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RESUMO: Os produtos naturais como os óleos essenciais têm apresentado potencial para o controle de fitopatógenos, 

e um meio alternativo eficiente para a redução do uso indiscriminado de defensivos agrícolas. Os fungos do gênero 

Aspergillus e Alternaria são largamente distribuídos na natureza, são fungos deterioradores comuns em alimentos e 

plantas. O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antifúngica in vitro de óleos essenciais de Capim Limão 

(Cymbopogon citratus) e Erva-cidreira  (Lippia alba), através crescimento miceial e da esporulação dos fungos  

Aspergillus niger e  Alternaria sp. Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial com três 

repetições, sendo os fatores constituídos por cinco concentrações dos óleos essenciais (C1= 4mg/mL; C2= 8mg/mL; 

C3= 12mg/mL; C4= 24mg/mL e C5 = 32mg/mL) e testemunha, as avaliações foram realizadas após três dias de 

inoculação, sendo as medições diárias, do primeiro ao décimo dia de incubação conseguinte. Com base nos resultados 

obtidos verificou-se redução significativa do crescimento micelial no patógeno Alternaria sp. sob as concentrações de  

8mg/mL, 12mg/mL, 24mg/mL e 32mg/mL, do óleo essencial de cidreira até o final da avaliação, para o mesmo fungo a 

maioria das concentrações do óleo de capim limão obtiveram valores de crescimento micelial inferiores ao da 

testemunha, destacando-se as concentrações 12mg/mL e 32mg/mL ao final da avaliação. Foi verificado que para o 

fungo Aspergillus niger as concentrações do óleo cidreira e capim limão tiveram comportamentos semelhantes 

retardando inicialmente o desenvolvimento do fungo, no entanto sem efeito significativo no controle do crescimento 

micelial do patógeno.  Com relação ao controle da esporulação para ambos os fungos, todas as concentrações testadas 

esporularam menos com relação às testemunhas para os dois óleos.  

 

Palavras-chave: Crescimento micelial, Óleos essenciais, Controle fitopatogênico.  

 

In vitro evaluation of the antifungal activity of essential oils of lemongrass 

(Cymbopogon citratus) and lemon-balm (Lippia alba) 

 
ABSTRACT:   Natural products such as essential oils have potential for the control of  phytopathogens, and an 

efficient alternative means for reducing the indiscriminate use of pesticides. The fungi of the genus Aspergillus and 

Alternaria are widely distributed in nature, are common deteriorating fungi in food and plants. The objective of this 

work was to evaluate the in vitro antifungal activity of essential oils of  Lemongrass (Cymbopogon citratus) and 

Lemon-balm (Lippia alba), through mouse growth and sporulation of fungi Aspergillus niger and Alternaria sp. It was 

used a completely randomized design in a factorial scheme with three replicates, being the factors constituted by five 

essential oils concentrations (C1 = 4mg / mL, C2 = 8mg / mL, C3 = 12mg / mL, C4 = 24mg / mL and C5 = 32mg / mL) 

and control, the evaluations were performed after three days of inoculation, with daily measurements, from the first to 

the tenth day of incubation. Based on the results obtained, there was a significant reduction of mycelial growth in the 

pathogen Alternaria sp., the concentration of 8mg / mL, 12mg / mL, 24mg / mL and 32mg / mL, of the essential oil of 

lemon balm until the end of the evaluation, for the same fungus the majority of lemon grass oil concentrations obtained 

lower mycelial growth values and the concentration of 12mg / mL and 32mg / mL at the end of the evaluation. It was 

verified that for the Aspergillus niger fungus the concentrations of lemon balm and lemon grass had similar behavior, 

initially delaying the development of the fungus, but without a significant effect on the control of mycelial growth of 

the pathogen. Regarding sporulation the control for both fungi, all concentrations tested sporulated less with respect to 

the controls for the two oils. 

 

Keywords: Mycelial growth, Essential oils, Phytopathogenic control. 
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Introdução 

 

contaminação microbiana pode 

causar perdas significativas  na 

produção de alimentos. Existe uma 

grande diversidade de fungos 

encontrados nas plantas, muitas 

vezes associados a grãos, frutos e hortaliças, 

como os das espécies do gênero Aspergillus e 

Alternaria spp., estes podem infectar o produto 

ainda nas fases de campo ou no 

armazenamento, podendo possuir muitos 

hospedeiros intermediários. São principalmente 

disseminados através do vento, alojados em 

restos de cultura, água da chuva, ferramentas 

contaminadas e em grãos mau armazenados, 

ocasionando prejuízos aos vegetais. (Frisvad et 

al., 2007; Perrone et al., 2007).  Os fungos 

desses gêneros são agentes contaminantes que 

afetam a cadeia de produção de varias culturas 

de importância, muitas vezes produzindo 

micotoxinas que podem representar perigos a 

saúde humana e animal. Geralmente o método 

controle das doenças geradas por esses 

patógenos está voltado para o uso de fungicidas 

convencionais (Lee et al., 2008; Bhat et al., 

2010; Zain, 2011).  

