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Estudo comparativo do OET rendimento e da composição química do óleo 
essencial do Thymus Vulgaris (lamiaceae) cultivado sob diferentes níveis de 
sombreamentos em malhas 
 

Autor: Mateus Sousa Porto 
Orientadora: Rosane Moura Aguiar 
 

Resumo: Esta pesquisa tem como foco analisar a composição química dos óleos 

essenciais Thymus vulgaris (Lamiaceae), popularmente conhecido como 

tomilho. O objetivo foi avaliar o rendimento do OE, a composição química, a 

atividade antimicrobiana e os parâmetros morfológicos dos espécimes cultivados 

sob diferentes níveis de sombreamento. Os espécimes de T. vulgaris foram 

cultivados em quatro tratamentos, em relação aos níveis de sombreamento 

aplicados: 100%, 70%, 50% e pleno sol. Foram avaliados os parâmetros 

morfológicos altura da planta, diâmetro do caule, matéria fresca e OETs de 

clorofila. Os óleos essenciais de T. vulgaris (OET) foram obtidos dos diferentes 

grupos (OET100, OET70, OET50 e OETPS), por hidrodestilação. Os 

rendimentos foram calculados pelas proporções entre o conteúdo de rendimento 

do OE e a massa da planta usada. Os constituintes químicos do OE foram 

identificados por GC-MS e quantificados por GC-FID, com Fatores de Resposta 

Relativa (RRFs). O timol foi identificado como o principal constituinte do OE nos 

diferentes tratamentos. A ação antibacteriana foi estudada contra as bactérias 

gram-positivas Escherichia Coli (ATCC 8739), Salmonella spp (CBAM 0015), 

Pseudomas aeruginosa (ATCC 25853) e gram-negativas Enterococcus Faecalis 

(ATTC 31299), Staphylococcus 47 Saprophyticus (ATCC 35552) e 

Staphylococcus aureus (ATCC 25921). A análise de componentes principais 

(PCA) permitiu estabelecer a correlação entre as variáveis de composição 

química do OE, rendimento e fatores morfológicos com os diferentes tratamentos 

de sombreamento aplicados no cultivo das plantas, apontando os 

comportamentos diferenciados entre os tratamentos. Assim, conclui-se que, no 

TOEFS, foram demonstrados melhores parâmetros de desenvolvimento e 

síntese de constituintes químicos relacionados ao estresse por radiação 

luminosa na cultura.  

Palavras-chave: Óleo essencial, Thymus vulgaris, Sombreamento, PCA, 

Antimicrobiano, RRF 
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Chemical composition and microbiological potential of Thymus vulgaris 
L. essential oil grown under different shading levels 

Autor: Mateus Sousa Porto 
Orientadora: Rosane Moura Aguiar 
 
 
ABSTRACT: This research aims to study the chemical composition of Thymus 

vulgaris (Lamiaceae) essential oils (EO), popularly known as thyme. The 

objective was to evaluate EO yield, chemical composition, antimicrobial activity 

and morphological parameters of specimens grown under different shading levels 

with shading screens. T. vulgaris specimens were grown under four treatments, 

in relation to the shading levels applied: 100%, 70%, 50% and full sun. The 

morphological parameters plant height, stem diameter, fresh matter and 

chlorophyll content were evaluated. T. vulgaris EOs (OET) were obtained from 

the different groups (OET100, OET70, OET50 and OETPS), by hydrodistillation. 

Yields were calculated by the ratios between EO yield content and the plant mass 

used. The chemical constituents of EO were identified by GC-MS and quantified 

by GC-FID, with Relative Response Factors (RRFs). Thymol was identified as 

the major constituent in EO in the different treatments. The antibacterial action 

was studied against the gram-positive bacteria Escherichia Coli (ATCC 8739), 

Salmonella spp (CBAM 0015), Pseudomas aeruginosa (ATCC 25853) and gram-

negative Enterococcus Faecalis (ATTC 31299), Staphylococcus Saprophyticus 

(ATCC 35552) and Staphylococcus aureus (ATCC 25921). Principal component 

analysis (PCA) allowed to establish the correlation between the chemical 

composition variables of EO, yield and morphological factors to the different 

shading treatments applied in plant cultivation, pointing out the differentiated 

behaviors among treatments. Thus, it is concluded that, in TOEFS, better 

parameters of development and synthesis of chemical constituents related to 

stress by light radiation on the crop were demonstrated. 

 

Keywords: Essential oil; Thymus vulgaris; Shading; PCA; Antimicrobial; RRF. 

  



 

 

 

 

12 

SUMÁRIO 

Introdução ................................................................................................................................... 14 

2.  Metodologia ........................................................................................................................... 16 

2.1. Cultivo de espécies e área experimental ............................................................................. 16 

2.2.Parâmetros morfológicos ...................................................................................................... 16 

2.3. Obtenção e identificação dos constituintes químicos dos óleos essenciais de T. 

vulgaris (OET) .............................................................................................................................. 17 

2.4. Quantificação dos constituintes químicos no OET ............................................................... 18 

2.5. Ensaio de atividade antibacteriana ...................................................................................... 19 

2.6. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) ..................................................... 19 

2.7. Avaliação da concentração bactericida mínima (CBM) ........................................................ 20 

2.8. Análise estatística ................................................................................................................. 21 

3. Resultados e discussão ............................................................................................................ 21 

3.1 Monitoramento da área experimental ................................................................................. 21 

3.2. Composição química da OET ................................................................................................ 21 

3.3. Análise exploratória (ACP) .................................................................................................... 23 

3.4. Análise Microbiológica ......................................................................................................... 26 

4. Conclusão ................................................................................................................................ 28 

5. REFERÊNCIAS ........................................................................................................................... 30 

Capítulo II .................................................................................................................................... 48 

Estudo comparativo entre os testes de OETr de fenólicos usando os reagentes de Fast blue e 

Folin-Ciocalteau sobre extrato etanólico e óleo essencial comercial de Thymus Vulgaris L. 

(Lamiaceae) ................................................................................................................................. 49 

RESUMO ...................................................................................................................................... 50 

INTRODUÇÃO .............................................................................................................................. 51 

1. MATERIAL E MÉTODOS ........................................................................................................... 53 

1.1Determinação de Fenólicos Totais pelo Método Folin-Ciocalteau ........................................ 54 

1.2 Determinação de Fenólicos Totais pelo Método Fast Blue ................................................... 54 

2. RESULTADOS E DISCUSSÃO ..................................................................................................... 55 

3. CONCLUSÃO ............................................................................................................................ 60 

4.REFERÊNCIAS ............................................................................................................................ 61 

 

 

 



 

 

 

 

13 

Apresentação 

 

A dissertação de mestrado apresentada é fruto do desenvolvimento do projeto 

de pesquisa "Estudo comparativo do OET, rendimento e da composição química 

do óleo essencial de Thymus vulgaris (Lamiaceae) cultivado sob diferentes 

níveis de sombreamento em malhas". Esse projeto foi contemplado no edital de 

bolsa de mestrado da Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível 

Superior (CAPES). 

A pesquisa foi realizada em parceria com o Laboratório de Produtos Naturais da 

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), Campus de Itapetinga, 

juntamente com o Laboratório de Óleos Essenciais e o Laboratório de 

Cromatografia Dr. Jailson Bittencourt, ambos no Campus de Jequié. No Campus 

de Itapetinga, foi conduzido o cultivo e acompanhamento da espécie em área 

experimental e as análises microbiológicas no Laboratório de biotecnologia e 

microbiologia ambiental coordenado por Prof. Drª. Simone Andrade Gualberto. 

Em seguida, no Campus de Jequié, foram realizadas as análises químicas do 

óleo essencial obtido.  

Este trabalho foi elaborado no formato de publicação, conforme as orientações 

do Manual para Elaboração de Dissertações do Programa de Pós-Graduação 

em Química (PGQUI-UESB). A escrita da dissertação seguiu as diretrizes do 

periódico Natural Product Research para submissão, e o conteúdo será ajustado 

conforme as sugestões da banca, caso necessário. 

Além do trabalho principal apresentado nesta dissertação, foram realizadas 

colaborações com outros pesquisadores do programa e de instituições externas, 

resultando em publicações (apresentadas nos anexos) em revistas científicas ou 

capítulos de livros. 

 

Link para acesso ao Manual de dissertações do PGQUI: 

http://www2.uesb.br/ppg/ppgquimica/wp-content/uploads/2018/09/Manual-

paraelabora%C3%A7%C3%A3o-de-disserta%C3%A7%C3%A3o-

Vers%C3%A3o-Final- _01.04.pdf 
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INTRODUÇÃO 

O Thymus vulgaris L. pertence à família Lamiaceae e é uma erva medicinal 

aromática, conhecida popularmente como tomilho ou poejo no Brasil. Nativa 

do Mediterrâneo, é distribuída em diferentes regiões de vários países, devido 

ao seu uso como condimento [1].  

O uso dessa erva aromática se estende a chá’s e infusões na medicina 

popular, além de expectorantes, antitussígenos, antibroncolíticos, 

antiespasmódicos, anti-helmínticos, carminativos e diuréticos [2]. Além dos 

extratos botânicos, a T. vulgaris tem um rendimento considerável de óleo 

essencial, o que agrega mais valor ao seu cultivo, ampliando sua aplicabilidade 

em setores das indústrias farmacêutica e alimentícia [3]. 

