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RESUMO 

 

Os fungos estão entre os principais responsáveis por danos e perdas em grãos 

armazenados. Possuem a capacidade de produzir metabólitos secundários quando 

submetidos a condições ideais, conhecidos como micotoxinas, substâncias altamente 

tóxicas que podem contaminar os produtos destinados à alimentação tanto humana como 

animal causando danos para a saúde. O controle destes fungos tem sido feito por meio de 

substâncias sintéticas, que são prejudiciais ao homem e ao meio ambiente. Desta forma 

faz-se necessária a busca por métodos alternativos do controle desses fungos. Neste 

contexto, os óleos essenciais extraídos de plantas mostram-se como possível opção. O 

objetivo deste estudo foi avaliar a eficácia dos óleos essenciais de capim-limão 

(Cymbopogon flexuosus) para controle dos fungos Aspergillus brasiliensis e Aspergillus 

flavus, os quais infestam grãos armazenados. Inicialmente verificou-se o efeito do óleo 

essencial sobre o crescimento micelial dos fungos em testes in vitro nas doses de: 0,05; 

0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,6; 3,2; 6,4 e 12,8 µL/mL. Em seguida, realizou-se microdiluição 

seriada para determinação da concentração mínima inibitória, em doses entre 0,12 a 1,8 

µL/mL. Sequencialmente foi realizada avaliação do efeito fungicida do componente 

majoritário do óleo essencial, o citral, o qual corresponde a 72% da composição total do 

óleo, nas doses de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8;1,6 µL/mL. Por último foi analisado o efeito do óleo 

de capim-limão na inibição do desenvolvimento dos fungos em grãos de trigo (Triticum 

aestivum) contaminados, nas doses de: 0,6; 0,8 e 1,6 µL/mL, com período de 

armazenamento de 10, 20 e 30 dias. Os resultados demonstraram que o óleo essencial 

apresentou, nos testes in vitro, potencial fungicida sobre os fungos A. flavus e A. 

brasiliensis, com doses a partir de 0,6 µL/mL, sendo, porém, juntamente com a análise 

da microdiluição, considerada como a dose mínima inibitória 1,0 µL/mL de óleo essencial 

de C. flexuosus para total controle dos micro-organismos. Nos testes in vitro com o citral, 

obteve-se controle total dos fungos a partir da dose de 0,6 µL/mL de citral. Na análise em 

grãos, para melhor controle das duas espécies fúngicas, a dose de 1,6 µL/mL mostrou ser 

a mais indicada.  

 

Palavras-chave: micro-organismo, armazenagem, qualidade, citral.  

  



ABSTRACT 

 

Fungi are among the main responsible for damages and losses in stored grains. They have 

the ability to produce secondary metabolites when subjected to ideal conditions, known 

as mycotoxins, highly toxic substances that can contaminate products intended for human 

and animal nutrition causing health damage. The control of these fungi has been made by 

synthetic substances, which are harmful to man and the environment. In this way it is 

necessary to search for alternative methods of controlling these fungi. In this context, 

essential oils extracted from plants are shown as a possible option. The objective of this 

study was to evaluate the efficacy of essential oils of lemon grass (Cymbopogon 

flexuosus) for control of fungi that attack stored grains, the species tested were Aspergillus 

brasiliensis and Aspergillus flavus. The effect of the essential oil on fungal mycelial 

growth was initially verified in in vitro tests, the doses tested were: 0.05; 0.1; 0.2; 0.4; 

0.6; 0.8; 1.6; 3.2; 6.4 and 12.8 μL/mL. Subsequently, serial microdilution was performed 

to determine the minimum inhibitory concentration at doses between 0.12 and 1.8 μL/mL. 

Sequentially, the fungicidal effect of the major component of the essential oil, citral, was 

evaluated, which corresponds to 72% of the total oil composition, in the doses of 0.2; 0.4; 

0.6; 0.8; 1.6 μL/mL. Finally, the effect of lemon grass oil on the inhibition of the 

development of fungi on contaminated wheat grains (Triticum aestivum), at the doses of: 

0.6; 0.8 and 1.6 μL/mL, with observation period of 10, 20 and 30 days. The results showed 

that in the in vitro tests, the fungicidal potential of the fungi A. flavus and A. brasiliensis, 

with doses from 0.6 μL/mL, was evaluated in in vitro tests, but, together with the 

microdilution analysis, Considered as the minimum inhibitory dose 1.0 μL/mL of 

essential oil of C. flexuosus for total control of the microorganisms. In the in vitro tests 

with citral, total control of the fungi was obtained from the dose of 0.6 μL/mL citral. In 

the grain analysis, for a better control of the two fungal species, the dose of 1.6 μL/mL 

was shown to be the most indicated. 

 

Keywords: Microorganism, storage, quality, citral. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os fungos são considerados uma das maiores causas de deterioração de sementes 

e grãos durante o armazenamento. A estimativa é que, da produção mundial agrícola, um 

milhão de toneladas de alimentos é comprometido, em consequência da contaminação 

com alguma micotoxina, com reconhecidos efeitos prejudiciais na saúde humana e 

animal. O Brasil considerado um dos países líderes na agricultura, possui condições 

ambientais ótimas para o desenvolvimento de fungos micotoxigênicos (FREIRE et al., 

2007; PRAKASH et al., 2015). 

Os fungos que ocorrem nos grãos podem ser divididos em dois grupos: de campo 

e de armazenamento. Os primeiros causam doenças nas plantas durante seu cultivo. O 

segundo grupo, dos fungos de armazenamento compreende principalmente o gênero 

Aspergillus. Entre os maiores danos ocasionados pelo desenvolvimento fúngico em grãos 

e sementes armazenados estão a perda do poder germinativo e matéria seca, alteração do 

valor nutricional e produção de micotoxinas (LAZZARI, 1997; BIRCK, 2005; TIBOLA 

et al., 2013). 

As micotoxinas são metabólitos secundários produzidos por algumas espécies de 

fungos, quando submetidos a condições ideais para seu desenvolvimento. A ingestão de 

alimentos contaminados e a intoxicação com essas toxinas são chamadas de 

micotoxicoses. Devido à sua resistência, estes agentes podem ser encontrados tanto em 

grãos e sementes armazenadas quanto em alimentos processados e rações (TIBOLA et 

al., 2013; LINS et al., 2014). A contaminação de grãos e sementes com micotoxinas 

ocorre de maneira ampla e afeta cereais de importância econômica e alimentar, entre eles 

o trigo.  

O trigo é fonte de matéria prima para produção de muitos alimentos, sendo 

considerado fundamental na alimentação humana, seu cultivo representa 30% de toda 

produção mundial de grãos (TIBOLA et al., 2013). De acordo com World Agricultural 

Supply and Demand Estimates, no mês de agosto de 2016 no mundo foram produzidos 

819,5 milhões de toneladas de trigo, desses 5,3 milhões de toneladas produzidas no Brasil 

(WASDE, 2016). 

Devido à problemática em relação a intoxicações causadas por fungos em 

produtos alimentícios, há legislações vigentes por todo o mundo em relação aos teores 
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máximos permitidos destas substâncias para diversos tipos de alimentos prontos para 

oferta ao consumidor e em matérias primas. Internacionalmente estes teores são 

recomendados pelo Codex Alimentarius e a nível nacional são regidos pela Resolução 

RDC Nº 7, de 18 de fevereiro de 2011, da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA), a qual se aplica às empresas que importem, produzam, distribuam e 

comercializem bebidas, alimentos e matérias primas como o trigo e seus produtos 

(BRASIL, 2011). 

Para o controle da contaminação fúngica em diversos tipos de alimentos, tem-se 

buscado medidas alternativas, utilizando-se agentes naturais como os óleos essenciais, 

que não provoquem efeitos colaterais e poluição ambiental. 

As propriedades antimicrobianas de extratos e óleos essenciais obtidos de plantas 

tem sido reconhecidas empiricamente durante séculos, mas foram confirmadas 

cientificamente apenas há alguns anos. Vários pesquisadores têm estudado a atividade 

biológica de plantas medicinais originárias de diversas regiões do mundo, orientados pelo 

uso popular de espécies nativas, mostrando que seus compostos secundários são eficientes 

no controle do crescimento de uma ampla variedade de micro-organismos como fungos 

filamentosos, leveduras e bactérias (JANSSEN et al., 1987). Segundo Bhavnani e Ballow 

(2000) cerca de 60% dos óleos essenciais possuem atividades antifúngicas e 35% exibem 

propriedades antibacterianas.  

Dentre as espécies produtoras de óleos essenciais que se desenvolvem em diversas 

regiões do Brasil, sendo amplamente conhecida e utilizada, está o capim-limão 

[Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steudel) Watson]. 

O capim-limão nativo da Índia é uma erva aromática perene cultivada para 

obtenção do seu óleo essencial, o qual é rico em citral, substância utilizada na indústria 

de perfumaria, cosmética e farmacêutica (MAY et al., 2008; ADINARAYANA et al., 

2012). Estudos como de Pandey et al. (2003); Koshima et al. (2006); Valeriano et al. 

(2012) e Aquino et al. (2014), comprovaram intensa atividade antimicrobiana, 

antifúngica, antiviral e inseticida deste óleo essencial. 

Diante do exposto, o presente trabalho buscou alternativas para o controle de 

fungos, avaliando o potencial fungicida do óleo essencial de Cymbopogon flexuosus sobre 

o desenvolvimento dos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus brasiliensis. 
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2. OBJETIVO GERAL 

 

Analisar a atividade antifúngica in vitro do óleo essencial de capim-limão 

[Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steudel) Watson] para o controle dos fungos 

Aspergillus brasiliensis e Aspergillus flavus, em grãos de trigo (Triticum aestivum L.) 

contaminados.  

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Identificar os principais componentes químicos do óleo essencial utilizado; 

- Avaliar a atividade fungitóxica in vitro do óleo essencial de capim limão (Cymbopogon 

flexuosus) sobre o desenvolvimento dos fungos Aspergillus brasiliensis e Aspergillus 

flavus; 

- Identificar a concentração mínima inibitória do óleo essencial no desenvolvimento dos 

fungos em estudo; 

- Avaliar a atividade fungitóxica in vitro do componente citral sobre o desenvolvimento 

dos fungos em estudo; 

- Analisar a eficácia do óleo essencial na inibição do desenvolvimento dos fungos em 

grãos de trigo (Triticum aestivum) contaminados durante diferentes períodos de 

armazenagem. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. FUNGOS 

 

 A micologia (do grego, Mykes = cogumelo + logos = estudo) é a ciência que estuda 

os fungos. Teve início no século XVII, quando se passou a observar as células e suas 

estruturas através de microscópios. Durante muitos anos os fungos foram tratados como 

plantas, e eram estudados dentro da Botânica. Devido sua morfologia externa que se 

assemelham com de algumas plantas, no início acreditavam-se que os fungos e as algas 

tivessem uma origem comum (GOMPERTZ et al., 2008; HENRIQUE et al., 2010). 

Porém, foi evidenciado que os fungos são originados de um ancestral eucarionte 

unicelular flagelado (Protista), não-clorofilado e que depois originou as formas 

filamentosas. Por esses fatos os fungos teriam seguido uma linha evolutiva independente, 

não sendo classificados como animais ou plantas. Whittaker, em 1969, propôs o Sistema 

de Classificação dos organismos em cinco reinos, assim os fungos passaram a ocupar um 

reino exclusivo, o Reino Fungi ou Mycetae, e uma de suas principais características é ter 

a absorção como forma de obter nutrientes (HENRIQUE et al., 2010).  

 Os fungos compreendem os bolores, leveduras e cogumelos, esses termos não 

estão relacionados com a classificação dos fungos e sim com sua morfologia. As 

leveduras são fungos unicelulares, os bolores são fungos filamentosos e os cogumelos são 

as estruturas reprodutivas de alguns fungos, e em sua grande maioria são comestíveis. 

