halos (mm)

Controle Extrato Controle

negativo positivo
DMSO 50 mg/mi 100 200 mg/mi Fluconazol

mg/ml 10 mg/ml

Candida albicans - 9,6 +2 7,3 0,6 8,6 +0,6 26,6 =4
Candida glabrata - 10,0 +0,6 8,0 +1 - 11,3 +5,8
Candida parapsilosis - - - 24,0 £10
Cryptococcus neoformans - 7,3 0,6 8 +1 8,3 +0,6 20,0 +1

* - 2 Nao houve formacao de halo de inibicdo.
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Tabela 2 -= Média da dimensao da zona de inibicdo (mm) formada pelo padrdo e extrato

bruto etandlico de folhas de Thymus vulgaris em exposicdo a varias bactérias

Halos (mm)

Halos (mm) Halos (mm)

Controle Extrato Controle
negativo positivo
DMSO 50 mg/mi 100 mg/mi 200 mg/ml Cefalotina
30 ug
Escherichia coli - - - - 17,3 +1
Pseudomonas aeruginosa - 9,3 +1 8,6 +2.,3 7,3 +0,6 16,0
Staphylococcus aureus - 11,0 +1,7 12,3 +0,6 10,0 26,0 +3
Streptococcus faecalis - 7,3 +0,6 7,3 +0,6 - 16,0 +1

* - 2 Nao houve formacao de halo de inibicao.

A metodologia baseada no método de Bauer et
al. (1966) utilizou como padrdao de controle
negativo DMSO, que foi o solvente diluente do
extrato nas trés concentracdes testadas, e
também o padrdao de controle positivo com
Fluconazol para cepas fungicas e Cefalotina
para as bactérias.

Considerando ativo apenas os halos
maiores que 10 mm, foi possivel observar que
0 extrato etandlico das folhas de Thymus
vulgaris L. na concentracdo de 50 mg/ml teve
uma maior acao antifungica na cepa de
Candida glabrata devido ao maior halo de
inibicdo formado (10,0 0,6 mm), se
comparados com as cepas flungicas de Candida
albicans e Cryptococcus neoformans. Quanto
ao fungo Candida parapsilosis o0 extrato
etandlico das folhas de Thymus vulgaris L. ndo

mostrou atividade, uma vez que, ndo houve

formacdo de halo de inibicdo em nenhuma das
concentracgOes testadas.

Observou-se que o extrato do tomilho
apresentou melhor atividade antibacteriana
nas placas incubadas com Staphylococcus

aureus, apresentando um maior halo de
inibicdo em todas as concentracdes testadas
se comparado com as cepas de Pseudomonas
aeruginosa e Streptococcus faecalis.

Quanto a bactéria Escherichia coli, o
extrato de Thymus vulgaris L. ndo mostrou
atividade, uma vez que, ndao houve formacéao
de halo de inibicio em nenhuma das
concentracgOes testadas.

A andlise fitoquimica preliminar do
extrato das folhas de Thymus vulgaris revelou
a presenca de flavonoides, taninos, cumarinas,
fendis ser

e esteroides, conforme pode

verificado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Analise fitoquimica preliminar de extrato etandlico de folhas de Thymus

vulgaris (tomilho)

Grupos de metabdlito secundario Resultado

Alcaloides Negativo
Flavonoides Positivo
Taninos Positivo
Saponinas Negativo
Cumarinas Positivo
Fendis Positivo
Terpenos Positivo

DISCUSSAO

A planta selecionada como objeto de
estudo deste trabalho foi Thymus vulgaris L.,
o tomilho, por ser uma espécie muito utilizada
como condimento na culinaria brasileira e do
mundo, além de ser de ocorréncia na flora
brasileira; possuir relatos de utilizagdo
medicinal e poucos estudos cientificos sobre
essa espécie.