 Pesquisas voltadas para a análise da composição química e bioatividade 

de extratos botânicos e óleos essenciais (OE) demonstram atividade biológica 

contra fungos, bactérias, patógenos orais, antioxidantes, tratamento de 

problemas gastrointestinais e inflamatórios, além da presença de metabólitos 

secundários, que são os compostos bioativos responsáveis pelos efeitos 

farmacológicos [4-6]. 

O método de cultivo de espécies botânicas do gênero Thymus determina 

as principais características da espécie e influencia a biossíntese de metabólitos 

secundários. Além disso, permite a racionalização do cultivo, garantindo a 

disponibilidade para uso [7-10]. Pesquisas que buscam entender como os fatores 

agroecológicos externos de temperatura, luz, umidade e solo influenciam várias 

espécies de plantas foram desenvolvidas e encontraram relações diretas com 

o crescimento, o rendimento e o desenvolvimento reprodutivo [11-14]. 

A luminosidade e a temperatura de cultivo destacam-se como os fatores 

que mais carecem de compreensão, pois, segundo Silva et al. [15], são 

cruciais para o processo fotossintético, contribuindo para o desenvolvimento 

fisiológico das plantas, além de atuarem direta ou indiretamente no regime 

térmico para a geração de fitomassa e nos processos de evapotranspiração. 

A variação na composição química dentro da espécie permite a 

identificação de seis quimiotipos, nomeados de acordo com o constituinte 

principal, tais como: geraniol, linalol, gama-terpineol, carvacrol, timol e trans-

thujan-4-ol/terpinen-4-ol. A composição química e o OETr de OE da T. vulgaris 
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sofrem grandes variações devido a diversos fatores, como ambientais, 

geográficos, manejo da cultura, nutrição foliar e estresse hídrico controlado [16-

18]. 

Ferramentas estatísticas multivariadas, como a análise de componentes 

principais (PCA), têm sido cada vez mais usadas no campo da química de produtos 

naturais para detectar adulterações,  anomalias  ou  tendências  de  

agrupamento  de  dados.  Nesse  contexto,investigamos a composição 

fitoquímica de compostos voláteis de  espécies de Thymus  usando GC-MS. Em 

estudos,  Ali-Arab et al. aplicaram a PCA para avaliar a variabilidade na 

composição do óleo essencial em diferentes populações de Thymus daenensis 

Celak. do Irã. Os dois primeiros PCs foram responsáveis por 80,0% da variação 

total [20]. Nutrizio et al. usaram a PCA como uma ferramenta multivariada para 

avaliar o potencial de solventes verdes para a extração de compostos 

bioativos e óleos essenciais do Thymus serpyllum L.; 69,9% da variação total 

foi explicada na PC1 e PC2, e o principal composto fenólico encontrado nos 

extratos foi o ácido rosmarínico, enquanto o composto volátil predominante foi 

o carvacrol [21-25]. 

Nesta pesquisa local  selecionado foi município de Itapetinga-BA que faz 

parte da Região Sudoeste da Bahia e está localizado em uma zona de transição 

entre as áreas úmidas do litoral e a região semiárida do interior baiano. 

Destaca-se também por ser um município com intensa produção agrícola, o 

que o torna benéfico para o estudo da viabilidade do cultivo de plantas, com 

vistas à produção econômica. O potencial farmacológico e comercial da T. 

vulgaris deve ser avaliado em relação a diferentes formas de cultivo, permitindo 

compreender as condições promissoras à luz da fisiologia da planta. 

Não há registros de estudos sobre o cultivo de T. vulgaris na região 

mencionada na literatura. Assim, este estudo teve como objetivo verificar a 

influência da produção de matéria fresca, o rendimento e a composição qualitativa 

e quantitativa dos componentes químicos do OE por meio da metodologia 

fatores de resposta relativos RRF, além do potencial microbiológico por meio 

da determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e da atividade 

bactericida (CBM), características do desenvolvimento da planta em Thymus 

Vulgaris L. exposta a diferentes níveis de sombreamento. A PCA foi usada para 
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avaliar as correlações entre a composição química e os aspectos morfológicos 

sob os diferentes modos de sombreamento. 

 

2.  METODOLOGIA 

2.1. Cultivo de espécies e área experimental 

A amostra utilizada neste estudo foi coletada sob as coordenadas latitude 

15°15'16.61"S e longitude 40°16'26.14"W, no período de agosto/2022 a 

março/2023, cujo clima é tropical úmido com estação seca, de acordo com a 

classificação de Koppen; regiões com essa característica climática apresentam 

amplitudes pluviométricas entre 750 e 1800 mm/ano, e temperatura entre 20 e 29 

ºC. 

As mudas foram cultivadas em casa de vegetação, germinando 1.300 mg 

de sementes de ISLA Thymus vulgaris compradas em lojas locais. As sementes 

foram colocadas em três bandejas de germinação com 128 células contendo 

substrato comercial, e quatro sementes foram distribuídas em cada célula. Onze 

dias após o plantio, as mudas emergiram de forma uniforme e homogênea. Após 

45 dias, com altura média de três cm, foram transferidos para 286 sacos de 

mudas. 

Quando atingiram a altura de 15 cm, as plantas foram transferidas para o 

campo, com uma área de 30 metros quadrados cercada e dividida em 5 fileiras, 

previamente adubadas com aproximadamente 10 kg de esterco de Cavia 

porcellus (popularmente conhecido como cobaia). As plantas foram submetidas a 

quatro níveis de sombreamento: 100%, 70%, 50% e 0% (pleno sol), protegidas 

com telas de sombreamento que controlam a passagem da luz 

fotossinteticamente ativa, adquiridas em lojas agrícolas da região. 

Dados climáticos como temperatura, umidade e precipitação pluviométrica 

foram obtidos a partir de coleta diária com termo-higrômetro; Os dados climáticos 

da cidade foram coletados com a Estação Metereológica de Superfície Automática 

[26].  

2.2.Parâmetros morfológicos 

Os parâmetros morfológicos altura e diâmetro da haste foram obtidos 

usando paquímetros analógicos universais de 200 mm / 8" (EdaTM); O teor de 

clorofila foi obtido por meio da medição com um medidor de clorofila CL-01 
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HansatechTM e matéria fresca, por meio da pesagem do material vegetal coletado 

instantaneamente. 

O delineamento experimental  do plantio foi inteiramente casualizado; Para 

análise do crescimento e diâmetro do caule, vinte e cinco repetições foram 

utilizadas em cada tratamento; para análise do índice de clorofila, foi utilizado um 

medidor portátil SPAD, três repetições foram realizadas em cada tratamento. 

Na colheita, após 62 dias de tratamento, foram determinados os seguintes 

dados: diâmetro do caule (cm) com paquímetro digital, altura da planta (cm) com 

régua graduada, peso da matéria fresca e do óleo essencial (g) com balança 

analítica, e a porcentagem de óleo essencial (%) foi calculada pela razão entre a 

massa de óleo essencial e a massa vegetal utilizada em cada tratamento. A 

análise de variância e os gráficos foram plotados usando o SigmaPlotTM (Statistics 

Software Inc.) 

 

 

2.3. Obtenção e identificação dos constituintes químicos dos óleos 

essenciais de T. vulgaris (OET) 

As brotações de T. vulgaris foram coletadas no início do florescimento 62 

dias após o transplantio. O material vegetal foi triturado, homogeneizado, pesado, 

separado em triplicatas e armazenado sob refrigeração, padronizado para um 

corte de 5 cm do solo, às 8 horas. O óleo essencial foi extraído por hidrodestilação 

[27], com amostras de parte aérea da planta, de cada tratamento, 

separadamente. O procedimento foi realizado por 120 minutos, a 52 ± 2 ºC. Após 

extração e secagem, os óleos essenciais de T. vulgaris foram obtidos para os 

diferentes tratamentos de sombreamento. 

Os componentes químicos do OET foram identificados por GC-MS 

(Shimadzu, QP2010), nas seguintes condições cromatográficas: coluna capilar 

DB-5 de 30 m × 0,25 mm de diâmetro interno, com filme de 0,25 μm constituído 

por dimetilpolissiloxano (95%) e fenil (5%), utilizando He como gás carreador, com 

fluxo de 1,8 mL·min-1; temperatura do injetor de 220 ºC; programa de aquecimento 

da coluna entre 40 ºC e 240 ºC, com uma taxa de 3 ºC·min-1. A temperatura da 

interface foi de 240 ºC, fonte de íons, 220 ºC (70 eV) e faixa de varredura de massa 

de 40 a 400 m.u. Os componentes do óleo essencial foram identificados por 
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comparação com seus índices de retenção (IR), calculados em uma série de n-

alcanos (C8-C 24), analisados nas mesmas condições e por comparação de seus 

espectros de massa com a biblioteca NIST-14. 