São organismos eucariontes, aclorofilados, heterotróficos. Como mecanismo de obtenção 

de alimento, os fungos secretam enzimas no ambiente para realizar a quebra de moléculas 

grandes em moléculas menores para conseguirem realizar a absorção (GOMPERTZ et 

al., 2008; HENRIQUE et al., 2010; NESTER et al., 2011). 

Há muitos anos, independentemente de suas origens e afinidades os fungos fazem 

parte do nosso cotidiano. Eles atuam nos processos industriais como a fermentação, 

produção de ácidos orgânicos e vitaminas. Dos fungos também são extraídas substâncias 

que são utilizadas na produção de medicamentos, assim estes organismos se mostram 

relevantes e influentes na vida humana (HENRIQUE et al., 2010). Essas características 

de serem decompositores podem ser prejudiciais para o nosso dia a dia, já que os fungos 
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podem causar o apodrecimento de roupas, objetos de couro, madeira e principalmente de 

alimentos (AMABIS e MARTHO, 2010).  

A contaminação por fungos pode desencadear inúmeras perdas econômicas para 

a indústria de alimentos, associadas à redução do valor nutricional, alteração do paladar, 

e quando em condições favoráveis, algumas espécies tem a capacidade de produzirem 

micotoxinas, podendo afetar tanto a saúde humana como a animal (LAZZARI, 1993). 

Em relação a grãos e sementes armazenados, os fungos são os maiores causadores 

da deterioração provocando a perda de grande parte da produção mundial, além de 

provocarem doenças na planta viva e degradação de suas partes. A contaminação por 

fungos em grãos e sementes pode ocorrer em qualquer estágio da cadeia produtiva. A 

presença de fungos altera as propriedades físicas do grão, poder germinativo das 

sementes, além de alterarem as propriedades nutricionais, e a produção de micotoxinas, 

que tem graves consequências para a saúde. Os fungos são encontrados espalhados no ar 

e solo e podem se desenvolver em qualquer substrato que encontrem as condições ideais 

para seu desenvolvimento (SCUSSEL, 2002). 

 

3.1.1 GÊNERO Aspergillus 

 

O gênero Aspergillus tem mais de 260 espécies já estudadas. Em 1729 o botânico 

Pier Antonio Michelli descreveu o gênero pela primeira vez, e no ano de 1809 foi descrito 

de maneira mais clara por Johann Heinrich Friedrich Link. Posteriormente com a 

microscopia óptica, Rudolf Virchow, no ano de 1856, apresentou as características 

morfológicas do Aspergillus spp. e associou com lesões pulmonares de papagaios, falcões 

e no homem (CASTRO, 2011).  

Os fungos do gênero Aspergillus representam os encontrados com maior 

frequência no meio ambiente, no solo e em alimentos (ALVES et al., 2014). Muitas 

espécies de Aspergillus são benéficas para os humanos, como também podem ser sérios 

patógenos para animais e plantas. Através do metabolismo secundário todas as espécies 

de Aspergillus podem produzir uma ou mais toxinas. Todos os Aspergillus produzem 

esporos assexuadamente o que é sua principal maneira de dispersão, a esporulação 



22 

 

 

 

assexuada está estreitamente correlacionada com a produção de determinadas 

micotoxinas (NI et al., 2011).  

As espécies deste gênero de fungos podem afetar negativamente a economia, 

devido à produção de micotoxinas potentes quanto pela deterioração de alimentos. A 

presença de fungos no substrato não indica necessariamente a presença de toxinas, porém 

contagens elevadas de fungos podem indicar a presença de micotoxina no alimento. A 

presença de fungos do gênero Aspergillus, representa um perigo em potencial, pois pode 

desencadear patologias nos trabalhadores que diretamente entram em contato com o 

fungo, como a aspergilose, alergias e problemas respiratórios devido ao contato e inalação 

de conídios (ALVES et al., 2014).   

 

3.1.1.1 Aspergillus brasiliensis 

 

 No estudo realizado por Parenicová et al. (2001), que tinha como objetivo 

desenvolver técnicas para identificação e caracterização do gênero Aspergillus, o 

Aspergillus brasiliensis (Figura 01) apresentou características distintas do A. niger e A. 

tubingensis, sugerindo a classificação de uma nova espécie. Não há estudos sobre a 

evidencia da produção de micotoxinas.  

 

Figura 01: Fungo Aspergillus brasiliensis. 

Fonte: VARGA et al., 2007. 



23 

 

 

 

A espécie Aspergillus brasiliensis foi descrita por Varga et al. (2007), da seção 

Aspergillus nigri, foi isolada dos solos do Brasil, na região de São Paulo mais 

especificamente, o que deu origem ao seu nome, posteriormente também foi encontrada 

nos solos da Austrália, Estados Unidos e Holanda. Apresenta pouco crescimento e forte 

produção de ácido, suas colônias apresentam coloração em branco, marrom escuro, e 

posteriormente mudam para preto, temperatura ótima para crescimento e esporulação 

37ºC, essa espécie se difere das demais nas suas características fenotípicas e genotípicas. 

 

3.1.1.2 Aspergillus flavus 

 

Os fungos da espécie Aspergillus flavus (Figura 02) são os principais produtores 

da micotoxina aflatoxina, e consequentemente podem acarretar na contaminação direta 

de uma variedade extensa de alimentos (ALVES et al., 2014). Suas colônias apresentam 

as características de serem entre tons de verde à amarelo-oliva, podendo apresentar-se na 

coloração amarelo puro, e conforme vão envelhecendo se tornam acinzentadas 

(CASTRO, 2011).  

 

Figura 02: Fungo Aspergillus flavus. 

Fonte: The University of Adelaide, 2017. 
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São fungos considerados de armazenamento, encontrado frequentemente em 

armazéns, silos, moinhos, moegas, elevadores, equipamentos e lugares onde são 

armazenados, manuseados e processados produtos agrícolas. Provocam danos aos 

produtos somente se as condições de armazenamento não forem adequadas para manter 

a qualidade dos mesmos (LAZZARI, 1993; TIBOLA et al., 2013; LINS et al., 2014).  

Desenvolvem-se bem em condições de umidade relativa do ar entre 80% e 95%, 

temperatura entre 27 a 30ºC e em substratos oleaginosos, o que proporciona o aumento 

do nível de produção de aflatoxinas; raramente são encontrados em substratos com maior 

teor de amido, como o milho e ainda assim podem produzir aflatoxinas (MERONUCK, 

1987; BARKAI-GOLAN e PASTER, 2008; IAMANAKA et al., 2010).  

Durante o armazenamento, além da possível produção de micotoxinas, os efeitos 

provocados em grãos e sementes pela espécie Aspergillus flavus, são morte, descoloração, 

aquecimento e formação de torrões do produto. Mesmo quando o desenvolvimento dos 

fungos não é acentuado, pode haver a produção de toxinas, além da degradação causada 

nos grãos, o que provoca a perda de lotes inteiros, entre outros danos que acabam por 

interferir na saúde de animais e seres humanos (SCUSSEL, 2002). 

 

3.1.2 Micotoxinas 

 

Os metabólitos secundários tóxicos produzidos por fungos toxigênicos são 

chamados de micotoxinas e podem ser liberadas no substrato no qual se desenvolveram. 

A ingestão desses metabólitos fúngicos através de alimentos contaminados podem causar 

doenças denominadas micotoxicoses (CAST, 2003; TIBOLA et al., 2011). 

Estima-se que haja de 300 a 400 tipos distintos de micotoxinas, sendo as mais 

conhecidas as denominadas aflatoxinas. O termo micotoxina é originário da palavra grega 

mykes - fungo e de uma palavra do latim toxicum - toxina. A expressão greco-latina mykes 

toxicum significa toxina fúngica ou micotoxina (JAY, 2005; FREIRE et al., 2007; 

MALLMAN et al., 2015). 

As micotoxinas ficaram conhecidas a partir do ano de 1960, quando ocorreu um 

surto de morte sem justificativas em aves no Reino Unido, em especial, perus. Esse evento 

ficou mundialmente conhecido como Turkey x diases, após investigações concluiu-se que 

a causa da morte das aves foi a ração produzida com amendoim importado do Brasil e da 
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África, o qual estava contaminado com substâncias fluorescentes produzidas por fungos, 

da espécie Aspergillus flavus (SARGEANT et al., 1961).  

Existem vários relatos na história da humanidade sobre os efeitos das micotoxinas, 

eventos documentados onde se associam a ação dessas, como durante a Segunda Guerra 

Mundial na Sibéria onde ocorreu a produção de micotoxinas nos cereais armazenados 

durante o inverno, o que provocou a morte de milhares de pessoas que ingeriram esses 

cereais (TIBOLA et al., 2013). 

 As micotoxinas aparentemente não demonstram participação no metabolismo 

normal dos fungos, são produzidas mesmo que de modo não exclusivo, à medida que o 

fungo se desenvolve e atinge sua maturidade. São moléculas diversificadas com estruturas 

que variam e não apresentam imunogenicidade (JAY, 2005; FREIRE et al., 2007 

MALLMAN et al., 2015). 

Ocorrem naturalmente, se proliferam em produtos agrícolas, tanto no seu 

desenvolvimento no campo, quanto durante o armazenamento, acometendo alimentos 

processados ou rações para animais. Possuem as seguintes características: inodoras, 

insípidas e incolores. Quimicamente estáveis e resistentes, nos alimentos mesmo após o 

cozimento sofrem pouca degradação com difícil eliminação (CAST, 2003; NOVOA e 

DIÁZ, 2006; TIBOLA et al., 2013; LINS et al., 2014).  

A ingestão de alimentos contaminados pode provocar manifestações 

hepatotóxicas, nefrotóxicas, mutagênicas, estrogênicas, neurotóxicas, imunossupressoras 

e carcinogênicas, tanto em humanos como em animais (BIRCK 2005; JAY, 2005; 

MALLMAN et al., 2015). 

 A micotoxina de maior relevância é a aflatoxina (Figura 03), a expressão 

aflatoxina é derivada do seu principal agente produtor o Aspergillusflavus (SILVA, R. et 

al., 2013; LINS et al., 2014). 

 

Figura 03:  Estrutura química da Aflatoxina B1  

Fonte: PubChem, 2017.  
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 A legislação Brasileira que diz respeito ao limite máximo de micotoxinas tolerado 

em alimentos é a Resolução RDC nº 7, de 18 de Fevereiro de 2011. Tem como objetivo 

estabelecer os limites máximos para aflatoxinas, ocratoxina A, desoxinivalenol, 

fumonisinas, patulina e zearalenona admissíveis em alimentos prontos para o consumo e 

em matérias-primas. Essa resolução foi baseada nos parâmetros estabelecidos pelo Codex 

Alimentarius. Os níveis de micotoxinas têm que ser o mais baixo possível, devendo ser 

aplicada as melhores práticas e tecnologias de produção, manipulação, armazenamento, 

processamento e embalagem, com o intuito de evitar que alimentos contaminados sejam 

comercializados ou consumidos (BRASIL, 2011).  

 No que diz respeito a cereais e em especifico ao trigo, referente ao limite máximo 

tolerado (LMT - µg/kg) de micotoxinas, de acordo com a RDC n° 7/2011, com atualização 

em janeiro de 2016, os limites permitidos de aflatoxinas do tipo B1, B2, G1 e G2 em 

cereais e produtos cereais, exceto milho e derivados, incluindo cevada malteada é de 

5µg/kg. 

 

 

3.2 TRIGO 

 

 O trigo é uma gramínea do gênero Triticum pertencente ao grupo de plantas mais 

cultivadas do mundo. Não se sabe ao certo quando exatamente o trigo começou a fazer 

parte da alimentação humana, mas há relatos que esta planta está a centenas de anos na 

história da humanidade. Já foi de grande importância na sobrevivência de inúmeras 

civilizações, sendo fonte de matéria prima de muitos alimentos (TOMASINI e 

AMBROSI, 1998). 