(0] levantamento bibliografico
demonstrou alguns estudos avaliando a
atividade antifungica do tomilho que foram
realizados a partir de seu O6leo essencial,
relatando que o0 mesmo possui grande
potencial antifingico, além de atuar na
inibicao de bactérias importantes,
principalmente a Staphylococcus aureus, e
protozoarios como Entamoeba histolytica e
Trypanosoma cruzi. Essa agdo antimicrobiana
esta relacionada a presenca de moléculas
constituintes de seu 6leo essencial como timol,
carvacrol, borneol e linalol, além de uma
importante caracteristica: sua hidrofobicidade,
que acarreta em uma caracteristica na qual o
6leo atravessa a membrana celular do

patégeno para afetar suas vias metabdlicas

e/ou organelas citoplasmaticas (BEHNIA et al.,
2008; SOKOVIC et al., 2009).

A partir das pesquisas ja realizadas
com o Oleo essencial de Thymus vulgaris L.,
surgiu o interesse na avaliacdo da atividade
antimicrobiana dessa planta, porém, a partir
de uma extracdo polar (etandlica) das folhas
comercializadas de Thymus wvulgaris L., uma
vez que, na literatura os relatos dos usos
populares evidenciam sua utilizacdo seja na
culindria ou na terapia geralmente com
solventes polares.

Muitas pesquisas sobre a acao de
produtos naturais tém sido priorizadas,
principalmente aquelas com finalidades
antimicrobianas. Isso se deve ao fato de que,
cada dia mais, os farmacos disponiveis no
mercado tornam-se menos eficazes,
principalmente, quanto a grande capacidade
mutacional dos microorganismos que 0s
tornam resistentes a essas substancias
(TAVARES, 2000).

A metodologia utilizada no experimento
para a avaliacdo do extrato contra espécies
fangicas e bacterianas foi o método da difusao

em agar, baseado na técnica descrita por
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Bauer et al. (1966). Esse método é bastante
utilizado em laboratérios de micologia clinica
para testes com possiveis antimicrobianos,
uma vez que é facil, rapido, econbmico e
também considerado confiavel, sendo possivel
selecionar extratos com potencial de grande
utilidade quimica e farmacoldgica, porém,
existe um problema nessa técnica, uma vez
que, dependendo, entre outros fatores, da
viscosidade e hidrossolubilidade do extrato
mesmo quando diluido, ele pode apresentar
baixa diluicio e difusdo no agar e,
consequentemente, sendo um teste de baixa
sensibilidade, além do que falta uma
padronizacdo nos testes de sensibilidade
(ALLEN; MOLAN; REID, 1991).

Em alguns resultados, a melhor
atividade encontrada foi para as menores
concentracdes, como € o caso das cepas de
Candida albicans, Candida glabrata e
Pseudomonas aeruginosa. Possivelmente, esse
fato pode estar relacionado a uma saturacao e
uma baixa difusibilidade do extrato pelo meio,
resultando em menor acdo antimicrobiana em
concentracfes maiores.

A andlise fitoquimica preliminar
realizada com o extrato etandlico de folhas de
Thymus vulgaris L. revelou a presenca de
fenois, flavonoides, terpenos, taninos e
cumarinas como  principais metabdlitos
secundarios. Alguns desses constituintes
quimicos presentes no extrato possuem
atividade antimicrobiana confirmada como os
flavonoides (DOURADO; LADEIRA, 2008), os
taninos (LOGUERCIO et al., 2005), as
cumarinas (BARATTO, 2007) e os fendis

(ALMEIDA, 2007).

Os fungos do género Candida
apresentam uma maior susceptibilidade a
extratos de plantas de acordo com relatos ja
evidenciados em outros estudos (LEMOS et
al., 1992; MARTINEZ et al.; 1994; SAXENA et
al., 1994; NASCIMENTO et al., 2000). Neste
estudo, o extrato etandlico de Thymus vulgaris
L. apresentou uma melhor atividade sobre a
cepa de Candida glabrata, formando um halo
de inibicdio com média de 10 0,6 mm na
concentracdo de 50 mg/ml, valor préximo ao
encontrado no halo formado pelo padréao
positivo com Fluconazol a 10 mg/ml (11 +5,8
mm). Porém, a mesma atividade nédo pode ser
observada na cepa de Candida parapsilosis,
uma vez que, 0 extrato ndo apresentou acgdo
antifngica sobre ela.