 

2.4. Quantificação dos constituintes químicos no OET 

Os constituintes do OET foram quantificados por cromatografia gasosa 

(GC-2010 Plus, Shimadzu) com detector de ionização de chama (GC-FID). Os 

parâmetros de ajuste para tipo de coluna, forno e temperatura foram os mesmos 

aplicados em CG-EM. As taxas de fluxo dos gases usados como carreadores 

(colunade ventilação dividida e purga de H2), chama FID (H2) e composição (N2) 

foram de 14,0 mL·min-1, 40 mL·min-1 e 30 mL·min-1, respectivamente. Uma vazão 

de 400 mL·min-1 de ar sintético alimentou a chama FID. A razão de divisão da 

amostra foi de 1:10. Os parâmetros operacionais foram estabelecidos após a 

verificação da melhor resolução. As amostras foram injetadas em triplicata e os 

volumes de injeção foram de 1,0 μL. 

Para os cálculos de quantificação dos constituintes, foi aplicada a 

metodologia de quantificação por fatores de resposta relativa (RRF). De acordo 

com Cachet et al. [28], esta técnica pode ser usada com qualquer cromatógrafo 

gasoso hifenizado a um detector de ionização de chama. 

Os RRFs foram calculados para cada componente químico OET, conforme 

equação relatada por Tissot et al. [29]: 

RRF= -103 (Mw1)/ 

(MWPI) - 61,5 + 88,8nC +18,75nH - 41,3nO + 6,4nN + 64,0nS + 127nBenz (1) 

 Onde MwI são as massas moleculares do analito; MwPI é a massa do 

padrão interno (Geraniol); nC, nH, nO, nN, nS, nBenz são o número de átomos de 

carbono, hidrogênio, oxigênio, nitrogênio, enxofre e número de anéis aromáticos, 

respectivamente. 

Posteriormente, para o cálculo do valor de massa dos componentes da 

amostra real, relacionou-se a área cromatográfica e a massa do padrão interno e 

do FRR, com base na seguinte equação: 

𝑀1  =   
𝐴1 𝑀𝑝 𝑅𝑅𝐹

𝐴𝑝
     (2) 

Em que A1 é a área constituinte química, Mp é a massa do padrão 
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interno, RRF é o fator de resposta relativo e Ap é a área cromatográfica do padrão 

interno. 

Para estabelecer uma comparação entre os valores obtidos por meio da 

equação (1) e atestar a eficiência do método, os constituintes foram quantificados 

sem o uso do FRR, de acordo com a equação. 

                          𝑀1  =   
𝐴1 𝑀𝑝 

𝐴𝑝
                                                              

(3) 

Onde A1 é a área constituinte química, Mp é a massa do padrão 

interno, Ap é a área cromatográfica do padrão interno. Os resultados estão 

descritos nas Tabela S1(material suplementar). 

 

2.5. Ensaio de atividade antibacteriana 

Cepas bacterianas: As cepas bacterianas utilizadas nos ensaios foram 

obtidas da Coleção de Bactérias da Amazônia (CBAM), pertencente à Fundação 

Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), a saber: Escherichia coli (ATCC 8739), Salmonella 

spp. (CBAM 0015), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25853), Enterococcus 

faecalis (ATTC 31299), Staphylococcus saprophyticus (ATCC 

35552) Staphylococcus aureus (ATCC 25921). As cepas foram inoculadas em 

placas de Petri contendo meio de cultura em ágar Mueller Hinton (KASVI K25-

1058) a 37±2ºC em condições aeróbias em incubadora bacteriológica (Thoth 

digital bacteriology and culture incubator) (TH.520). 

  

2.6. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi determinada de acordo com o 

protocolo CLSI (2003) [30], com modificações. A análise foi realizada em placas 

de microtitulação de 96 poços com fundo em "U", nas quais 90 μL de caldo Mueller 

Hinton (KASVI K25-610034) foram pipetados em todos os poços. Posteriormente, 

90 μL do óleo essencial foram adicionados à linha A (colunas 1 a 9) a 20 mg·mL-

1 e diluições sucessivas foram realizadas até a linha H, descartando os 90 μL 

restantes da linha H após a homogeneização, resultando em oito diferentes 

concentrações testadas (10; 5,0; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312; 0,156; 0,078 mg·mL-1). 

Para o teste, foi preparada uma solução padrão de cada microrganismo em 
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solução salina (0,9%), ajustando a concentração à da escala de McFarland (0,5), 

que corresponde a 1,5×108 unidades formadoras de colônias 

(UFC)/mL. Posteriormente, 10 μL de suspensão do microrganismo teste foram 

adicionados aos poços a serem testados e a placa foi incubada a 35 ºC ± 2, por 

24 horas. 

Os controles foram realizados para cada microrganismo em teste. O 

primeiro controle utilizado foi o antibiótico Ofloxacina (0,3%). O segundo controle 

foi realizado cultivando os microrganismos testados em meio de cultura para 

verificar sua viabilidade. A esterilidade do meio também foi verificada em outros 

poços por pipetagem sem microrganismos. Todas as análises foram realizadas 

em triplicata. 

Após o período de incubação da placa, para o desenvolvimento final, 30 μL 

de uma solução aquosa de Resazurina (Sigma-Aldrich R7017) a 0,01% foram 

adicionados e incubados a 35 ºC ± 2, por três horas. A presença de uma cor azul 

indica que a concentração testada foi capaz de inibir o crescimento, e uma cor 

rosa indica viabilidade celular, ou seja, na concentração em questão, o óleo 

essencial não é capaz de inibir o crescimento bacteriano. Essa mudança se deve 

à reação de redução que ocorre quando a resazurina encontra um metabolismo 

ativo. A concentração inibitória mínima (CIM) foi considerada como a menor 

concentração do óleo capaz de inibir o crescimento do microrganismo. 

  

2.7. Avaliação da concentração bactericida mínima (CBM) 

Após a determinação da CIM, avaliou-se a Concentração Bactericida 

Mínima (CBM) dos óleos essenciais que apresentaram resultado positivo no 

ensaio anterior para verificar se os mesmos apresentavam atividade bactericida, 

ou seja, se são capazes de matar o microrganismo. Assim, foram coletados 5 μL 

da solução nos poços das placas de microtitulação que apresentaram atividade 

inibitória contra o microrganismo, inoculados em uma placa de Petri contendo 

meio ágar Mueller Hinton e colocados em estufa a 35 ºC. A análise foi realizada 

após 24 horas. A ausência de crescimento bacteriano na placa é um indicativo de 

atividade bactericida. 
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2.8. Análise estatística 

Os resultados foram avaliados por meio da Análise de Componentes 

Principais (PCA) para investigar as correlações entre os atributos químicos e 

morfológicos em diferentes modos de cultivo (sol ou sombra). O Excel® (Microsoft 

Company) foi utilizado para o tratamento estatístico básico e o Statistica 12.0 (Stat 

Soft Company) foi utilizado para gerar os componentes principais. 

  

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Monitoramento da área experimental 

Durante o preparo das mudas, foram monitoradas as variações médias de 

temperatura (Ta) na área de campo experimental de 19,3 ºC a 37,7 ºC, sendo 27,1 

ºC a temperatura instantânea, definida na coleta. A umidade média do ar foi de 

68,90%, sendo 72,01% a máxima e 65,86% a mínima (Figura. 1 ). 

 

Figura. 1 Registro do percentual de umidade e temperatura da região de cultivo. 

 

3.2. Composição química da OET 

Os resultados das análises cromatográficas para os diferentes tratamentos 

(OET100; OET70; OET50; OETPS) permitiu a identificação de dez constituintes 

químicos, seis dos quais foram identificados em todos os tratamentos (Tabela S1 

- Tabela S4, Material suplementar). Certos constituintes químicos eram exclusivos 

de alguns tratamentos, como o a-thujanol, encontrado apenas no 

OETPS; Borneol, 4-terpineol e b-cariofileno, observados apenas em OET50 e 

OET70; os compostos hidrato de cis-sabeno, óxido de cariofileno e α-Thujene, em 
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OET100. 

O rendimento de óleo essencial, a matéria fresca, a clorofila total e as 

dimensões da estrutura da planta são apresentados na Tabela 1. O constituinte 

majoritário encontrado em todos os tratamentos foi o timol, variando de 15,217% 

a 29,848% da composição química identificada, levando à indicação do quimiotipo 

correspondente. 

Na quantificação por RRF, um modelo matemático baseado na entalpia de 

combustão, uma propriedade termodinâmica pré-estabelecida na literatura 

[29]. Em conjunto, o método envolve a adição de um padrão interno, permitindo 

avaliar o efeito da matriz componente nas amostras, sem a necessidade de uma 

curva de calibração externa (ECC). 

O modelo matemático RRF apresenta-se como uma alternativa à 

quantificação por CEC, assegurada por um fator de correção calculado por 

entalpia de combustão pré-estabelecida por fórmula molecular, propriedade físico-

química intrínseca do composto quantificado, levando em consideração o efeito 

matriz e aspectos estruturais de cada constituinte presente na mistura. 

Nos tratamentos analisados neste estudo, observou-se que aquele com 

maior exposição solar das mudas, a pleno sol, apresentou o maior OETr de óleo 

essencial, além da observação do maior valor quantitativo de timol, 3,208 mg, 

correspondendo a 29,567% da massa de óleo essencial identificada (Tabela S1-

S6, Material suplementar). No estudo realizado por Lalević et al. [31] sobre os 

níveis de sombreamento na espécie T. vulgaris, resultados semelhantes foram 

observados em tratamentos a pleno sol, onde os autores relacionam o resultado 

obtido ao ambiente de cultivo com alta radiação luminosa e temperatura. As 

complexas interações de fatores (temperatura, luz, umidade, incidência solar, 

balanço hídrico) podem resultar em variações significativas na produção e 

composição química dos óleos essenciais, demonstrando a participação do meio 

ambiente nos processos vitais da planta e na construção de sua fisiologia 
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Tabela 1. Níveis de sombreamento e OETr de rendimentos de óleo essencial Thymus vulgaris 
L. 