No Brasil desde a época que os portugueses colonizaram o país se tem interesse 

em plantar o trigo. Inicialmente, para suprir os hábitos dos imigrantes europeus, na época 

foram realizadas inúmeras tentativas de semear o trigo em diferentes locais do país, como 

no centro e no norte, até o cultivo migrar para o sul, onde encontrou um ambiente mais 

propício às suas necessidades e o seu desenvolvimento (CUNHA, 2000). 
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Figura 04: Trigo  

Fonte: OR Sementes, 2017.  

Segundo Bernardi et al. (2011) três espécies representam 90% do todo cultivo de 

trigo no mundo, sendo cada uma delas mais adequada a produção de determinado tipo de 

alimento, são essas:  

- Triticum aestivum - é o mais plantado no planeta e é conhecido como trigo 

comum, representando quatro quintos de toda produção mundial de grão. É o 

tipo de trigo mais utilizado na fabricação de pão. No âmbito nutricional a 

quantidade de substâncias contidas no grão alterna-se de acordo com a 

variedade. No Brasil esta espécie é a mais consumida com um teor de proteína 

em torno de 15%.  

- Triticum compactum - possui um teor de proteína médio de 8%, é conhecido 

como tipo clube. Possui menor teor de glúten, que é responsável pelo 

crescimento e textura dos produtos feitos com a farinha. É o mais utilizado na 

fabricação de bolos e biscoitos mais macios e menos crocantes.  

- Triticum durum – possui um glúten mais resistente, indicado para a produção 

de massas, inclusive macarrão, pois permite uma textura firme após o 

cozimento. Este tipo de grão não é cultivado no Brasil. 

Para a cadeia agroindustrial, o trigo significa a venda de insumos, para o produtor, 

a venda do grão, e para o consumidor, a compra de pão e derivados da sua farinha. Essa 

teia de interesses é de extrema importância para economia, auxilia na manutenção de 
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milhares de empregos e na geração de receita (TOMASINI e AMBROSI, 1998; MORI e 

IGNACZAK, 2011).  

Um dos problemas da infestação de fungos em grãos de trigo armazenados é a 

perda na criação de animais em decorrência do consumo de rações contaminadas com 

micotoxinas, devido ao fato de se utilizar farelo na produção da ração, o qual concentra 

os maiores teores de toxinas. Além dos danos na saúde dos animais, provocam impactos 

negativos na cadeia produtiva devido ao menor desempenho e a mortalidade (TIBOLA et 

al., 2011).  

As consequências da presença de fungos nos alimentos para a saúde humana são 

as infecções ou micoses causadas pelos fungos, alterações gastrointestinais, perda do 

valor nutricional dos alimentos, como alteração do sabor (SCUSSEL, 2002). Nos casos 

de ingestão de micotoxinas, elas podem provocar lesões neurológicas, hepáticas, 

nefréticas, como também apresentar características teratogênicas, mutagênicas, 

carcinogênicas e alergênicas (FREIRE et al., 2007). 

 

3.3 ÓLEOS ESSENCIAIS 

 

 Óleos essenciais são compostos naturais, voláteis, de estruturas complexas. 

Apresentam como característica odor forte e são extraídos de plantas aromáticas, 

produzidos por meio do metabolismo secundário. São substâncias repelentes ou atraentes 

para insetos das plantas, podendo se acumular em todos os órgãos vegetais (KNAAK e 

FIUZA, 2010; MACHADO et al., 2013). 

 Alguns óleos essenciais têm alta toxidade, apresentam ação repelente, além de 

influenciarem no desenvolvimento de organismos vivos, como os insetos. Nos vegetais 

desenvolvem ações em relação a sua volatilidade, atraem insetos polinizadores, atuam 

contra predadores e patógenos, aumento de temperatura, perda de água, desempenham 

também papel ecológico, especialmente como inibidores da germinação. A função 

especifica dos óleos essenciais na planta ainda é desconhecida (KNAAK e FIUZA, 2010; 

GUIMARÃES et al., 2011). 

 A constituição dos óleos essenciais ocorre através da mistura de compostos, dentre 

eles, recebem destaque os monoterpenos, sesquiterpenos, e derivados oxigenados 

(álcoois, aldeídos, cetonas, fenóis, éster, éteres e óxidos). Outros compostos voláteis 
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incluem fenilpropanoides e substâncias contendo enxofre ou nitrogênio (VALERIANO 

et al., 2012; MACHADO et al., 2013) 

 A composição do óleo essencial de uma planta é determinada geneticamente, 

sendo geralmente específica para um determinado órgão e característica para o seu estágio 

de desenvolvimento, mas as condições ambientais são capazes de causar variações 

significativas, como a influência do ciclo vegetativo, em que a concentração de cada um 

dos constituintes do óleo pode variar durante o desenvolvimento do vegetal. O ambiente 

no qual o vegetal se desenvolve e o tipo de cultivo também influem sobre a composição 

química dos óleos essenciais, entretanto, fatores ambientais, tais como temperatura, 

umidade relativa, duração total de exposição ao sol, regimes de ventos, grau de hidratação 

do terreno e presença de micronutrientes neste terreno, influenciam na composição do 

óleo essencial (PEREIRA et al., 2006; GONÇALVES, 2012). 

A solubilidade dos componentes do óleo essencial em água está diretamente 

correlacionada com a capacidade de penetrar na parede celular de bactérias e fungos. A 

atividade antimicrobiana dos óleos essenciais ocorre devido à solubilidade na bicamada 

lipídica da membrana celular dos micro-organismos. As diferenças na constituição e 

concentração dos óleos essenciais influenciam diretamente na atividade antimicrobiana 

do óleo essencial, a ação dos monoterpenos tem sido explicada pelo efeito tóxico na 

função e estrutura da membrana celular, devido às características lipofílicas, os 

monoterpenos preferencialmente, tendem a se deslocar da fase aquosa em direção as 

estruturas da membrana, o que resulta na sua expansão, aumento da fluidez e 

permeabilidade, desordenando as proteínas embebidas da membrana, alterando o 

processo de transporte de íons e inibindo a respiração celular, assim danos causados na 

estrutura da membrana citoplasmática acarretam o comprometimento das funções, como 

local de ação enzimática, barreira seletiva e geração de energia (VALERIANO et al., 

2012, ROCHA et al., 2014).  

Os óleos essenciais proporcionam a inibição do crescimento micelial, e interferem 

na produção e germinação de conídios, variando de acordo com a composição e dosagem 

do óleo utilizado, a inibição da germinação conidial é fundamental no controle das 

doenças, pois normalmente é o ponto inicial da infecção propriamente dita, para a ação 

efetiva dos óleos essenciais ser bem sucedida além de inibir o crescimento micelial do 
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patógeno, também se faz necessário inibir a germinação de seus conídios (MACHADO 

et al., 2013; AQUINO et al., 2014).  

 Além do potencial da ação fungitóxica direta, com a inibição o crescimento 

micelial e a germinação de esporos, os óleos essenciais tem demonstrado potencial no 

controle de fungos pela indução de fitoalexinas. As fitoalexinas são metabólitos 

secundários, antimicrobianos, de baixo peso molecular, produzidos pelas plantas em 

resposta a situações de estresse, com o intuito de impedir a atividade de patógenos, o 

modo de ação dessas substâncias em relação aos fungos ocorre com a granulação do 

citoplasma, desorganização dos conteúdos celulares, rompimento da membrana 

plasmática e inibição das enzimas fúngicas (PEREIRA et al., 2006; HILLEN et al., 2012; 

SARMENTO-BRUM et al., 2013). 

 

 

3.4 CAPIM-LIMÃO [Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steudel) Watson] 

 

 O Cymbopogon flexuosus (Figura 04), da família Poaceae, conhecido 

popularmente como capim-limão ou capim-limão da Índia Oriental, é uma espécie 

produtora de óleo essencial, originária da Índia, sua essência é o lemongrass, amplamente 

utilizada nas indústrias farmacêuticas, aromáticas e de perfumaria. O lemongrass 

apresenta atividade analgésica, anti-inflamatória, antibacteriana, antiviral, sedativas, 

digestiva, antirreumáticas, calmantes, antifebris, antiespasmódica, antimicrobiana e 

repelente de insetos (PANDEY et al., 2003; MAY et al., 2008; ADINARAYANA et al., 

2012). 

 A espécie Cymbopogon flexuosus nos meses de inverno, com as condições 

climáticas do Brasil apresentam florescimento intenso (MAY et al.; 2008). Segundo 

Lorenzi (2008), no óleo essencial do Cymbopogon flexuosus encontram-se os mesmos 

componentes do extraído do Cymbopogon citratus, porém apresenta um porte maior, 

capaz de produzir três vezes mais volume de massa numa mesma área, característica essa 

importante preferência dos produtores.  
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Figura 05:Capim-limão (Cymbopogon flexuosus) 

Fonte: ICAR, 2017.  

   

O óleo essencial do C. flexuosus é empregado como aromatizante de ambiente e, 

principalmente, como material de partida para síntese da Vitamina A, Beta-ionona e 

Betacaroteno. Tem se mostrando promissor no tratamento de células cancerígenas, 

provocando a inviabilidade tumoral da célula, também se mostra um fungicida superior 

se comparado com os sintéticos e não são fitotóxicos na natureza (DESAI e PARIKH, 

2012). 

Cerca de 22 espécies microbianas e fúngicas já apresentaram comprovada 

sensibilidade ao óleo de capim-limão, tendo o desenvolvimento comprometido quando 

submetidos à aplicação do óleo, situação já observada também com insetos. A atividade 

antimicrobiana do óleo de capim-limão reside, conforme sugerem os estudos já 

realizados, principalmente nas estruturas neral e geranial (CARVALHO et al., 2005). 

O principal componente do óleo essencial é o citral (Figura 05), uma mistura dos 

isômeros β-citral (neral) e α-citral (geranial), ácidos monoterpenóides acíclicos os quais 

totalizam cerca de 70 a 85% da composição do óleo (SCHUCK et al., 2001; PANDEY et 

al., 2003). 
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Figura 6: Fórmula estrutural do citral. 

Fonte: KFDA, 2017.  

Devido ao seu aroma característico de limão, o citral é bastante utilizado na 

alimentação, indústria, na fabricação de produtos de perfumaria, cosméticos e 

farmacêuticos, sua formulação sintética derivada da terebintina de coníferas é 

normalmente utilizado para esses fins. O citral apresenta atividade antifúngica contra 

patógenos que acometem humanos e vegetais, inibe a germinação de sementes, apresenta 

ação bactericida e propriedades inseticidas (LEWINSOHN et al., 1998; KOSHIMA et al., 

2006; SADDIQ e KHAYYAT, 2010). 

 

 

3.5 CONTROLE DE FUNGOS POR MEIO DE ÓLEOS ESSENCIAIS 

 

 Existem em torno de 3.000 tipos de óleos essenciais conhecidos, desses, 300 

apresentam importância comercial (BAKKALI et al. 2008). No ponto de vista biológico, 

os óleos essenciais, devido à sua característica volátil, para os vegetais atuam como sinais 

de comunicação química e funciona como arma de defesa contra os animais. Tais 

características tornam as plantas produtoras de óleos essenciais, poderosas fontes de 

agentes biocidas, sendo amplamente estudadas na agricultura por apresentarem atividades 

fungicidas, bactericidas e inseticidas (PEREIRA, 2006).  

 Muitos estudos como de Baratta et al. (1998), Shin (2003), Pandey et al. (2003), 

Pereira et al. (2006), Rasooli et al. (2008), Ozöcan e Chalchat (2008), Moghtader et al. 