Sobre as bactérias testadas, foi
possivel observar uma melhor atividade
antibacteriana sobre as cepas gram-positivas,
tendo uma maior acdo sobre Staphylococcus
aureus, onde houve uma média de formacéao
de halo de 12,3 +£0,6 mm na concentracdo de
100 mg/ml do extrato, e uma inatividade total
do extrato etandlico de Thymus vwvulgaris L.
sobre a bactéria gram-negativa Escherichia
coli. Esses resultados podem ser explicados
pela diferenca entre a parede celular das
bactérias gram-positivas menos complexas
que a das gram-negativas. Essa notoéria
atividade antibacteriana contra as bactérias
gram-positivas levam a certo otimismo, sendo
que o extrato etandlico das folhas de Thymus
vulgaris L. pode ser uma nova opgéao
terapéutica utilizada contra cepas
multirresistentes de Staphylococcus aureus e
outras gram-positivas, como MRSA

(Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) e
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VRSA (Vancomycin-resistant Staphylococcus
aureus), que sdo grandes vildes
principalmente para

imunossuprimidos (KLEIN; GOULART, 2008).

pacientes

Os achados deste trabalho estdo de
acordo com os resultados obtidos por Khan
(2001), que realizaram uma avaliagcdo dos
extratos de folhas de Symplocos cochinensis,
e com os de Srinivasan (2001), que fizeram
um estudo sobre a atividade antimicrobiana de
algumas plantas utilizadas tradicionalmente na
medicina indiana. Esses dois estudos
obtiveram atividades antimicrobianas
melhores em cepas gram-positivas quando
comparadas a cepas gram-negativas testadas.

Essa discrepancia de resultados na
atividade antibacteriana do extrato entre os
dois grupos bacterianos possivelmente esta
diretamente relacionada a diferenca na
constituicdo da parede celular bacteriana das
gram-positivas e gram-negativas, uma vez
que, as (ram-positivas apresentam uma
parede celular quimicamente menos complexa
e com menor camada lipidica quando
comparadas com as gram-negativas; além dos
constituintes presentes no extrato de Thymus
vulgaris L., principalmente os taninos, sendo
que existem estudos que relacionam o teor de
taninos com a atividade antibacteriana contra
gram-positivas  (KHAN, 2001;
SRINAVASAN, 2001; CIMANGA et al., 2002;
MONTEIRO et al., 2005; SOUZA et al., 2007).

O extrato etandlico das folhas de

bactérias

Thymus wvulgaris L. surge como uma nova

possibilidade de agente antimicrobiano, sendo

necessarios mais estudos para a exploracdo e
elucidacdo de suas atividades bioldgicas e sua
possivel farmaco

antifingico e antibacteriano (DUARTE, 2006).

aplicacgo como um

CONCLUSAO

O extrato etandlico das folhas de
Thymus vulgaris L., tomilho, apresentou, na
analise fitoquimica preliminar, a presenca de
fendis, flavonoides, terpenos, taninos e
cumarinas.

O extrato analisado do tomilho possui
um potencial antimicrobiano contra os
microorganismos, principalmente contra
Candida glabrata e Staphylococcus aureus,
cepas as quais foram obtidas as melhores
atividades in vitro, sendo que 0 mesmo
apresentou uma elevada atividade contra a
bactéria Staphylococcus aureus, que é uma
bactéria gram-positiva, sendo um possivel
potente antibacteriano para cepas gram-
positivas multirresistentes.

A partir dos resultados obtidos no
trabalho, sugerem-se novos estudos mais
aprofundados e especificos com o extrato
etandlico de Thymus wvulgaris L. com a
finalidade de descobrir e conhecer melhor suas
atividades bioldgicas e, possivelmente, chegar
a uma importante molécula isolada
responsavel pela atividade antimicrobiana,
além de \verificar seus possiveis efeitos
adversos e resisténcias cruzadas, e, dessa
maneira, possibilitar o surgimento de um novo
antimicrobiano com grande potencial no

mercado farmacéutico.
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