OET H (cm) DC (mm) FM (g) MOE (g) POE (%) CLa (mg·g-1) 

OET100 24.50 a 3.52 a 25.97 a 0.36 a 0.55 a 38.18 b 

OET70 20.45 a 3.84 a,b 21.20 a,b 0.23 a 0.42 a 31.10 a 

OET50 24.93 a 4.59 b 35.73 b 0.90 a 0.98 b 42.41 b 

OETPS 23.77 a 5.18 b 37.05 b 0.90 a 0.97 b 31.94 a 

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste Tukey HSD ao nível de 
significância de 5% (p≤0,05). H: altura; DC: diâmetro do caule; FM: matéria fresca; MOE: 
massa de óleo essencial; POE: percentual de óleo essencial; CLa: Clorofila a (mg g-1). 

 

 3.3. Análise exploratória (ACP) 

 A análise multivariada de PCA foi realizada em uma matriz de 

autoescalonamento para 15 variáveis e 4 diferentes níveis de 

sombreamento. PCA é uma técnica que reduz a dimensionalidade do conjunto de 

dados original por meio de novas variáveis ortogonais, chamadas de componentes 

principais (PCs), mantendo a maior porção possível de variância [32]. Este 

tratamento matemático é uma alternativa interessante para melhorar a 

compreensão e interpretação dos dados, explorando a presença ou ausência de 

clusters entre as amostras [33]. 

 

 

 

Figura. 2 (a) apresenta o gráfico de carregamento com os PCs mais significativos para os dados 
nas Tabelas S1-S4 (Material suplementar). Esse gráfico permite avaliar a contribuição de cada 
variável estudada na separação dos grupos. A Fig. 2 (b) apresenta o gráfico de pontuação para 
PC1 × PC2. 
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Quando cultivada a pleno sol (sem sombreamento), é possível verificar 

que a OETPS apresentou maior concentração das espécies alfa-pineno, beta-

mirceno, linalol e timol. O timol é um constituinte majoritário presente na matriz 

do óleo essencial e a presença de maior incidência solar favorece o estresse 

hídrico das plantas, levando à síntese de compostos terpênicos. Tais compostos 

podem sofrer reações metabólicas e são convertidos por reações de oxidação 

enzimática, produzindo terpenos oxigenados ou terpenóides, como o timol e o 

linalol [34,35]. 

Com o cultivo sob 50% de sombreamento (OET50), foram encontradas 

concentrações mais elevadas de carvacrol, y-terpineno, o-cimeno, éter metílico 

de isotimol e clorofila total. Uma vez que o carvacrol é um monoterpeno fenólico 

isómero do timol, a sua atividade ótica é diferenciada pela ação enzimática na 

síntese biometabólica [36]. Uma vez que a atividade enzimática pode ser 

estimulada pela incidência solar, a baixa radiação solar (neste caso 50%) pode 

possivelmente inibir a síntese de timol, estimulando a produção de carvacrol. 

Relatos da literatura demonstram que o o-cimeno é um precursor do timol, 

o que reduz a quantidade de moléculas, pois são convertidas em timol. O terpeno 

y-terpineno é comum na espécie T. vulgaris e quantidades razoáveis são sempre 

relatadas na literatura, assim como o terpeno éter metílico de isotimol [37]. 

No caso da clorofila, o metabolismo foliar já está bem estabelecido, 

mesmo em quantidades intermediárias de incidência de luz. A produção de 

maiores teores de clorofila em menores níveis de incidência solar pode estar 

associada ao mecanismo de adaptação da espécie em ambientes sombreados, 

como forma de maximizar a captação de luz. Esse resultado é consistente com 

a proposição de Taiz et al. [38], que afirmam que plantas submetidas ao cultivo 

em locais sombreados sintetizam maior quantidade de clorofila por centro de 

reação. 

Em relação à porcentagem de óleo essencial (POE), os maiores 

rendimentos foram obtidos sob pleno sol e também sob 50% de sombreamento. 

De acordo com Nielsen et al. [39] e Honorato et al. [40], o desenvolvimento da 

espécie estimula o crescimento dos estômatos da planta, garantindo maior 

produção de óleo essencial. Isso está diretamente associado à incidência de luz, 

seja em maior ou intermediária quantidade. 
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O parâmetro morfológico diâmetro do caule foi obtido em maior proporção 

a pleno sol. Para a matéria fresca, os maiores valores foram obtidos a pleno sol 

e 50% de sombreamento. Em relação à altura, as diferenças obtidas para o 

cultivo a pleno sol e sombreamento de 50% e 100% foram muito pequenas. 

Apenas o cultivo a 70% de sombreamento apresentou resultados inferiores. Sob 

esta percentagem de sombreamento, a matéria fresca e a percentagem de óleos 

essenciais também foram baixas. 

De acordo com Gomes et al. [41], os parâmetros morfológicos são os 

maiores indicadores do desenvolvimento das mudas, caracterizando de forma 

padronizada a qualidade do crescimento da espécie com base na altura, 

diâmetro do caule, relação altura/diâmetro, massa do caule, da raiz e total. Além 

disso, tais parâmetros estão associados a fatores genéticos e condições 

ambientais. 

De acordo com os resultados apresentados na PCA, as PC1 e PC2 juntas 

concentram 77,05% da variância total dos dados, demonstrando que grande 

parte da variabilidade dos dados está concentrada nas duas primeiras PCs, 

gerando estimativas confiáveis. A PC1 descreve 42,23% da variância total e é 

explicada pelas variáveis o-cimeno, y-terpineno, éter metílico de isotimol, timol, 

carvacrol, clorofila total, altura e OETr de óleo essencial. A PC2 descreve 34,82% 

da variância total e as variáveis alfa-pineno, beta-mirceno, linalol, diâmetro do 

caule e matéria fresca são explicadas nesta PC.    

A PC3 tem pouca contribuição para a variância total dos dados e descreve 

apenas as variáveis alfa-tujeno e octen-3-ol. Vale ressaltar que o tamanho do 

vetor associado ao alfa-tujeno é muito pequeno, ou seja, apresenta uma carga 

muito próxima da origem do sistema cartesiano. Assim, esse vetor representa 

pouca importância na descrição do comportamento dos dados. 

A Tabela 2. apresenta a importância de cada atributo na variância dos 

dados para os três primeiros PCs. A variável com valor de correlação acima de 

0,6 (destacada em negrito na tabela) foi considerada com contribuição 

significativa. Os compostos hidrato de cis-sabeno e óxido de cariofileno não 

foram incluídos na PCA devido a critérios de Homogeneidade dos dados. 

 



 

 

 

 

26 

Tabela 2. Valores dos coeficientes de correlação gerados em relação a cada variável 
distribuída em cada componente principal (CP) 

Compostos PC1 PC2 PC3 

Alfa-tujeno -0.1010 0.05353 0.9934 

Alfa-pineno 0.0237 -0.7160 0.6977 

1-octen-3-ol 0.2280 0.4558 0.8604 

Beta-mirceno -0.4927 -0.8643 0.1005 

O-cimeno -0.8822 0.4658 0.06925 

Y-terpineno -0.7993 0.5449 0.2535 

Linalol 0.2849 -0.6901 0.6653 

Éter metílico de isotimol -0.8630 0.4397 -0.2489 

Timol -0.8104 -0.5027 0.3010 

Carvacrol -0.743405 0.663347 0.085559 

Altura -0.852149 -0.247895 0.460858 

Diâmetro da haste -0.265998 -0.871605 -0.411763 

Matéria fresca -0.669967 -0.679000 -0.300172 

Conteúdo de óleo essencial -0.694327 -0.664831 -0.275518 

Clorofila -0.920952 0.389636 0.005688 

 

 

3.4. Análise Microbiológica 

Os resultados obtidos da análise microbiológica são apresentados na 

Erro! Autoreferência de indicador não válida.. Para o OETPS e o OET100, 

a concentração inibitória mínima (CIM) e a concentração bactericida mínima 

(CBM) foram determinadas nos ensaios microbiológicos para gram-negativos. E. 

Coli (ATCC 8739), Salmonella spp. (CBAM 0015), P. aeruginosa (ATCC 25853), 

e bactérias gram-positivas, E. Faecalis (ATTC 31299), S. Saprophyticus (ATCC 

35552) e S. Aureus (ATCC 25921). Em conjunto, nos testes de determinação de 
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MBC, a ação bactericida foi observada apenas para |OETPS contra P. 

Aeruginosa (ATCC 25853). 

 

Erro! Autoreferência de indicador não válida.- Análise microbiológica de óleos essenciais em 
tratamentos a pleno sol e 100% de sombreamento. 