(2011), Valeriano et al. (2012), vêm sendo desenvolvidos para avaliar a ação 

antimicrobiana de óleos essenciais, e os resultados alcançados nessa linha de pesquisa 

têm-se mostrado promissores, porém a atividade dos óleos depende do tipo de micro-

organismo, do tipo do óleo e de sua concentração. Existem relatos da atividade direta de 
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extratos de plantas e óleos essenciais sobre insetos, fungos, bactérias, e efeito alelopáticos 

(GONÇALVES, 2012; OOTANI et al. 2013). Segundo OOTANI et al. (2013) a interação 

química entre as plantas, o que pode causar aumento ou inibição do crescimento, tem sido 

chamado de alelopatia.  

Em relação à ação antifúngica de óleos essenciais, trabalho como de Shahi et al. 

(2003), Sarma et al. (2004), atestaram os efeitos fungicidas de óleos essenciais, assim 

como Romero et al. (2009) atribuíram a ação antifúngica do óleo essencial de tomilho 

(Thymus vulgaris L.) sobre fungos devido a capacidade de causarem danos a membrana 

citoplasmática. Nos estudos realizados por Juven et al. (1994) e Rao et al. (2010), foi 

atribuída a ação antifúngica de óleos essenciais com a capacidade de troca entre os íons 

intra e extracelulares dos fungos, assim afetando a permeabilidade da membrana e 

provocando o extravasamento celular. 

A utilização de óleos essenciais na agricultura foi estudada por Ootani et al. 

(2013), onde os óleos essenciais se apresentam como alternativas para o controle de 

agentes fitopatogênicos e pragas agrícolas, substituindo produtos químicos, são 

substâncias com propriedades antifúngicas, com baixo ou quase nenhum poder residual, 

diminuindo os impactos ambientais. Salgado et al. (2003), avaliaram a atividade 

fungitóxica de óleos essenciais de eucaliptos (Eucalyptus camaldulensis Dehnh., E. 

citriodora Hook. e E. urophylla Blake) sobre Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea e 

Bipolaris sorokiniana, foi observado inibições significativas no crescimento micelial das 

espécies fúngicas.  

O estudo desenvolvido por Sousa et al. (2012), que avaliaram o efeito de óleos 

essenciais de eucalipto (Eucaliptus spp), copaíba (Copaifera sp.), andiroba (Carapa 

guianensis Aubl.), babaçu (Orbignya phalerata, Mart.), coco (Cocos nucifera), nem 

(Azadirachta indica), semente de uva (Vitis vinifera L.), amêndoa (Prunus amygdalus 

Batsch), hortelã (Mentha sp) e pau rosa (Aniba rosaeodora), em diferentes concentrações 

sobre o fungo Colletotrichum gloeosporioides, in vitro e em frutos de pimenta em pós 

colheita, no experimento in vitro todos os óleos, com exceção dos óleos de babaçu, 

semente de uva e amêndoa, inibiram o crescimento do fungo, no resultado obtido em pós-

colheita apenas o óleo de babaçu não foi eficiente em reduzir o desenvolvimento da lesão 

de antracnose. 
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O trabalho realizado por Geromini et al. (2012), que avaliaram a atividade 

antimicrobiana dos óleos essenciais de erva-cidreira-brasileira(Lippia alba), hortelã-

pimenta (Mentha piperita), alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum) e alecrim (Rosmarinus 

officinalis)sobre Candida albicans, como resultados obtiveram que os óleos essenciais, 

principalmente de L. alba e O. gratissimum, demonstraram alto potencial inibitório sobre 

o crescimento do micro-organismo avaliado. Assim como o estudo de Deus et al. (2009), 

que avaliaram a atividade fungitóxica in vitro do óleo essencial de copaíba (Copaifera 

multijuga Hayne), sobre cinco espécies do gênero Aspergillus e três espécies de Candida, 

os resultados mostraram que o óleo essencial foi altamente efetivo contra a Candida 

parapsolosis, Aspergillus flavus e Aspergillus tamarii, demonstrando o potencial 

fungicida dos óleos essenciais.  

Ação fungitóxica do óleo essencial de cipó vick ou cipó-carimbó (Tanaecium 

nocturnum) sobre o Aspergillus flavus foi avaliada por Pimentel et al. (2010), como 

resultados obtiveram que em determinadas dosagens ocorre a inibição total do 

crescimento micelial do fungo e inibição da esporulação. A avaliação do potencial 

fungitóxico do óleo essencial do cravo-da-índia (Syzygium aromaticum), foi realizada por 

Santos et al. (2007), sobre os fungos Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani e 

concluíram que o óleo essencial provoca alteração do crescimento micelial dos fungos e 

em determinadas doses provoca inibição total dos fungos. No estudo de Guimarães et al. 

(2011), que avaliaram os efeitos fungitóxicos do óleo essencial de capim-limão 

(Cymbopogon citratus) e do seu constituinte majoritário citral sobre a inibição micelial 

do Fusarium oxysporum cubense, Colletotrichum gloeosporioides, Bipolaris sp. e 

Alternaria alternata, todos os micro-organismos testados tiveram seu crescimento 

micelial inibido pelo óleo essencial de capim-limão e pelo citral, e o citral provocou maior 

inibição do crescimento fúngico, demonstrando maior eficiência no controle fúngico. 
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4. METODOLOGIA 

 

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratórios de Biotecnologia e de  Pós-

colheita e Pré-Processamento de Produtos Agrícolas, na Escola de Engenharia Industrial 

Metalúrgica de Volta Redonda, campus da Universidade Federal Fluminense. 

 

4.1 ANÁLISES DOS CONSTITUINTES DO ÓLEO ESSENCIAL 

 

O óleo essencial de capim-limão (Cymbopogon flexuosus) foi adquirido da 

empresa Ferquima® (Ind. e Com. Ltda). 

A análise dos constituintes do óleo essencial foi realizada por cromatografia 

gasosa com espectrometria de massa (CG/EM). A coluna cromatográfica utilizada foi do 

tipo capilar de sílica fundida com fase estacionária DB-5 (0,25 μm de espessura, 30 m 

comprimento e 0,25 mm de diâmetro interno). Foi utilizado hélio como gás carreador a 

um fluxo de 1,0 mL/minuto. A temperatura no injetor foi de 220°C e 240°C no detector. 

A temperatura inicial do forno foi mantida a 60°C por dois minutos, sendo programada 

para ter acréscimos de 3°C a cada minuto até atingir a temperatura máxima de 240°C, na 

qual foi mantida por mais 30 minutos fornecendo um tempo total de análise de 91 

minutos. A razão de split utilizada foi de 1:20 e o tempo de corte do solvente de 5 minutos. 

O volume da amostra injetado foi 1 μL, na concentração de 10.000 ppm, utilizando como 

solvente o hexano. 

A identificação dos compostos foi realizada por comparação dos espectros de 

massas obtidos com os do banco de dados do aparelho e pelo Índice de Retenção de 

Kovats (IK) de cada componente (LANÇAS, 1993). A análise quantitativa dos principais 

componentes do óleo essencial, expressa em porcentagem, foi realizada pelo método de 

normalização de integração de área dos picos, conforme descrito por Zhang et al. (2006). 

 

4.2 CRESCIMENTO FÚNGICO 

 

Os fungos utilizados neste trabalho foram, Aspergillus brasiliensis (Nº CCCD 

AA002) foi obtido na empresa Didática sp.® (Ind. e Com. Ltda), Aspergillus flavus (Nº 
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de acesso da linhagem IOC 4102) foi obtida por meio de doação da Fundação Osvaldo 

Cruz (FIOCRUZ).  

O crescimento dos fungos foi realizado em meio BDA (batata, dextrose e ágar) 

em placas de Petri a 30ºC durante sete dias. Para o preparo de 1L do meio foi utilizado 

225 g de batatas, 20 g de dextrose e17 g Agar. As batatas foram cozidas em 1000 mL de 

água, do caldo obtido foram utilizados 600 mL para misturar com a dextrose e o Agar, 

completado com 400 mL de água, após homogeneização, o meio foi fervido por 1 

minutos, e autoclavado por 15 minutos à 121°C. Após crescimento micelial, retirou-se 

um disco de BDA com aproximadamente 7 mm de diâmetro contendo os micélios de cada 

fungo. O mesmo foi transferido para outra placa de Petri contendo BDA, sendo incubado 

novamente nas mesmas condições descritas anteriormente. 

Para realizar a coleta dos esporos foram adicionados 15 mL de água destilada 

estéril sobre placa de Petri que continha meio BDA e a colônia do fungo crescido. Os 

conídios foram coletados com auxílio de pipeta. A suspensão de esporos foi ajustada com 

água destilada estéril, para se obter a concentração final de 4,5 x 106 esporos. mL-1 com 

o uso da câmara de Neubauer. A suspensão foi armazenada a 4 oC até ser utilizada. 

 

4.3 ENSAIO ANTIFÚNGICO IN VITRO 

 

 No ensaio antifúngico in vitro foram testadas as seguintes doses do óleo 

essencial de capim-limão: 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,6; 3,2; 6,4 e 12,8 µL/mL; s 

escolhidas a partir de trabalhos realizados anteriormente no Laboratório de Pós colheita.  

 Para facilitar a dispersão do óleo essencial através do meio de cultura, utilizou-

se o surfactante DMSO (dimetilsulfóxido) a 1%.  

 Nas testemunhas, doses zero, sem óleo essencial, foram realizados dois 

controles: o primeiro com o crescimento do fungo somente no meio BDA e o segundo 

controle com o desenvolvimento do fungo em meio BDA acrescido pelo DMSO com o 

objetivo de avaliar a influência do surfactante sobre o crescimento dos fungos. 

 Foram adicionados ao meio BDA fundido (45°C), uma solução de óleo 

essencial, DMSO 1% a fim de se obter a concentração desejada. Após homogeneização, 

o meio foi vertido para placas de Petri e estas incubadas com um disco micelial de 7 mm 

foi retirado de uma colônia crescida em BDA de cada fungo em estudo. As placas de 
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controle, sem óleo essencial, foram inoculadas seguindo o mesmo procedimento. Em 

seguida todas as placas foram incubadas a 30ºC até a data em que o fungo tomasse toda a 

placa do controle, ou seja, entre 7 e 10 dias, sendo então finalizado o período de 

incubação. O diâmetro das colônias foi registrado diariamente por meio de um paquímetro 

digital. O tamanho da colônia de cada amostra teste foi comparado com a dimensão dos 

controles. Os resultados foram expressos em termos de tamanho do diâmetro do halo do 

crescimento microbiano. A porcentagem de inibição do número de colônias (PI) foi 

calculada conforme Billerbeck et al. (2001): 

 

𝑃𝐼 =
ø0−ø𝑇

ø0
100                                           (Equação 01) 

Sendo: 

ø0 = diâmetro médio do micélio no controle;  

øT= diâmetro médio do micélio no tratamento.  

 

 Por meio dos resultados obtidos do teste com o óleo essencial, foi realizado 

teste in vitro com seu componente majoritário, o Citral, adquirido da empresa Sigma-

Aldrich®.  As doses testadas foram: 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,6 µL/mL. A porcentagem de 

inibição foi determinada pela Equação 01.  

 

4.4 MICRODILUIÇÃO EM MICROPLACA DE 96 POÇOS 

 

 A concentração mínima inibitória (CIM), do óleo essencial sobre os fungos 

em estudo, foi realizada através da microdiluição seriada em microplaca de 96 poços, as 

doses testadas foram definidas a partir dos resultados do teste in vitro, sendo avaliadas as 

doses de: 1,0; 1,2; 1,4; 1,6 e 1,8 µL/mL.  