Bacteria testada Gram* 
CIM (mg·mL-1) CBM (mg·mL-1) 

OETPS OET100 OETPS OET100 

Escherichia coli a - 10 2.5 -- -- 

Salmonella spp. b - 1.25 1.25 -- -- 

Pseudomonas aeruginosa c - 2.5 2.5 5.0 -- 

Enterococcus faecalis d + 5.0 5.0 -- -- 

Staphylococcus saprophyticus e + 5.0 2.5 -- -- 

Staphylococcus aureus f + 10 5.0 -- -- 

(-) Gram-negativos; Gram-positivo (+); (--) Nenhuma concentração testada matou as bactérias; 
Cepas: a(ATCC 8739), b(CBAM 0015), c (ATCC 25853), d(ATCC 31299), e(ATCC 35552), 
f(ATCC 25921). 

 
A menor concentração inibitória (CIM) foi observada para a bactéria 

Gram-negativa Salmonella spp. em ambos os tratamentos a 1,25 mg-mL-1. Um 

estudo realizado por Galgano et al. [42] avaliou a atividade inibitória da OET no 

crescimento de películas bacterianas em Salmonella spp. (CBAM 0015), 

demonstrando a maior atividade antibacteriana em comparação com diferentes 

classes de antibióticos. Da mesma forma, Yassin et al. [43] avaliaram a atividade 

contra bactérias do género E. coli, Salmonella typhimurium, E. Faecalis e 

Staphylococcus aureus de origem alimentar, associando a atividade observada 

à presença de compostos bioactivos no óleo essencial e sugerindo a sua 

utilização como agente conservante. 

Em geral, o OET100 apresentou melhor atividade contra bactérias do que 

o OETPS, com exceção de E. faecalis e P. aeruginosa, que apresentaram o 

mesmo valor de CIM; em relação à atividade bactericida (CBM), apenas o 

OETPS a apresentou na concentração de 5,0 mg-mL-1. 

Em contrapartida, Sateriale et al. [44] afirmam que a atividade 

antimicrobiana dos óleos essenciais se deve à presença de um conjunto de 

monoterpenos, que se difundem pela matriz de exopolissacarídeos, impedindo 

a extensão de biofilmes bacterianos e interferindo na adesão de proteínas. 

Em geral, a atividade antibacteriana dos óleos essenciais não está ligada 

a um único mecanismo, mas sim a uma série de reacções que envolvem todo o 
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metabolismo bacteriano. A hidrofobicidade comum aos OEs pode levar à rutura 

de estruturas bacterianas e ao aumento da permeabilidade em função da 

incapacidade de separação do OE da membrana celular, o que pode interferir 

diretamente no metabolismo bacteriano, uma vez que a membrana celular atua 

como barreira de permeabilidade e é essencial na manutenção do estado 

energético celular, no transporte de solutos e na regulação metabólica [45]. 

Ao estudar o efeito de óleos da espécie T. vulgaris contra bactérias 

patogênicas, Nazzaro et al. [46] estabeleceram que a atividade atribuída está 

ligada à composição química e à estrutura molecular como fator diferencial. No 

estudo citado, os autores destacam que o Carvacrol e o Timol têm actividades 

antibacterianas semelhantes com propriedades proeminentes de desintegração 

da membrana externa. Em consenso, o estudo realizado por Boukhatem et al. 

[47] relaciona a ação antibacteriana com a presença de monoterpenos oxidados. 

A pesquisa de Dauqan e Abdullah [48] aponta a presença dos fenólicos 

timol e hidrocarbonetos terpénicos como os principais responsáveis e aborda o 

efeito sinérgico como o principal responsável pela ação contra as bactérias, 

efeito esse superior aos seus constituintes principais ou às suas misturas. Outros 

estudos também relacionam o potencial antibacteriano com a composição 

química do óleo essencial de Thymus vulgaris em bactérias [49-52]. 

A atividade bactericida encontrada apenas no OETPS neste estudo 

possivelmente está relacionada aos componentes químicos deste tratamento 

que intensificaram o efeito sinérgico, com a ação do timol, composto com ação 

antibacteriana reconhecida na literatura científica. 

 

4. CONCLUSÃO 

Os resultados mostraram valores mais elevados com os tratamentos a 

50% e a pleno sol para as variáveis matéria fresca, diâmetro do caule e teor de 

óleo essencial. A espécie é originária de países de clima temperado. Foi 

cultivada na região do ecótono em uma área de transição entre a zona da mata 

e a caatinga. A presença de luz favoreceu o ganho de matéria fresca, o diâmetro 

do caule e o teor de óleo essencial, bem como a síntese do constituinte químico 

majoritário timol. O resultado relatado também pode demonstrar a complexa 



 

 

 

 

29 

quimiotaxia do gênero e a suscetibilidade às variações dos fatores 

edafoclimáticos. 

A metodologia de quantificação por FRR é demonstrada como uma 

alternativa prática em medições quantitativas de constituintes de óleos 

essenciais, pois utilizando um padrão interno, avalia-se a interferência da matriz, 

sem a necessidade de uma curva de calibração. 

Assim, conclui-se que níveis com maior presença de luz favoreceram o 

teor de óleo essencial e o enriquecimento da composição química da espécie 

aromática Thymus vulgaris em condições controladas de cultivo. 

A atividade microbiológica do OET100 e do OETPS foi avaliada, 

mostrando potencial de inibição, sendo a ação antibacteriana exclusiva do 

OETPS. 

A análise de componentes principais foi muito útil para observar como a 

incidência de luz contribui para a composição química e o desenvolvimento do 

Thymus Vulgaris L. Os dois PCs principais concentraram 77,05% da variância 

total dos dados. 
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Tabela S1. Análise analítica dos principais constituintes químicos quantificados para óleo essencial de T. vulgaris cultivado em nível sombreado sem tela 27 
(OETPS) 28 

      RRF RRF SEM  RRF SEM  RRF  

Ordem de eluição 
Constituintes 

Químicos 

Fórmula 

molecular 

IK 

Calc 

IK  

Literatura 
RRFCalc 

Mass 

a(mg) 

Massa 

(%) 

Massa 

(mg) 
Massa (%)  

SI Geraniol C10H18O - - - 0.250(4) 2.304 0.250 2.304  

1 α-thujanol C10H16O 928 924 0.910 0.021 0.194 0.023 0.212  

2 α-Pinene C10H16 926 932 0.784 0.064 0.590 0.082 0.756  

3 1-octen-3-ol C8H16O 976 974 0.916 0.017 0.157 0.018 0.166  

4 β-myrcene C10H16 981 990 0.784 0.102 0.940 0.130 1.199  

5 O-cymene C10H14 1051 1040 0.799 0.118 1.088 0.148 1.364  

6 γ–terpinene C10H16 1059 1062 0.784 0.038 0.350 0.049 0.452  

7 Linalool C10H18O 1091 1096 0.891 0.241 2.221 0.271 2.498  

8 
Isothymol methyl 

ether 
C11H16O 1289 1235 0.819 0.027 0.248 0.033 0.304  

9 Thymol C10H14O 1298 1290 0.829 3.208 29.567 3.868 35.650  

10 Carvacrol C10H14O 1301 1299 0.829 0.043 0.396 0.052 0.479  

Massa total de 

identificados 
- - - - - 4.130 - 4.923 -  
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IK: Índice de Kovats; RRF: Quantificação utilizando os Fatores de Resposta Relativa; SI = Norma Interna; OETPS: Óleos Essenciais de T. vulgaris (Pleno 29 
Sol). 30 
 31 

 32 

 33 

 34 

 35 

 36 

 37 

 38 

 39 

 40 

 41 

 42 

Massa total de não 

identificados 
- - - - - 6.470 - 5.677 -  

Massa total - - - - - 10.850 - 10.850 -  

Massa de amostra - - - - - 10.600 - 10.600 -  
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Tabela S2. Análise analítica dos principais constituintes químicos quantificados para óleo essencial de T. vulgaris cultivado em nível de sombreamento de 43 
tela 50% (OET50). 44 

      RRF RRF 
SEM  RRF 

SEM  

RRF 

Ordem de eluição 
Constituintes 

Químicos 

Fórmula 

molecular 

IK 

Calc 

IK  

Literatura 
RRFCalc 

Mass 

a(mg) 

Massa 

(%) 

Massa 

(mg) 

Massa 

(%) 

SI Geraniol C10H18O - - - 0.250 2.370 0.250 2.370 

1 β-mirceno C10H16 981 990 0.784 0.061 0.578 0.078 0.739 

2 O-cimeno C10H16 1046 1040 0.784 1.523 14.436 1.941 18.398 

3 γ-terpineno C8H16O 1060 1062 0.916 0.464 4.398 0.507 4.806 

4 Linalol C10H16O 1070 1070 0.910 0.026 0.246 0.059 0.559 

5 Bornéol C10H14 1090 1096 0.799 0.097 0.919 0.121 1.147 

6 4-terpineol C10H16   0.784 0.059 0.559 0.075 0.711 

7 Éter metílico de 

isotimol 

C10H18O 1234 1235 0.891 0.139 1.317 0.155 1.469 

8 Timol C11H16O 1299 1290 0.819 3.149 29.848 3.846 36.455 

9 Carvacrol C10H14O 1306 1299 0.829 0.180 1.706 0.217 2.057 

10 β-cariofileno C10H14O 1423 1419 0.829 0.085 0.806 0.102 0.967 

Massa total de 

identificados 
-                - -                - - 

6.033 
- 

7.351 
- 
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Massa total de não 

identificados 
- - - - - 

4.267 
- 

2.949 
- 

Massa total - - - - - 10.550 - 10.550 - 

Massa de amostra - - - - - 10.300 - 10.300 - 

IK: Índice de Kovats; RRF: Quantificação utilizando os Fatores de Resposta Relativa; SI = Norma Interna; OET50: Óleos Essenciais de T. vulgaris (50% de 45 
sombreamento). 46 

 47 

 48 

 49 

 50 

 51 

 52 

 53 

 54 

 55 

 56 

 57 



 

 

 

 

44 

Tabela S3. Análise analítica dos principais constituintes químicos quantificados para óleo essencial de T. vulgaris cultivado em nível de sombreamento de 58 
tela 70% (OET70). 59 

      
RRF RRF SEM  

RRF 

SEM  

RRF 

Ordem de eluição 
Constituintes 

Químicos 

Fórmula 

molecular 

IK 

Calc 

IK  

Literatura 
RRFCalc 

Mass 

a(mg) 

Massa 

(%) 

Massa 

(mg) 

Massa 

(%) 

SI Geraniol C10H18O - - - 0.250 2.415 0.250 2.415 

1 1-octen-3-ol C8H16O 982 974 0.784 0.045 0.435 0.049 0.473 

2 O-cimeno C10H14 1045 1040 0.784 0.115 1.111 0.143 1.382 

3 γ-terpineno C10H16 1060 1062 0.916 0.064 0.618 0.081 0.782 

4 
Hidrato de cis-

sabineno 
C10H18O 1071 1070 0.784 0.108 1.043 0.040 0.386 

5 Linalol C10H18O 1102 1096 0.799 0.086 0.831 0.097 0.937 

6 
Éter metílico de 

isotimol 
C11H16O 1234 1235 0.784 0.037 0.357 0.041 0.396 

7 Timol C10H14O 1308 1290 0.891 1.575 15.217 1.693 16.357 

8 Carvacrol C10H14O 1306 1299 0.819 0.078 0.754 0.094 0.908 

9 β-cariofileno C15H24 1294 1299 0.829 0.023 0.222 0.031 0.299 

10 Óxido de cariofileno C15H24O 1424 1419 0.829 0.033 0.319 0.046 0.444 

Massa total de 

identificados 
-                - -                - - 2.414 -                - 2.566 
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Massa total de não 

identificados 
- - - - - 7.686 - - 7.534 

Massa total - - - - - 10.350 - - 10.350 

Massa de amostra - - - - - 10.100 - - 10.100 

IK: Índice de Kovats; RRF: Quantificação utilizando os Fatores de Resposta Relativa; SI = Norma Interna; OET70: Óleos Essenciais de T. vulgaris (70% de 60 
sombreamento). 61 
 62 

 63 

 64 

 65 

 66 

 67 

 68 

 69 

 70 

 71 

 72 

 73 

 74 

 75 
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Tabela S4. Análise analítica dos principais constituintes químicos quantificados para óleo essencial de T. vulgaris cultivado em nível de sombreamento de 76 
tela 100% (OET100). 77 

      RRF RRF SEM  

RRF 

SEM  

RRF 

Ordem de eluição 
Constituintes 

Químicos 

Fórmula 

molecular 

IK 

Calc 

IK  

Literatura 
RRFCalc 

Massa 

a(mg) 

Massa 

(%) 

Massa 

(mg) 

Massa 

(%) 

SI Geraniol C10H18O - - - 0.250 2.283 0.250 2.283 

1 α–tujeno C10H16 926 930 0.784 0.061 0.557 0.078 0.712 

2 α-pineno C10H16 933 939 0.784 0.044 0.402 0.057 0.521 

3 1-octen-3-ol C10H16O 973 974 0.916 0.115 1.050 0.125 1.141 

4 β-mirceno C10H18O 1007 998 0.784 0.039 0.356 0.050 0.457 

5 O-cimeno C10H14 1056 1040 0.799 1.105 10.091 1.382 12.621 

6 γ-terpineno C10H16 1059 1060 0.784 0.447 4.082 0.570 5.205 

7 Linalol C10H18O 1101 1096 0.891 0.174 1.589 0.195 1.781 

8 Éter metílico de 

isotimol 

C10H14O 1240 1235 0.819 0.074 0.676 0.090 0.822 

9 Timol C10H14O 1298 1290 0.829 2.932 26.776 3.535 32.293 

10 Carvacrol C10H14O 1296 1299 0.829 0.157 1.434 0.190 1.735 

Massa total de 

identificados 
-                - -                - - 

5.397 
- 

5.303 
- 
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Massa total de não 

identificados 
- - - - - 

6.520 
- 

4.180 
- 

Massa total - - - - - 10.950 - 10.700 - 

Massa de amostra - - - - - 10.950 - 10.700 - 

IK: Índice de Kovats; RRF: Quantificação utilizando os Fatores de Resposta Relativa; SI = Norma Interna; OET100: Óleos Essenciais de T. vulgaris (100% 78 
sombreamento). 79 
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RESUMO 

Os óleos essenciais e extratos vegetais têm se tornado foco de estudos e 
interesse da comunidade científica, principalmente na área farmacêutica, onde 
a busca por fitoterápicos de ampla utilidade torna-se crucial. Muitas das espécies 
vegetais endêmicas e exóticas são importantes produtoras de óleos essenciais. 
Essas espécies têm contribuído de maneira importante para as indústrias, 
principalmente como aditivos em alimentos e em aplicações terapêuticas. Esse 
trabalho teve por objetivo traçar um comparativo sobre a composição de 
fenólicos totais, das partes aéreas de Thymus vulgairs L. e seu óleo essencial 
comercial, avaliada pelos métodos de Folin Ciocalteau e Fast blue. O óleo 
essencial foi adquirido em loja  comercial  e o material vegetal coletado na cidade 
de Itapetinga - BA. Observou-se um elevado teor de fenólicos totais para o 
extrato bruto, Folin Ciocalteau (12,561 ± 0,005 g EAG.100 g_1) e Fast blue 
(12,713±0,037 g EAG.100 g_1), para o óleo essencial Folin Ciocalteau (4,95 ± 
0,23 g.100 g-1) e Fast blue (5,65 ± 0,18 g.100 g-1) os valores foram  
provavelmente relacionada ao timol e ao carvacrol, os constituintes majoritários 
presentes na amostra. 
 
Palavras-chave:  Folin Ciocalteau , Fast blue, Fenólicos, Thymus vulgaris. 
 
ABSTRACT 
Essential oils and plant extracts have become the focus of study and interest in 

the scientific community, especially in the pharmaceutical field, where the search 

for widely useful phytotherapics has become crucial. Many endemic and exotic 

plant species are important producers of essential oils. These species have made 

an important contribution to industries, mainly as additives in food and in 

therapeutic applications. The aim of this study was to compare the total phenolic 

composition of the aerial parts of Thymus vulgairs L. and its commercial essential 

oil, assessed using the Folin Ciocalteau and Fast blue methods. The essential oil 

was purchased from a commercial store and the plant material was collected in 

the city of Itapetinga - BA. A high content of total phenolics was observed for the 

crude extract, Folin Ciocalteau (12.561 ± 0.005 g EAG.100 g_1) and Fast blue 

(12.713±0.037 gEAG.100 g_1), for the essential oil Folin Ciocalteau (4.95 ± 0.23 

g.100 g-1) and Fast blue (5.65 ± 0.18g.100 g-1) the values were probably related 

to thymol and carvacrol, the majority constituents present in the sample. 

 

Keywords: Folin Ciocalteau , Fast blue, Fenólicos, Thymus vulgaris 
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INTRODUÇÃO 

 

Os óleos essenciais (OEs) são metabólitos secundários formados por 

compostos voláteis e semivoláteis, produzidos por mais de 17.500 espécies de 

plantas e armazenados em diferentes órgãos vegetais, como folhas, frutos, 

flores, raízes e sementes. Esses óleos possuem uma composição química 

complexa, que inclui diversas classes orgânicas, como hidrocarbonetos, fenóis, 

álcoois, cetonas e aldeídos, e geralmente são extraídos por hidrodestilação, o 

método mais comum (Santos, 2022). 

Estudos vêm sendo conduzidos para identificar, detectar e quantificar os 

compostos bioativos presentes nos OEs, assim como para compreender suas 

propriedades fitoterápicas(Menezes et al., 2018; Pombo et al., 2018; Lima; 

Pinheiro; Barros ; Barros, 2021), com o objetivo de desenvolver alternativas para 

o tratamento de diversas doenças, beneficiando em especial populações em 

situação de vulnerabilidade socioeconômica, além do incentivar a exploração 

dos recurso naturais promovendo o uso sustentável e a presevação de 

ecossistemas. 

A bioatividade dos óleos essenciais (OEs) e dos extratos botânicos (EBs) 

está diretamente ligada às características da espécie vegetal utilizada, visto que 

ambos são obtidos por métodos específicos de extração. Para a extração de óleo 

essencial, a hidrodestilação é o método mais amplamente utilizado, onde partes 

da planta, como ramos ou a planta inteira, são submetidas ao arraste a vapor 

em condições controladas de temperatura e pressão, possibilitando a extração 

dos compostos voláteis (Castilhos; Felisbino; Rodrigues, 2021). 