Para cada dose testada foram realizadas quatro repetições em meio BD (batata e 

dextrose) 2x concentrado, solução com o óleo essencial, DMSO e suspensão de esporos 

(107) e como controle o tratamento sem o óleo essencial. A microdiluição seriada em 

microplaca, foi realizada adicionando 75 µL de meio BD em cada poço, e na primeira 
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linha foi adicionado solução que continha a dosagem de óleo essencial a ser testada, 

DMSO e o volume de água destilada para completar 75 µL, foram realizada diluições 

seriadas 4x com 75 µL da solução, desprezando 75 µL da última diluição, com o intuito 

que todos os poços contivessem o mesmo volume (75 µL), após a diluição seriada foram 

adicionado 75 µL da suspensão de esporos dos fungos analisados, e colocado em câmara 

B.O.D. à temperatura de 35ºC por 72h.  

Após o período de incubação a interpretação dos resultados foi realizada por 

análise visual. A concentração mínima inibitória (CIM) foi definida como a menor 

concentração de óleo essencial em que não ocorreu crescimento fúngico (PANDEY et al., 

2003; DELLAVALLE et al., 2011). 

 

4.5 ANÁLISE DO CONTROLE DE FUNGOS POR ÓLEO ESSENCIAL EM 

GRÃOS INFESTADOS 

 

Os grãos de trigo utilizados foram fornecidos pela EMBRAPA Trigo/RS. A 

análise da eficácia do óleo essencial de capim-limão sobre o desenvolvimento dos fungos 

foi realizada baseada em três doses do óleo essencial as quais foram definidas de acordo 

com as que apresentaram maior porcentagem de inibição do crescimento micelial (PI) no 

teste in vitro, sendo: 0,6; 0,8 e 1,6 µL/mL além do controle, o qual não continha 

tratamento com óleo essencial. Estas doses foram testadas em diferentes períodos de 

armazenamento (10, 20 e 30 dias) em ambiente controlado (30°C). 

Em recipientes de vidro com volume de 1,4 L foram acondicionados 200 g de 

grãos de trigo os quais foram previamente esterilizados em autoclave a 120°C por 15 min. 

Posteriormente, para cada recipiente, foi inoculada 2 mL da suspensão de 107esporos/mL 

da espécie de fungo correspondente. Os frascos foram mantidos a temperatura controlada 

(30°C) em câmara B.O.D. por 2 dias para promover o crescimento do fungo. 

Após 48 h saches de papel filtro foram embebidos com as diferentes doses de 

óleo essencial. Os saches foram introduzidos nos recipientes contendo os grãos 

inoculados com os fungos, sendo cada espécie avaliada separadamente em diferentes 

recipientes. O tratamento controle não recebeu nenhuma dosagem de óleo essencial e foi 

analisado nos diferentes períodos conforme ocorreu com os tratamentos. Para cada dose 
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testada foram realizadas três repetições. Esses procedimentos foram realizados em 

câmara de fluxo laminar.  

Para cada dose testada foi adicionado o volume de óleo essencial equivalente no 

sache:      - 0,6 µL/mL: 840 µL 

  - 0,8 µL/mL: 1120 µL 

  - 1,6 µL/mL: 2240 µL 

A eficiência do óleo essencial foi analisada, realizando-se amostragens 

periódicas a cada 10 dias de cada tratamento. Foram quantificadas as UFCs (Unidades 

Formadoras de Colônia) sob efeitos de cada tratamento.  

No final de cada período, 10 g de grãos, foram retiradas e diluídas em 90 mL de 

solução salina (NaCl 0,9%). Diluições seriadas de dez vezes (10-1 a 10-3) foram 

preparadas desta solução. Meio mililitro de cada diluição foi inoculado em placas de Petri 

com 20 mL de meio Ágar Sabouraud. As placas foram incubadas por 48 h a 30ºC em 

câmara B.O.D. Placas contendo de 05 a 250 UFC foram contadas e a porcentagem de 

inibição do crescimento (PI) foi calculada conforme Tatsadjieu et al. (2010): 

 

𝑃𝐼 =
𝐶0−𝐶𝑇

𝐶0
100                                           (Equação 02) 

Sendo: 

C0 = número de colônias que não receberam tratamento;  

CT= número de colônias que receberam tratamento com óleo essencial.  

 

4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As variáveis obtidas nos testes foram analisadas por meio do programa 

estatístico SISVAR®, com análise de variância e comparação de médias pelo teste de 

Scott-Knott a 5% de significância, em delineamento experimental inteiramente 

casualizado.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 ESTUDO REALIZADO COM CAPIM LIMÃO 

 

 

5.1.1. Identificação dos componentes químicos do óleo essencial de capim limão 

(Cymbopogon flexuosus) 

 

A Figura 07 apresenta o cromatograma obtido na identificação dos principais 

componentes do óleo essencial de capim limão (C. flexuosus): 

 

 
Figura 07: Cromatograma do óleo essencial de capim-limão (Cymbopogon flexuosus) 

utilizado no experimento. 

 

 A Tabela 01 apresenta o tempo médio de retenção e o índice de Kovats dos 

componentes identificados pelo cromatograma apresentado na Figura 01. 
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Tabela 01: Principais componentes do óleo essencial capim-limão (Cymbopogon 

flexuosus) determinados por CG-EM. 

 

 

Pico 

 

Componente 

Tempo de 

 Retenção* 

(min) 

 

Presente 

trabalho 

Índice de Kovats 

Adams 

(1995) 

 

Outros 

autores  

02 6-metil-5-

hepten-2-ona 

8,927 994 992  

05 Linalol 13,647 1093 1098  

06 Citronelal 16,097 1150 1153  

09 Neral 20,353 1245 1244  

10 Geraniol 20,873 1257 1257  

11 Geranial 21,768 1272 1270  

12 Acetato de 

Geranila 

26,664 1388 1383  

13 Cariofileno 28,315 1430 - 1428
(1)

 

*Coluna DB-5. 
(1)

CHOI, 2003. 

 

Observa-se pela Figura 07 em conjunto com a Tabela 01, que o principal 

componente do óleo essencial de capim limão utilizado neste trabalho é o citral, mistura 

do neral e geranial. A concentração de citral foi quantificada em 72% da composição do 

óleo, sendo 40% geranial e 32% neral. O citral tem sido identificado como principal 

componente de algumas plantas como a Lippia alba (BARBOSA et. al., 2006), a Pectis 

brevipedunculata (OLIVEIRA et al.,  2011) e o Cymbopogon citratus (MARTINAZZO 

et al., 2013). 

A Tabela 02 apresenta a identificação dos principais componentes do óleo 

essencial de capim-limão utilizado neste trabalho em comparação com outros publicados, 

verificando-se similaridades e certas diferenças entre os principais componentes 

identificados. Autores como Lorenzi (2008), Simões e Spitzer (2003) afirmam que a 

composição dos óleos essenciais de uma mesma espécie pode variar segundo as 

influências externas, condições climáticas e sazonalidades durante seu cultivo.  
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Tabela 02. Comparação dos principais componentes do óleo essencial de capim limão 

(Cymbopogon flexuosus), identificados no presente trabalho, em relação a artigos 

publicados. 

 

 

Componente 

Presente 

Trabalho 

Kumar et al. 

(2009) 

Adinarayana 

et al. (2012) 

Silva et al. 

(2015) 

Azevedo et 

al. (2016) 

6-metil-5-

hepten-2-ona 
x x x 

 
x 

Linalol x x  x x 

Citronelal x   x  

Neral x x  x x 

Geraniol x x x x x 

Geranial x   x x 

Acetato de 

Geranila 
x   x  

Cariofileno x   
 

x 
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5.1.2 Avaliação da atividade antifúngica in vitro do óleo essencial de capim-limão 

(Cymbopogon flexuosus) sobre o Aspergillus brasiliensis 

 

Para todos os testes in vitro realizados o controle utilizado foi o zero sem DMSO, 

devido ao fato que nos testes preliminares o DMSO demonstrou não influenciar no 

crescimento fúngico.  

A Figura 08 apresenta o efeito inibitório obtido com o óleo essencial de capim-limão 

no crescimento micelial do fungo A. brasilienses, nas diferentes doses testadas durante o 

período de incubação. 

 

 

Figura 8: Efeito de diferentes concentrações do óleo essencial de capim-limão 

(Cymbopogon flexuosus) no crescimento do fungo Aspergillus brasiliensis. 

 

Observa-se pela Figura 08 que para as doses de óleo essencial de 0,05 e 0,4 µL/mL 

o diâmetro do crescimento fúngico variou entre 84 e 57 mm durante o período de 

incubação. Na dose de 0,6 µL/mL houve crescimento de 7 mm de diâmetro do fungo a 

partir do sétimo dia. Para as demais doses o crescimento radial do fungo foi totalmente 
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inibido. É válido ressaltar que o final do período de incubação foi determinado no 

momento em que o crescimento micelial nos tratamentos testemunhas (dose zero) atingiu 

toda a placa a placa de Petri, a qual possuía diâmetro de 92 mm.  

Para avaliar o efeito das doses testadas, calculou-se a Porcentagem de Inibição 

(Equação 01) de cada dose sobre o fungo em estudo e procedeu-se a análise estatística 

conforme descrito a seguir: 

O Quadro 01 apresenta o resumo da análise de variância do efeito do óleo 

essencial de capim-limão e do tempo de incubação no crescimento micelial do fungo A. 

brasiliensis.  

 

Quadro 01. Resumo da análise de variância dos dados obtidos do efeito do óleo essencial 

de capim limão (C. flexuosus), durante o período de incubação (dias) sobre o crescimento 

micelial do fungo A. brasiliensis. 

Fonte de Variação GL QM P>0,05 

Dose de óleo essencial (D) 9 2,13 * 

Tempo de Incubação (t) 8 0,052 * 

D x t 72 0,013 * 

Erro  356 0,0051  

Total 449   

CV = 8,44%    

* Significativo a 5% de significância pelo teste F. 

 

O Quadro 01 mostra que houve efeito significativo das diferentes doses de óleo 

essencial de capim-limão, para o tempo de incubação, assim como para a interação           (D 

x t), indicando que a inibição do crescimento do fungo A. brasiliensis, com o óleo essencial 

de capim-limão, depende da interação entre a dose do óleo aplicada e o tempo de 

incubação do fungo. Desta forma, procedeu-se o desdobramento da interação para estudar 

o comportamento do controle micro-organismo dentro de cada fator estudado, conforme 

descrito na Tabela 03. 

Ainda pelo Quadro 01, observa-se o baixo valor do coeficiente de variação (CV), 

de 8,44% o qual fornece uma informação sobre a precisão do experimento, de acordo com 
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Pimentel-Gomes (1987), quanto menor o coeficiente de variação maior é a precisão 

experimental dos resultados. Poderá ser observado ao longo da apresentação dos 

resultados que, em todas as análises de variância obtidas, o valor CV foi baixo. 

 

Tabela 03: Porcentagem média de inibição, in vitro, do crescimento micelial do fungo 

Aspergillus brasiliensis para diferentes dosagens (μL/mL) do óleo essencial de capim-

limão (Cymbopogon flexuosus) durante o período de incubação 

Dose de 

óleo 

essencia

l 

(μL/mL) 

Porcentagem de inibição do crescimento micelial*  
  Período de incubação (dias)   

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

0,05 100aA 100aA 70bB 43cC 28dD 18dE 13dE 9dE 9cE 

0,1 100aA 100aA 95aA 78bB 49cC 40cD 33cD 22dE 18cE 

0,2 100aA 100aA 100aA 96aA 80bB 62bC 51bD 42bE 38bE 

0,4 100aA 100aA 100aA 96aA 80bB 62bC 51bD 42bE 38bE 

0,6 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 97aA 92aA 

0,8 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 

1,6 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 

3,2 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 

6,4 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 

12,8 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 
*Letras iguais, minúsculas nas colunas e maiúsculas nas linhas, não diferem estatisticamente entre 

si, pelo teste de Scott-Knott com nível de significância de 5%. 