Por outro lado, os extratos brutos são geralmente obtidos por extração 

com solventes orgânicos de polaridades específicas, permitindo o fracionamento 

e a extração de classes de compostos distintos conforme a polaridade do 

solvente (Souza; Gasparoti; de Paula, 2022). Assim, o uso de métodos de 

extração variados permite a obtenção de compostos com propriedades e 

potenciais bioativos diversos, ampliando as possibilidades de aplicação dos 

produtos finais. 

Entre os compostos bioativos, os fenólicos se destacam pela ampla 

variedade de bioatividade, incluindo atividades antibacteriana, antifúngica, 
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antioxidante, antiparasitária e citotóxica. Nas plantas, esses compostos atuam 

como agentes protetores contra patógenos e outros fatores externos, além de 

oferecerem proteção contra a radiação ultravioleta (Penarrieta et al., 2014; Hister 

et al., 2017; Deus et al., 2019). Nos alimentos, desempenham um papel 

importante nas características sensoriais, como cor e sabor, além de atuarem 

como potentes antioxidantes (Guerra et al., 2016), e na saúde humana, oferecem 

inúmeros benefícios, que vão desde a anti-inflamatorias, analgésicas e 

neuroprotetoras, prevenção de doenças cardiovasculares, auxiliam na perda de 

peso e na redução dos níveis de glicose sanguíneo (Leal et al., 2017;  

Fernandes, 2019). 

Uma espécie que vem despertando interesse cíentifico é a espécie 

Thymus Vulgaris L, conhecida popularmente como tomilho, é uma erva perene 

do Mediterrâneo amplamente utilizada na culinária. Pertencente à família 

Lamiaceae, apresenta-se como um subarbusto de 15 a 30 cm de altura, com 

ramos lenhosos de coloração verde a cinza, folhas pequenas e lanceoladas de 

tonalidade lilás e flores que surgem em pequenos cachos, principalmente na 

primavera (Hosseinzadeh et al., 2015; Kuete, 2017). 

Dentre os componentes do óleo essencial de tomilho, o timol e o carvacrol são 

os compostos majoritários encontrados em diversos estudos (Rocha et al., 2012; 

Liu et al., 2021). O timol é um composto fenólico presente como constituinte 

majoritário em diversos quimiotipos de tomilho e possui atividades biológicas 

constatadas, entre elas, a ação antibacteriana (Wang et al., 2017). Ambos 

contribuem para suas propriedades terapêuticas, com usos no tratamento de 

infecções respiratórias, problemas digestivos e inflamações. No entanto, estudos 

voltados para a elucidação do mecanismo antimicrobiano nas células ainda vêm 

sendo realizados e estimulado cada vez mais a investigação das propriedades 

do timol frente à diversos organismos (Khallil. et al, 2018; Kachura & Suntres, 

2020a; ).   

 Recentemente, o uso do óleo essencial da T. vulgaris tem se destacado 

como recurso alternativo na terapia de pacientes acometidos pelo vírus SARS-

CoV-2 (Khan, et al., 2019a; Catella et al., 2021), reforçando a necessidade de 

que mais estudos sejam desenvolvidos(Sadaria et al., 2021). 
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A avaliação do potencial botânico de espécies por meio de metodologias 

espectrofotométricas tem se mostrado uma ferramenta valiosa para a análise 

química. Essas metodologias utilizam reagentes químicos específicos para 

identificar e quantificar os componentes presentes na matriz vegetal e seus 

subprodutos. No caso dos compostos fenólicos, os reagentes Salt Fast Blue B e 

Folin-Ciocalteu são amplamente empregados para a detecção e quantificação 

de fenólicos totais, permitindo mensurar a bioatividade dos constituintes 

químicos das espécies (Moises et al., 2021; Oliveira et al., 2023; Maia et al., 

2024). 

A interpretação composição química está intimamente ligada à 

compreensão dos mecanismos de ação farmacológica, o que contribui para 

resultados mais precisos e confiáveis. No entanto, ainda são escassos na 

literatura estudos que busquem explorar e esclarecer em profundidade esses 

mecanismos químicos, evidenciando a necessidade de maiores investigações 

nesse campo (Soares et al., 2016). 

Diante do exposto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar o OETr de 

fenólicos totais no extrato bruto, das partes aéreas e no óleo essencial comercial 

da espécie Thymus Vulgaris, estabelecendo uma análise comparativa entre os 

testes Fast Blue e Folin-Ciocalteu. 

 

1. MATERIAL E MÉTODOS 

 
 O OE de T. vulgaris foi obtido de casa comercial (OEC), especializada na 

venda de produtos naturais. Sendo aquisição, uma indicação da marca de maior 

frequência de consumo da loja. O material vegetal utilizado neste estudo foi 

coletada sob as coordenadas latitude 15°15'16.61 “S e longitude 40°16'26.14 ”W, 

no período de agosto/2022 a março/2023, cujo clima é tropical úmido com uma 

estação seca, segundo a classificação de Koppen; regiões com essa 

caraterística climática apresentam faixas de precipitação pluviométrica entre 750 

e 1800 mm/ano, e temperatura entre 20 e 29°C( INMET, 2022). 

As partes aéreas foram separadas para secagem em estufa de circulação de 

ar forçada, com temperatura de 50 °C,  de 10 g do material seco e triturado foi 

percolado com 100ml de etanol a 80%(v/v) 3 vezes, sonificados por 30 minutos 
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a 40°C no intervalo de 2 dias. Após esse período, o percolado foi filtrado e o 

solvente removido em evaporador rotativo, à temperatura de 50 °C. O extrato 

seco (3,0 g) foi suspenso em hexano, visando a remoção de clorofila. A fração 

percolada passou por secagem em temperatura ambiente, resultando no Extrato 

Bruto Percolado (EBP), guardado em freezer até o momento dos testes. 

      

1.1DETERMINAÇÃO DE FENÓLICOS TOTAIS PELO MÉTODO FOLIN-

CIOCALTEAU 

A determinação do OET de fenólicos totais (FT) presentes nas amostras 

fo realizada por meio da espectroscopia na região do ultravioleta, pelo método 

de Folin-Ciocalteaucom adaptações do descrito por Whaterhouse (2002). As 

amosstras foram solubilizadas em etanol, para se obter soluções de 

concentrações de 0,5 mg.mL-1. Em seguida, foram transferidas alíquotas de 500 

μL de cada solução para tubos âmbar, adicionados 2500 μL do reagente de 

Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de solução de carbonato de sódio a 4%. Em 

seguida, os tubos foram agitados por 1 minuto em vórtex. A seguir, as soluções 

foram armazenadas ao abrigo da luz por um período de duas horas. Ao término 

do período, foram realizadas as leituras em um espectrofotômetro Shimadzu 

SPECTROPHOTOMETER UV-1800® no comprimento de onda de 720 nm. 

Todas as análises foram realizadas em triplicata.  

O OET de FT foi determinado por interpolação da absorbância das 

amostras contra uma curva de calibração, construida utilizando ácido gálico 

como padrão (40 a 160 mg.mL-1) e expressos como mg de EAG (equivalente de 

ácido gálico) por g de amostra. 

 

 1.2 DETERMINAÇÃO DE FENÓLICOS TOTAIS PELO MÉTODO FAST BLUE 

 

O OET de FT também foi determinado utilizando-se o reagente Fast Blue, de 

acordo com a metodologia descrita por Medina (2011), com modificações. As 

soluções do OEC e EBP foram preparadas em etanol absoluto PA na 

concentração de 0,5 mg.mL-1. Posteriormente, alíquotas de 4 mL de cada uma 

das soluções foram transferidas para tubos âmbar e, de imediato, adicionou-se 

0,4 mL do reagente 4-benzamido-2-ethoxy-5-methoxybenzene-1-diazonium 
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(Fast Blue B) a 0,01% (p/v) e 0,4 mL da solução de NaOH a 5% (p/v). Em 

seguida, as soluções foram agitadas por 1 minuto e deixadas em repouso ao 

abrigo da luz por 90 minutos.  

Para a construção da curva de regressão linear foram preparadas 

soluções de ácido gálico PA nas concentrações de 40a 400 μg.mL-1. Estas foram 

submetidas as mesmas condições das amostras e as leituras das absorbâncias 

foram realizadas em um espectrofotômetro Shimadzu 

SPECTROPHOTOMETER UV-1800® no comprimento de onda de 720 nm. 

Todas as análises foram realizadas em triplicata. 

 

2. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  Para estimar os OET de FT nas amostras, segundo os métodos 

propostos, foram feitas a análise de regressão linear, a partir das quais foram 

observados um r2 = 0,998, para o método de Folin-Ciocalteau e r2 = 0,997, para 

o método de Fast Blue, demonstrando a linearidade das análises realizadas.  Os 

valores foram expressos em grama equivalente a ácido gálico por 100 gramas 

de amostra. Nos testes de quantificação de compostos FT para o OET, na 

concentração de 0,1 mg.mL-1,  observa-se 4,95 ± 0,23 g EAG.100 g-1 usando o 

método de Folin-Ciocalteau e de 5,65 ± 0,18 g EAG.100 g-1, na metodologia 

baseada no reagente Fast Blue.. Para EBP observa-se valores maiores de FT e, 

consequentemente, uma maior atividade antioxidante de acordo com a Tabela 

1. 