 

Pela Tabela 03 observa-se que nas primeiras 48 horas todas as doses tiveram 

controle no crescimento, a partir de 72 h a dose de 0,05 μL/mL difere estatisticamente 

das demais, ocorrendo sucessivamente ao longo dos dias com as doses de 0,1; 0,2 e 0,4 

μL/mL. Somente as doses de 0,6 a 12,8 μL/mL mantiveram, sem diferença estatística 

significativa, o controle do crescimento micelial do fungo, ao longo dos nove dias de 

observação. 

A Figura 09 ressalta a porcentagem de inibição obtida ao final do período de 

incubação do fungo A. brasiliensis com a aplicação de diferentes doses de óleo essencial 

de capim limão. Observa-se que a partir da dose de 0,6 μL/mL não houve diferença 

estatística entre as concentrações testadas na porcentagem de inibição do crescimento 

micelial do fungo, conforme apresentando na Tabela 03. 
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Figura 09: Efeito de diferentes doses do óleo essencial de capim-limão (C. flexuosus) na 

inibição do desenvolvimento micelial do fungo A. brasiliensis no nono dia de incubação. 
*As médias seguidas pelas mesmas letras, não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de 

significância. 

 

 

 

 

5.1.3 Avaliação da atividade antifúngica in vitro do óleo essencial de capim-limão (C. 

flexuosus) sobre o fungo Aspergillus flavus 

 

A Figura 10 apresenta o efeito inibitório obtido com o óleo essencial de capim-limão 

no crescimento micelial do fungo A. flavus, nas doses testadas durante o período de 

incubação. 
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Figura 10: Efeito de diferentes concentrações do óleo essencial de capim-limão (C. 

flexuosus) no crescimento do fungo Aspergillus flavus. 

Observa-se pela Figura 10 que o período de incubação do A. flavus foi de 10 dias, 

diferente do A. brasiliensis o qual foi de nove dias, o que ocorre devido a diferença das 

características de cada espécie.  

Verificou-se que o A. flavus se desenvolveu entre as doses de 0,05 e 0,6 μL/mL. 

Para as doses de 0,4 μL/mL abaixo, diâmetro de crescimento do halo fúngico variou entre 

53 e 92 mm, a dose de 0,6 μL/mL apresentou crescimento de 2 mm, observado a partir 

do penúltimo dia de incubação. Somente as doses acima de 0,8 μL/mL não apresentaram 

crescimento micelial do fungo, com resultados próximos aos obtidos para o A. 

brasilienses.  

 Tais resultados diferiram do encontrado por Sarma et al. (2004) que testaram a 

atividade fungicida do óleo essencial de C. flexuosus sobre espécie Aspergillus niger, nas 

doses de 10, 20 e 30 μL/mL, para as quais houve crescimento fúngico com 72 h de 

incubação, acredita-se que a diferença entre os valores obtidos e a dos referidos autores 

além da diferença da espécie fungica, seja devido a quantidade de citral presente nos óleos 

essenciais utilizados, sendo de 25,9% para os autores e de 72% para este trabalho, sendo 
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o componente o possível responsável pelo controle de fungo com menores doses de óleo 

essencial.  

Assim como realizado anteriormente, para avaliar o efeito das doses testadas, 

calculou-se a Porcentagem de Inibição de cada dose sobre o fungo em estudo e procedeu-

se a análise estatística conforme descrito a seguir. 

Quadro 02. Resumo da análise de variância dos dados obtidos do efeito do óleo essencial 

de capim limão (C. flexuosus), durante o período de incubação (dias) sobre o crescimento 

micelial do fungo A. flavus. 

Fonte de Variação GL QM P>0,05 

Dose de óleo essencial (D) 9 5,26 * 

Tempo de Incubação (t) 9 0,083 * 

D x t 81 0,018 * 

Erro  396 0,0025  

Total 404   

CV = 6,55%    

* Significativo a 5% de significância pelo teste F. 

 

O Quadro 02 mostra que houve efeito significativo das diferentes doses de óleo 

essencial de capim-limão, para o tempo de incubação, assim como para a interação entre 

(D x t), indicando que a inibição do crescimento do fungo A. flavus, com o óleo essencial 

de capim-limão, depende da interação entre a dose do óleo e o tempo de incubação, assim 

como ocorreu para o controle do A. brasiliensis. Desta forma, procedeu-se o 

desdobramento da interação para estudar o comportamento do controle do fungo dentro 

de cada fator, conforme descrito a seguir. 

A porcentagem de inibição do óleo essencial de capim limão, sobre o crescimento 

micelial do A. flavus está apresentado na Tabela 04. 
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Tabela 04. Porcentagem média de inibição, in vitro, do crescimento micelial do fungo 

Aspergillus flavus para diferentes dosagens (μL/mL) do óleo essencial de capim-limão 

(Cymbopogon flexuosus) durante o período de incubação. 

 

Dose de 

óleo 

essencial 

(μL/mL) 

Porcentagem de Inibição do crescimento micelial*  

   Período de incubação (dias)    

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

0,05 100aA 100aA 28cB 24cB 24cB 24dB   8dC 0cD 0cD 0cD 

0,1 100aA 100aA 31cB 26cB 26cB 27dB 10dC 0cD 0cD 0cD 

0,2 100aA 100aA 46bB 37bC 36bC 32cC 18cD   4cE 0cE 0cE 

0,4 100aA 100aA 100aA 100aA 93aB 89bB 81bC 70bD 54bE 42bF 

0,6 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 98aA 

0,8 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 

1,6 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 

3,2 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 

6,4 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 

12,8 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 

*Letras iguais, minúsculas nas colunas e maiúsculas nas linhas, não se diferem estatisticamente 

entre si, pelo teste de Scott-Knott com nível de significância de 5%. 

 

Pela Tabela 04 observa-se que nas primeiras 48 horas todas as doses tiveram 

controle no crescimento do A. flavus, a partir do terceiro dia, as doses de 0,05 a 0,2 μL/mL 

apresentaram redução do percentual de inibição, assim como a dose 0,4 μL/mL a partir 

do sexto dia, o que demonstra que para o controle eficiente do fungo, doses acima desta 

devem ser aplicadas. Estatisticamente as doses de 0,6 a 12,8 μL/mL controlaram o 

desenvolvimento fúngico, não apresentando diferença estatística significativa na 

porcentagem de inibição.  

A Figura 11 ressalta a porcentagem de inibição obtida ao final do período de 

incubação. 

 



50 

 

 

 

 

Figura 11:Porcentagem de inibição do efeito do óleo essencial de capim-limão (C. 

flexuosus) no desenvolvimento do fungo A. flavus. 

*Letras iguais, minúsculas nas colunas, não se diferem estatisticamente entre si, pelo teste de 

Scott-Knott com nível de significância de 5%. 

 

 A dose de 0,6 µL/mL a qual apresentou controle sobre os fungos em estudo, está 

próxima aos resultados obtidos por Shahi et al. (2003), os quais avaliaram a atividade 

antifúngica do óleo essencial de capim-limão nas doses de 0,1 a 0,8 µL/mL sobre quatro 

espécies do gênero Aspergillus (A. flavus, A. fumigatus, A. niger e A. parasiticus) e 

observaram 100% de inibição no crescimento fúngico com sete dias de incubação a partir 

da dose de 0,4 µL/mL. Segundo os autores, o citral foi o principal componente 

identificado, com quantidade variando de 68 a 80% da composição do óleo essencial. 

Estudos anteriores como de Misra e Dubey (1994), Baratta et al. (1998) e Chao et 

al. (2000) constataram a atividade fungitóxica do óleo essencial de C. flexuosus sobre 

alguns micro-organismos, entre eles, os fungos do gênero Aspergillus, conforme obtido 

no presente trabalho. 
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5.1.4 Análise da atividade antifúngica por microdiluição do óleo essencial de capim-

limão (Cymbopogon flexuosus) sobre fungos do gênero Aspergillus 

 

A microdiluição seriada em microplaca foi realizada com o intuído de identificar 

a concentração mínima inibitória (CIM) do crescimento fúngico. Os resultados obtidos 

estão apresentados na Tabela 05. As doses testadas foram estipuladas a partir dos 

resultados alcançados nos testes in vitro. 

 

Tabela 05: Indicação de crescimento fúngico* em microdiluição seriada de Aspergillus 

brasiliensis e Aspergillus flavus para diferentes dosagens (μL/mL) do óleo essencial de 

capim limão (Cymbopogon flexuosus). 

 

Dose de 

óleo 

essencial 

(μL/mL) 

Aspergillus 

brasiliensis 

Aspergillus 

flavus 

Dose de óleo 

essencial 

(μL/mL) 

Aspergillus 

brasiliensis 

Aspergillus 

flavus. 

1,8 - - 0,45 + + 

1,6 - - 0,4 + + 

1,4 - - 0,35 + + 

1,2 - - 0,3 + + 

1,0 - - 0,25 + + 

0,9 - + 0,22 + + 

0,8 - + 0,2 + + 

0,7 + + 0,17 + + 

0,6 + + 0,15 + + 

0,5 + + 0,12 + + 
*Sinal + indica crescimento fúngico e – não crescimento. 

 

 Os resultados demonstraram inibição do crescimento para os dois fungos 

avaliados, observou-se o A. brasiliensis mais suscetível ao controle pelo óleo essencial, 

por esta metodologia, com inibição a partir da dose de 0,8 μL/mL como ocorrido no teste 

in vitro.  A dose de 1 μL/mL foi a que inibiu totalmente as duas espécies, sendo 

considerada a CIM para controle das mesmas, valor este próximo ao obtido no teste in 

vitro, considerando-se que as diferenças entre doses são mínimas. 

 Resultados superiores da CIM para fungos do gênero Aspergillus foram 

encontrados por Kumar et al. (2009) na avaliação do óleo essencial de Cymbopogon 

flexuosus e seus componentes como antifúngico e inibidor da produção de aflatoxinas, os 

quais encontraram as concentrações mínimas inibitórias de 1,2; 1,3 e 1,9 μL/mL para as 
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espécies A. fumigatu, A. terreus e A. niger, respectivamente. O citral foi quantificado em 

63,17%, estando abaixo do valor deste trabalho, o que pode ter sido uma das causas da 

necessidade de doses maiores de óleo essencial para inibição dos fungos, além da 

especificidade de cada espécie. 

Tendo em vista o óleo essencial de C. flexuosus ter mostrado atividade antifúngica 

em relação ao A. brasiliensis e o A. flavus e seu componente majoritário ser o citral, o 

qual corresponde a 72% da sua composição, realizou-se o estudo in vitro com citral para 

verificar se o controle do fungo se dá por meio deste componente, conforme descrito a 

seguir.  

 

5.1.5 Avaliação da atividade antifúngica in vitro do citral sobre o fungo Aspergillus 

brasiliensis 

A Figura 12 apresenta o efeito inibitório obtido com o citral no crescimento micelial 

do fungo A. brasilienses, nas diferentes doses testadas durante o período de incubação, o 

qual foi de sete dias.  

 

Figura 12: Efeito de diferentes doses de citral no crescimento do fungo Aspergillus 

brasiliensis. 
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A Figura 12 mostra que para as dosagens testadas a partir de 0,6 μL/mL não houve 

crescimento do fungo, assim como ocorreu no teste in vitro, o que evidencia a eficácia do 

citral como componente antifúngico sobre o A. brasiliensis. Observou-se 

desenvolvimento do micro-organismo nas doses inferiores, 0,2 e 0,4 μL/mL para as quais 

a média do diâmetro de crescimento foi de 52 e 39 mm, respectivamente.  

O Quadro 03 apresenta o resumo da análise de variância do efeito do citral e do tempo 

de incubação no crescimento micelial do fungo A. brasiliensis.  

 

 

Quadro 03. Resumo da análise de variância dos dados obtidos do efeito do citral, durante 

o período de incubação (dias) sobre o crescimento micelial do fungo A. brasiliensis. 

 

Fonte de Variação GL QM P>0,05 

Dose de citral (D) 4 0,58 * 

Tempo de Incubação (t) 6 0,166 * 

D x t 24 0,066 * 

Erro  136 0,007  

Total 209   

CV = 9,27%    

* Significativo a 5% de significância teste F. 

 

 

O Quadro 03 mostra que houve efeito significativo das diferentes doses de citral, 

para o tempo de incubação, assim como para a interação (D x t), indicando que a inibição 

do crescimento do fungo A. brasiliensis com o citral, depende da interação entre a dose 

do óleo e o tempo de incubação, assim como ocorreu para o controle do A. brasiliensis no 

teste in vitro. O estudo do comportamento do controle do fungo dentro de cada fator está 

apresentado na Tabela 06. 
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Tabela 06. Porcentagem média de inibição, in vitro, do crescimento micelial do fungo 

Aspergillus brasiliensis para diferentes dosagens (μL/mL) de citral durante o período de 

incubação. 

 

Dose de 

citral 

(μL/mL) 

Inibição do crescimento micelial* em dias (%) 

1 2 3 4 5 6 7 

0,2 100aA 100aA 88bB 69cC 55cD 47cD 44cD 

0,4 100aA 100aA 96aA 85bB 75bC 66bD 58bD 

0,6 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 

0,8 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 

1,6 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 

*Letras iguais, minúsculas nas colunas e maiúsculas nas linhas, não se diferem estatisticamente 

entre si, pelo teste de Scott-Knott com nível de significância de 5%. 

 

Os resultados apresentados na Tabela 06 demonstram a total inibição do 

crescimento fúngico com a aplicação do citral a partir da dose 0,6 μL/mL em todo período 

de incubação, o que está de acordo com o observado no teste in vitro para o óleo essencial 

de capim limão. 

Observa-se que a dose de 0,4 μL/mL apresentou diferença estatística das doses 

superiores somente a partir do quarto dia de incubação, quando então sua ação sobre o 

fungo começa a reduzir. A dose 0,2 μL/mL demonstrou controle apenas nas primeiras 24 

horas. 

 

 

5.1.6 Avaliação da atividade antifúngica in vitro do citral sobre o Aspergillus flavus 

 

Assim como realizado com o A. brasiliensis, realizou-se o teste in vitro com citral 

para verificar se o controle do fungo A. flavus se dá por meio deste componente. A Figura 

13 apresenta o efeito inibitório obtido com o citral no crescimento micelial do fungo A. 

flavus, nas diferentes doses testadas no final do período de incubação, o qual foi de dez 

dias. 
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Figura 13: Efeito de diferentes doses de citral no crescimento do fungo Aspergillus 

flavus. 

 

De acordo com a Figura 13 as doses a partir de 0,6 μL/mL não apresentaram 

crescimento fúngico por todo período de incubação, conforme resultados obtidos com o 

A. brasiliensis. A dose de 0,2 μL/mL não controlou o desenvolvimento do fungo 

apresentando no décimo dia de incubação, diâmetro de crescimento de 65 mm. Na dose 

0,4 μL/mL o fungo começou a se desenvolver a partir do quinto dia de incubação e ao 

final apresentou 21 mm de crescimento. 

 

O Quadro 04 apresenta o resumo da análise de variância do efeito do citral e do 

tempo de incubação no crescimento micelial do fungo A. flavus.  
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Quadro 04. Resumo da análise de variância dos dados obtidos do efeito do citral, durante 

o período de incubação (dias) sobre o crescimento micelial do fungo A. flavus. 

 

Fonte de Variação GL QM P>0,05 

Dose de citral (D) 4 1,69 * 

Tempo de Incubação (t) 9 1,28 * 

D x t 36 0,078 * 

Erro  196 0,004  

Total 249   

CV = 7,12%    

* Significativo a 5% de significância pelo teste F. 

 

Da mesma forma como ocorreu no controle do A. brasiliensis, o Quadro 04 mostra 

que houve efeito significativo das diferentes doses de citral, para o tempo de incubação, 

assim como para a interação (D x t), indicando que a inibição do crescimento do fungo A. 

flavus, com citral, depende da interação entre a dose do óleo e o tempo de incubação.  A 

Tabela 07 apresenta a análise estatística relacionada à porcentagem de inibição do citral 

sobre o desenvolvimento do fungo. 

 

 

Tabela 07. Porcentagem média de inibição, in vitro, do crescimento micelial do fungo 

Aspergillus flavus para diferentes dosagens (μL/mL) de citral durante o período de 

incubação. 

 

Dose de 

citral 

(μL/mL) 

Porcentagem de inibição do crescimento micelial*  

   Período de incubação (dias)    

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

0,2 100aA 100aA 88bB 62bC 51bD 42bE 38cE 32cF 29cF 29cF 

0,4 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 97aA 92bA 87bB 80bC 77bC 

0,6 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 

0,8 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 

1,6 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 100aA 

*Letras iguais, minúsculas nas colunas e maiúsculas nas linhas, não se diferem estatisticamente 

entre si, pelo teste de Scott-Knott com nível de significância de 5%. 
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  Conforme a Tabela 07 as doses a partir de 0,6 μL/mL apresentaram controle total 

dos fungos nos dez dias de incubação. Resultados semelhantes foram obtidos por Luo et 

al. (2004) na análise do efeito do citral sobre o fungo A. flavus, os quais obtiveram como 

concentração mínima inibitória a dose de 0,5 μL/mL.  

Ainda pela Tabela 07 observa-se que a dose de 0,4 μL/mL, apresentou diferença 

estatística das doses superiores somente a partir do oitavo dia de incubação, quando sua 

ação antifúngica se reduz. A dose 0,2 μL/mL demonstrou controle total apenas nos dois 

primeiros dias. Em seu trabalho, López-Malo et al. (2002), concluíram que a concentração 

inibitória mínima do citral para inibição do fungo A. flavus por sessenta dias seria de 1800 

μL/mL, mesmo com a particularidade da espécie e da metodologia aplicada, tal resultado 

está bem acima dos encontrados neste trabalho considerando-se que a dose 0,6 μL/mL 

obteve 100% de inibição ao final de 10 dias. 

 Nos testes realizados com o citral tanto para A. brasilienses quanto para o A. flavus 

observou-se que nas primeiras 48 horas, todas as doses apresentaram 100% de inibição, 

resultados estes que estão próximos aos obtidos por Moleyar e Narasimham (1987) que 

avaliaram o potencial fungicida do citral sobre o fungo A. niger nas doses de 0,06; 0,12 e 

0,24 μL/mL e obtiveram porcentagem de inibição de 83% para a dose 0,06 μL/mL e de 

100% nas doses 0,12 e 0,24 μL/mL no mesmo período de observação.  

 Trabalhos como o de Stevens et al. (1971), Batt et al. (1983) e Moleyar e 

Narasimham (1987), Kakarla e Ganjewala (2009) comprovaram a ação antimicrobiana 

do citral, e relataram o potencial fungitóxico deste para o gênero Aspergillus, porém com 

dosagens mais elevadas em relação ao presente estudo.  

 Stevens et al. (1971) testaram a atividade microbiana do citral sobre alguns micro-

organismos, dentre eles os A. oryzae e A. niger, nas concentrações 125 e 500 μL/mL, no 

período de incubação de 96 h e observaram que a dose de 125 μL/mL apresentou ligeiro 

crescimento fúngico e a de 500 μL/mL inibição total. 

Batt et al. (1983) verificaram o efeito do citral na dose de 3,7 μL/mL sobre o 

crescimento micelial do A. parasiticus e observaram que após cinco dias de incubação 

não houve crescimento micelial do fungo.  

 Kakarla e Ganjewala (2009) testaram a atividade fungitóxica do citral na 

concentração de 10 μL, sobre duas espécies do gênero Aspergillus e após 48 h de 



58 

 

 

 

incubação observaram que o componente apresentou porcentagem de inibição de 42% 

sobre o A. fumigatus e de 92% para o A. flavus. 

 Em seu estudo, Luo et al. (2004) verificaram que o citral lesionou a parede e a 

membrana dos esporos de A. flavus, alterando sua elasticidade. Após a penetração 

intracelular, o citral alterou a expressão gênica, reduplicação e morfologia mitocondrial, 

e também alterou a agregação de proteínas e macromoléculas. Assim constataram que 

células, organelas e macromoléculas tiveram suas estruturas e funções normais alteradas, 

desencadeando na perda da capacidade de germinação de esporos do fungo A. flavus, 

mostrando que o componente tem poder fungitóxico para o gênero Aspergillus.  

 

 

5.1.7 Avaliação da eficácia do óleo essencial de capim-limão (C. flexuosus) no 

controle dos fungos Aspergillus brasilienses e A. flavus em grãos de trigo (T. 

aestivum) contaminados 

 Baseando-se nos melhores resultados encontrados anteriormente, foram 

realizados testes com o óleo essencial de Cymbopogon flexuosus, para verificar a eficácia 

do óleo no controle dos referidos fungos em grãos de trigo contaminados com os mesmos.

 Ao final de cada período de armazenamento (10, 20 e 30 dias) foi realizada a 

contagem das unidades formadoras de colônia e determinada a porcentagem de inibição 

do crescimento fúngico nos grãos contaminados por meio da aplicação das melhores 

doses  de controle obtidas (0,6, 0,8 e 1,6 µL/mL) 

 As análises de variâncias obtidas para cada tempo de incubação nas diferentes 

doses avaliadas estão descritas em Anexo (Quadros 08 a 16). Em cada período avaliado, 

observou-se diferença significativa das doses, procedendo-se assim a comparação do 

percentual de inibição por meio do teste de médias, conforme apresentado nas Tabelas 08 

e 09. 
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Tabela 08. Porcentagem média de inibição do crescimento do fungo Aspergillus 

brasiliensis em grãos de trigo (T. aestivum) para diferentes doses do óleo essencial de 

capim-limão (C. flexuosus) e períodos de armazenamento. 

 

 

Dose de óleo essencial de 

C. flexuosus (µL/mL) 

Porcentagem de inibição do crescimento fúngico durante 

o período de armazenamento (dias) 

10 20 30 

0,6 88,69 aA 83,51 aB 88,44 aA 

0,8 88,11 aA 86,41 aA 96,82 bB 

1,6 92,00 bA 92,28 bA 96,04 bB 
*Letras iguais, minúsculas nas colunas e maiúsculas nas linhas, não se diferem estatisticamente 

entre si, pelo teste de Scott-Knott com nível de significância de 5%. 

 

 

Tabela 09. Porcentagem média de inibição do crescimento do fungo Aspergillus flavus 

em grãos de trigo (T. aestivum) para diferentes doses do óleo essencial de capim-limão 

(C. flexuosus) e períodos de armazenamento. 

 

 

Dose de óleo essencial de 

C. flexuosus (µL/mL) 

Porcentagem de inibição do crescimento fúngico durante 

o período de armazenamento (dias) 

10 20 30 

0,6 91,78 aA 99,37 aB 99,25 aB 

0,8 92,47 aA 98,90 aB 99,34 aB 

1,6 87,98 bA 99,05 aB 99,34 aB 
*Letras iguais, minúsculas nas colunas e maiúsculas nas linhas, não se diferem estatisticamente 

entre si, pelo teste de Scott-Knott com nível de significância de 5%. 

 

Os resultados demonstraram porcentagem de inibição acima de 80% para os dois 

fungos em todos os tratamentos, sendo a maior inibição observada no A. flavus. Algumas 

variações foram encontradas com aumento ou diminuição do controle, porém os 

resultados evidenciaram o efeito antifúngico do óleo essencial nos grãos contaminados. 