 

Tabela 1. Resultados dos testes de avaliação da atividade antioxidante do óleo essencial de 
tomilho com seus respectivos desvios padrão. 

 
 

Concentração 
( mg/mL) 

Salt Fast Blue 
(g EAG.100 g – de amostra) 

Folin –Ciocalteau 
(g- EAG.100 g-1 de amostra) 

OET 0,500 5,65±0,18 4,95±0,23 

EBP 0,500 12,561 ± 0,005 12,713±0,037 

EAG  (Equivalente de quercentina);  EBP(Extrato Bruto Percolado); OET (óleo essencial 
Thymus Vulgaris L) 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2024. 

 
O maior OETr de FT, no método de Fast Blue, é observado para EBP, 

indicando que o extrato possui uma maior concentração e, possivelmente, uma 



 

 

 

 

56 

variedade mais ampla de compostos bioativos em comparação ao óleo 

essencial, mesmo tendo o constituinte fenólico timol como majoritário. Este perfil 

é comum em extratos brutos, que costumam reter uma diversidade maior de 

compostos (Mello e et al 2017) 

No teste de Folin-Ciocalteau, a tendência se manteve, com o EBP 

apresentando uma atividade antioxidante superior ao OET. Além disso, os 

resultados do EBP no teste de Fast blue foram mais consistentes, com menor 

desvio padrão, indicando maior reprodutibilidade dos dados para essa amostra. 

Essa constância reforça a confiabilidade das metodologias empregadas 

demonstrando que ambos os métodos de análise corroboram que o EBP 

apresenta maior concentração de FT, indicando um possível maior potencial 

antioxidante. 

  Compostos fenólicos são antioxidantes naturais e podem ser estimados 

por métodos espectrofotométricos, utilizando os reagentes Folin-Denis, Folin-

Ciocalteau e Fast Blue. O método mais usado é o Folin-Ciocalteau ,  nesse o 

reagente é uma mistura de molibdênio e o tungstênio, em seus estados de 

oxidação 6+, de coloração amarela. Em meio alcalino e em presença de agentes 

redutores, tem-se a formação de molibdênio azul e tungstênio azul, resultando 

de uma média de espécies nos estados de oxidação 5+
 e 6+. Porém a reação 

com agentes redutores não se limita a compostos fenólicos, podem ser, por 

exemplo, ácido ascórbico, glicose, frutose e sulfitos, o que interfere nos 

resultados da quantificação de compostos fenólicos. Segundo Gondim et al. 

(2005) e Stefanello & Rosa (2012), extratos de frutas possuem diversos 

compostos vitamínicos, carboidratos, lipídeos e minerais, podendo atuar como 

agentes redutores e favorecer a redução dos íons molibdênicos e tungstênicos 

presentes no reagente Folin-Ciocalteau. Em comparação com o método do 

Folin-Ciocalteau, o resultado adquirido com o reagente Fast Blue não produz 

esta interferência, de modo que a natureza da amostra não interfere nos 

resultados.  

Os óleos essenciais geralmente são constituídos por metabólitos 

secundários da classe dos terpenos e terpenóides e são uma matriz biológica 

livre de compostos que podem desencadear reações químicas com o reagente 

de Folin-Ciocalteau e ocasionar desvios nos resultados. Em vista disso, a 



 

 

 

 

57 

quantificação dos compostos fenólicos usando as duas metodologias auxilia na 

confirmação dos resultados pelos métodos utilizados e a buscar compreender os 

mecanismos reacionais envolvidos, reafirma a confiança dos resultados. 

O reagente de Fast Blue trata-se de um sal de diazônio, que promove uma 

substituição eletrofílica nos compostos fenólicos, o que resulta na formação de 

um complexo azo que absorve a radiação na região do visível. Em meio alcalino 

o grupo hidroxila de composto fenólicos sofrem desprotonação, resultando em 

maior ativação do anel frente ao eletrófilo, ataque que ocorre nas posições orto 

ou para, a depender de fatores estéricos do composto fenólico envolvido (Figura 

1). O íon diazônio atua como eletrófilo, levando uma reação de acoplamento azo 

com o anel, cujo produto absorve na região do visível a 720 nm. Por 

consequência, o reagente Fast Blue reagirá especificamente com compostos 

que possuam anéis aromáticos com grupos ativadores, visto que o mecanismo 

de reação é de substituição eletrofílica aromática (Figura 2 ).  

 
Figura 1: Contribuintes de ressonância no íon fenóxido 
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Fonte: Autor, 2024. 
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Figura 2 – Mecanismo esquemático de reação sal de Fast Blue e composto fenólico. 
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024. 

 

Os constituintes majoritários encontrados no óleo essencial de T. vulgaris 

foram o timol e o carvacrol (Figura 3 ), ambos monoterpenóides fenólicos 

(Trombetta et al., 2005). Vários estudos envolvendo o OET relatam a presença 

desses compostos como constituintes majoritários (Agili, 2014; Marguerite et al., 

2015;  Khan et al., 2019b).  

No timol, o radical metil está ligado ao átomo de carbono 5 (C-5) e o 

radical isopropil está no C-2; enquanto no carvacrol, o radical metil está no C-2 

e o substituinte isopropril está no C-5, em relação à hidroxila que se encontra no 

C-1 nos dois compostos. A presença do grupo hidroxila contribui para o sistema 

de deslocalização de elétrons (Kachura  & Suntres, 2020b), conduzindo as 

reações de redução/oxidação no reagente Folin-Ciocalteau e favorecendo a 

liberação do próton devido à ressonância no anel, enquanto no reagente Fast 

Blue, a hidroxila desempenha o papel de grupo ativador do anel aromático, 

favorecendo as reações de substituição eletrofílica nos carbonos orto e para do 

anel aromático, devido à sua maior densidade eletrônica. 

Figura 3 - Estrutura do Timol e Carvacrol 

 

   Fonte: Elaborado pelo autor, 2024 
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O ataque eletrofílico do grupamento diazina do reagente Fast Blue, tanto 

no timol quanto no carvacrol, é favorecido na posição para (C-4) em relação à 

hidroxila fenólica, devido à maior densidade eletrônica neste átomo de carbono, 

provocada pelas estruturas de ressonância do anel, e pelo fato das posições orto 

estarem ocupadas ou com impedimento estérico. Além disso, como a posição 

para (C-4) no timol tem um impedimento estérico menor, devido à presença do 

grupo metil no C-5, em relação à posição para (C-4) no carvacrol, que tem um 

grupo isopropil no C-5, a reação de substituição eletrofílica aromática no timol é 

favorecida em relação ao carvacrol (Figura 5). 

Dessa forma, o reativo Fast blue mostra-se como reagente de alta 

seletividade para detecção e quantificação de compostos fenólicos presentes em 

matrizes diversas, com alta sensibilidade através da formação do complexo 

minimizando a interferência de outros compostos não fenólicos presentes na 

amostra em concentrações mínimas.  

Embora o extrato bruto de T. vulgaris e outras espécies tenha uma 

diversidade de compostos, ele pode apresentar uma concentração mais baixa 

de alguns componentes específicos que estão presentes em maior quantidade 

no óleo essencial (Costa et al., 2019; Saboia et al., 2022). O óleo essencial, por 

ser obtido por meio de processos que isolam componentes voláteis, costuma 

concentrar monoterpenos e fenóis com alta atividade antimicrobiana, 

antioxidante e anti-inflamatória, como o timol e o carvacrol (Mancini. Et al, 2015; 

LIU et al., 2021b; LEUTHIER., et al 2021), permanecendo com um potencial 

botânico interessante. 

No entanto, o extrato bruto, por englobar uma gama maior de compostos, 

incluindo flavonoides, taninos e outros fenólicos hidrossolúveis, pode ter um 

perfil de bioatividade mais abrangente. Isso possibilita efeitos sinérgicos entre os 

compostos, potencializando suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas 

e promovendo maior eficácia em certas aplicações, como em formulações 

cosméticas e fitoterápicas (Reis et al., 2022). 

Assim, embora o óleo essencial de T. vulgaris seja mais potente em 

algumas atividades específicas, o extrato bruto se destaca pela diversidade de 
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compostos bioativos, conferindo-lhe uma bioatividade mais ampla e adequada 

para diferentes usos terapêuticos. 

 

3. CONCLUSÃO 

Com base nos resultados apresentados, conclui-se que EBP de T. 

vulgaris apresenta uma concentração significativamente maior de compostos 

fenólicos em comparação OET. O método Fast Blue demonstrou ser mais 

específico e reprodutível para a quantificação de compostos fenólicos, evitando 

interferências de substâncias não fenólicas presentes na amostra, enquanto o 

método de Folin-Ciocalteau, embora amplamente utilizado, mostrou-se mais 

suscetível a interferências. 

Além disso, a presença de compostos bioativos majoritários como o timol 

e o carvacrol no óleo essencial destaca seu potencial antioxidante e 

antimicrobiano, porém o EBP, devido à sua maior diversidade de compostos, 

apresentou um perfil de bioatividade mais amplo e promissor para aplicações 

cosméticas e terapêuticas. Essa diferença sugere que, enquanto o óleo 

essencial pode ser mais eficaz em atividades específicas, o extrato bruto oferece 

maior versatilidade e sinergia entre seus componentes, sendo indicado para 

formulações com objetivos mais abrangentes. 
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