Por meio da Tabela 08 pode-se observar que aos 10 e 20 dias de armazenamento 

a porcentagem de inibição foi superior e na dose de 1,6 µL/mL a qual apresentou aumento 

no controle do A. brasiliensis ao longo do período, ao contrário das outras doses testadas 

que apresentaram variação na inibição. 

Em relação ao A. flavus (Tabela 09) observou-se que em todas as doses testadas, 

ao final dos períodos 20 e 30 dias de armazenamento não houve diferença no percentual 

de inibição entre as doses de 0,8 e 1,6 µL/mL. A cada período avaliado, somente a dose 

de 1,6 µL/mL nos 10 dias de armazenagem apresentou diferença estatística das demais, 



60 

 

 

 

nos períodos de 20 e 30 dias não foi houve diferença estatística, indicando o mesmo 

percentual de inibição, em torno de 99%, em todas as doses, o que demonstra elevada 

atividade antifúngica do óleo no controle do fungo no grão. 

O período de armazenamento de grãos em geral varia com a demanda de mercado, 

os resultados demonstraram, inicialmente, que a maior dose testada foi a que apresentou 

resultados mais consistentes no controle do crescimento fúngico em função do tempo de 

armazenagem para o fungo A. brasiliensis, no caso do fungo A. flavus se mostra eficiente 

na dose de 0,6 µL/mL. Segundo Isman (2006) pesquisas sobre a persistência destes 

compostos na proteção de sementes e grãos contra o ataque de pragas são de um modo 

geral, escassos, mas indicam que estes se degradam rapidamente.  

Tatsadjieu et al. (2010) avaliaram a porcentagem de inibição do crescimento do A 

flavus em grãos de milho com o uso de óleos essenciais (O. Gratissimum, L. Rugosa e X. 

aethiopica) e observaram que após duas semanas, a porcentagem de inibição foi de 93,1%, 

posteriormente, com seis semanas este percentual caiu para 34,6%, segundo os autores 

isto pode ser pelo fato de que, durante um período relativamente longo, o período de 

incubação alguns componentes voláteis dos óleos possam evaporar, diminuindo a sua 

concentração e controle sobre o micro-organismo.   

No presente trabalho observa-se que a porcentagem de inibição manteve-se alta 

para todas as doses ao final de 30 dias, indicando que os componentes que constituem o 

óleo de Cymbopogon flexuosus, em sua maioria o citral (72%), tem maior efeito 

antifúngico por longos períodos em relação às espécies estudadas por Tatsadjieu et al. 

(2010). 

O uso de óleos essenciais como controle do crescimento de fungos patogênicos em 

produtos agrícolas, como grãos e sementes, tem apresentado grande potencial a ser 

explorado no controle de pragas agrícolas, como uma alternativa barata e ecológica aos 

produtos sintéticos. 

Morais et al. (2008) em seu estudo, indicaram a possibilidade dos óleos essenciais 

serem utilizados no tratamento de sementes de feijão cv. Carioquinha, após avaliarem o 

efeito do Cymbopogon flexuosus e C. citratus, na germinação e sanidade das sementes. 

Os autores observaram que o óleo essencial de C. flexuosus inibiu a incidência do fungo 

Cladosporium sp. e que o óleo de C. citratus mostrou-se eficaz na redução dos fungos 
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Aspergillus spp. e Penicillium spp, porém reduziu o percentual de germinação das 

sementes. 

Gonçalves et al. (2009) concluíram que o óleo essencial de gengibre apresentou 

atividade positiva no controle de patógenos em grãos de soja, com redução da incidência 

de 75% de Cladosporium sp; Rhizopus sp. e Fusarium spp. quando comparados à 

testemunha 

Ticiane (2013) avaliou os efeitos de óleos essenciais, dentre eles do                            

C. flexuosus, no tratamento de sementes de trigo e observou que o óleo de capim-limão 

foi um dos mais eficientes na redução dos patógenos Fusarium, Alternaria, Penicillium e 

Dreschelera tritici sem interferir no rendimento das sementes (kg/ha), causando, 

entretanto, redução no seu poder germinativo. Segundo o autor é possível levantar a 

hipótese de que a utilização de óleos essenciais torna-se uma alternativa viável para a 

agricultura futuramente, mas ainda é preciso estudos sobre os mesmos, pois existem 

poucos experimentos a campo e resultados na literatura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



62 

 

 

 

6. CONCLUSÕES 

 

O óleo essencial de Cymbopogon flexuosus apresentou efeito fungicida sobre os 

fungos Aspergillus brasiliensis e Aspergillus flavus nos testes in vitro, apresentando 

controle a partir da dose de 0,8 µL/mL. 

O óleo essencial apresentou concentração inibitória mínima de 1,0 µL/mL para o 

A. flavus e 0,8 µL/mL para o A. brasiliensis de óleo essencial de C. flexuosus 

O componente majoritário identificado no óleo essencial utilizado foi o citral, 

correspondendo a 72% da composição.  

Os testes in vitro com o citral apresentaram efeito fungicida do componente sobre 

os fungos a partir da dose de 0,6 µL/mL. 

 O óleo essencial de C. flexuosus se mostrou eficiente no teste em grãos de trigos 

contaminados armazenados, mantendo a capacidade fungicida mesmo após 30 dias de 

incubação para ambos os fungos, variando a porcentagem de inibição de acordo com a 

espécie. Para melhor controle das espécies fúngicas em estudo, a dose de 1,6 µL/mL 

mostrou ser a mais indicada, quando a concentração de citral for igual a 72%.  
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ANEXO 

 

Quadro 05 – Resumo da análise de variância do efeito de diferentes doses óleo essencial de C. 

flexuosus (0,6; 0,8; 1,6, µL/mL), durante o período de 10 dias, no crescimento do fungo A. 

brasiliensis em grãos de trigo (T. aestivum) contaminados. 

 

Fonte de Variação GL QM P>0,05 

Dose de óleo essencial (D) 2 13,1941 * 

Erro  6 1,67  

Total 8   

CV = 1,44%    

* Significativo a 5% de significância pelo teste F. 

 

 

Quadro 06 – Resumo da análise de variância do efeito de diferentes doses óleo essencial de C. 

flexuosus (0,6; 0,8; 1,6, µL/mL), durante o período de 20 dias, no crescimento do fungo A. 

brasiliensis em grãos de trigo (T. aestivum) contaminados. 

 

Fonte de Variação GL QM P>0,05 

Dose de óleo essencial (D) 2 59,85 * 

Erro  6 1,36  

Total 8   

CV = 1,33%    

* Significativo a 5% de significância pelo teste F. 

 

 

Quadro 07 – Resumo da análise de variância do efeito de diferentes doses óleo essencial de C. 

flexuosus (0,6; 0,8; 1,6, µL/mL), durante o período de 20 dias, no crescimento do fungo A. 

brasiliensis em grãos de trigo (T. aestivum) contaminados. 

 

Fonte de Variação GL QM P>0,05 

Dose de óleo essencial (D) 2 64,40 * 

Erro  6 0,82  

Total 8   

CV = 0,96%    

* Significativo a 5% de significância pelo teste F. 
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Quadro 08 – Resumo da análise de variância do efeito da dose de 0,6 µL/mL do óleo essencial 

de C. flexuosus, em diferentes períodos de incubação (10, 20, 30 dias), no crescimento do fungo 

A. brasiliensis em grãos de trigo (T. aestivum) contaminados. 

 

Fonte de Variação GL QM P>0,05 

Tempo de incubação (t) 2 25,57 * 

Erro  6 1,58  

Total 8   

CV = 1,45%    

* Significativo a 5% de significância pelo teste F. 

 

 

Quadro 09 – Resumo da análise de variância do efeito da dose de 0,8 µL/mL do óleo essencial 

de C. flexuosus, em diferentes períodos de incubação (10, 20, 30 dias), no crescimento do fungo 

A. brasiliensis em grãos de trigo (T. aestivum) contaminados. 

 

Fonte de Variação GL QM P>0,05 

Tempo de incubação (t) 2 93,64 * 

Erro  6 1,79  

Total 8   

CV = 1,48%    

* Significativo a 5% de significância pelo teste F. 

 

 

Quadro 10 – Resumo da análise de variância do efeito da dose de 1,6 µL/mL do óleo essencial 

de C. flexuosus, em diferentes períodos de incubação (10, 20, 30 dias), no crescimento do fungo 

A. brasiliensis em grãos de trigo (T. aestivum) contaminados. 

 

Fonte de Variação GL QM P>0,05 

Tempo de incubação (t) 2 15,31 * 

Erro  6 0,46  

Total 8   

CV = 0,73%    

* Significativo a 5% de significância pelo teste F. 
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Quadro 11 – Resumo da análise de variância do efeito de diferentes doses óleo essencial de C. 

flexuosus (0,6; 0,8; 1,6, µL/mL), durante o período de 10 dias, no crescimento do fungo            A. 

flavus em grãos de trigo (T. aestivum) contaminados. 

 

Fonte de Variação GL QM P>0,05 

Dose de óleo essencial (D) 2 17,35 * 

Erro  6 0,93  

Total 8   

CV = 1,06%    

* Significativo a 5% de significância pelo teste F. 

 

Quadro 12 – Resumo da análise de variância do efeito de diferentes doses óleo essencial de C. 

flexuosus (0,6; 0,8; 1,6, µL/mL), durante o período de 20 dias, no crescimento do fungo            A. 

flavus em grãos de trigo (T. aestivum) contaminados. 

 

Fonte de Variação GL QM P>0,05 

Dose de óleo essencial (D) 2 0,17 n.s. 

Erro  6 0,05  

Total 8   

CV = 0,22%    

n.s. Não significativo a 5% de significância pelo teste F. 

 

 

Quadro 13 – Resumo da análise de variância do efeito de diferentes doses óleo essencial de C. 

flexuosus (0,6; 0,8; 1,6, µL/mL), durante o período de 20 dias, no crescimento do fungo            A. 

flavus em grãos de trigo (T. aestivum) contaminados. 

 

Fonte de Variação GL QM P>0,05 

Dose de óleo essencial (D) 2 0,08 n.s. 

Erro  6 0,07  

Total 8   

CV = 0,26%    

n.s. Não significativo a 5% de significância pelo teste F. 
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Quadro 14 – Resumo da análise de variância do efeito da dose de 0,6 µL/mL do óleo essencial 

de C. flexuosus, em diferentes períodos de incubação (10, 20, 30 dias), no crescimento do fungo 

A. flavus em grãos de trigo (T. aestivum) contaminados. 

 

Fonte de Variação GL QM P>0,05 

Tempo de incubação (t) 2 56,68 * 

Erro  6 0,14  

Total 8   

CV = 0,39%    

* Significativo a 5% de significância pelo teste F. 

 

 

Quadro 15 – Resumo da análise de variância do efeito da dose de 0,8 µL/mL do óleo essencial 

de C. flexuosus, em diferentes períodos de incubação (10, 20, 30 dias), no crescimento do fungo 

A. flavus em grãos de trigo (T. aestivum) contaminados. 

 

Fonte de Variação GL QM P>0,05 

Tempo de incubação (t) 2 44,83 * 

Erro  6 0,11  

Total 8   

CV = 0,34%    

* Significativo a 5% de significância pelo teste F. 

 

 

Quadro 16 – Resumo da análise de variância do efeito da dose de 1,6 µL/mL do óleo essencial 

de C. flexuosus, em diferentes períodos de incubação (10, 20, 30 dias), no crescimento do fungo 

A. flavus em grãos de trigo (T. aestivum) contaminados. 

 

Fonte de Variação GL QM P>0,05 

Tempo de incubação (t) 2 125,80 * 

Erro  6 0,79  

Total 8   

CV = 0,93%    

* Significativo a 5% de significância pelo teste F. 

 