           De acordo com (Silva et al., 2010) a 

utilização continua de agroquímicos na 

agricultura, como fungicidas sintéticos, tem 

acarretado uma série de impactos 

ambientais negativos e danos a saúde humana, 

consequentemente, têm se elevado a procura 

por produtos naturais e métodos alternativos 

eficientes no controle de fungos fitopatogênicos 

que reduzam ou substituam o uso desses  

produtos químicos, e que sejam viáveis e 

seguros. 

            Algumas plantas medicinais aromáticas 

apresentam diversas substâncias bioativas 

provenientes de metabolismo secundário em 

sua composição química, muitas com potencial 

fungicida ou fungistático; o que oportuniza a 

utilização direta de seus óleos essenciais, pelo 

produtor rural, ou para servir de matéria prima 

para estudos na formulação de novos produtos 

(Garcia et al, 2012). O capim limão 

(Cymbopogon citratus) e a erva-cidreira 

(Lippia alba), são espécies medicinais  

conhecidas bastante utilizadas pela população 

brasileira. Sendo plantas herbáceas de pequeno 

porte, bem adaptadas a ambientes de clima 

tropical e subtropical, de fácil propagação, 

produtoras de óleo essencial. Estes óleos 

apresentam em sua composição química alguns 

componentes majoritários como o citral, 

mirceno, geraniol e o limoneno. (Barbosa et al., 

2006; Castro et al., 2010; Castro et al., 2003; 

Guimarães et al., 2011; GUIMARÃES, 2007); 

(Santos & Inneco, 2004). 

A maioria dos óleos essenciais são 

sistêmicos, podem ser de fácil obtenção e baixo 

custo, não apresentam toxidez residual, são 

biodegradáveis e com baixa ou nenhuma 

fitotóxidade. (BUTTERWORTH & MORGAN, 

1968); (Figueiredo et al., 2008; Ootani et al., 

2011). 

Diante do exposto o objetivo do 

trabalho foi avaliar a atividade antifúngica in 

vitro de óleos essenciais de Capim Limão 

(Cymbopogon citratus) e Erva-cidreira  (Lippia 

alba), através crescimento miceial e da 

esporulação dos fungos Aspergillus niger 

e  Alternaria sp. 

 

Material e métodos  

 

Os experimentos foram desenvolvidos 

nos laboratórios do Instituto Federal de 

Educação, Ciência e Tecnologia do Sertão 

Pernambucano, Campus Petrolina Zona Rural. 

A extração dos óleos essenciais foi realizada no 

LaProNat (Laboratório de Produtos Naturais) e 

os ensaios antifúngicos foram realizados no 

laboratório microbiologia situados no campus, 

as plantas de capim limão e cidreira foram 

coletadas no campo na horta medicinal, 

implantada no próprio campus.  

             

Obtenção dos óleos essenciais 

  

Para a extração dos óleos foi empregado 

o método de hidrodestilação utilizando o 

aparelho de Clevenger. (Castro et al., 2010), 

Após o recolhimento de 150 gramas da parte 

aérea de cada uma das plantas da horta de 

A 
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plantas medicinais, as folhas foram repicadas e 

colocadas em balão de vidro, submersas em 

agua destilada até o preenchimento de 2/3 do 

balão, sendo este conectado ao aparelho de 

Clevenger; o processo de extração durou três 

horas sem interrupção até a separação liquida 

da mistura óleo-água. Os óleos foram coletados 

em tubos de ensaio, etiquetados e armazenados 

em freezer. 

 
 

 

Isolamento dos patógenos  

 

Os fungos Alternaria sp. foram isolados 

a partir de tecidos vegetais de caule de sisal 

(Agave sisalana) e Aspergillus niger de bulbos 

de cebola (Allium cepa) comprados 

comercialmente, que apresentavam sintomas 

típicos das doenças. Os contaminantes foram 

isolados diretamente do caule e bulbo dentro de 

capela, com alça esterilizada transferindo cada 

fungo para placas de Petri de 90 mm diâmetro 

com meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-

Agar), incubadas até a formação da colônia; e 

depois feita às repicagens. 

 

Obtenção da solução padrão 

 

          No preparo da solução padrão dos óleos 

essenciais de cidreira e capim limão, foi pesado 

em balança analítica 0,1g de cada óleo em 

seguida diluídos em vidro relógio com o auxilio 

de pipeta em 2000µL de tween 80 a 10% 

autoclavado, e armazenado em frasco de vidro. 

Para definição das diferentes concentrações, 

fez-se uso da fórmula: Va x Ca = Vb x Cb, 

onde Va foi a quantidade desconhecida 

dissolvida, Ca foi a concentração da solução 

estoque, Vb o volume final requerido, e Cb a 

concentração diluída que se objetivou preparar. 

Com os resultados dos volumes calculados de 

acordo com as porcentagens (C1= 4mg/mL; 

C2= 8mg/mL; C3= 12mg/mL; C4= 24mg/mL e 

C5= 32mg/mL) definidos da solução estoque, 

depositados em eppendorfes, sendo logo em 

seguida adicionado com pipeta tween 80 a 10% 

para completar 1000µL. As concentrações nos 

eppendorfes foram etiquetadas e armazenadas 

em freezer.  

 

Teste in vitro de óleos essenciais sobre 

Alternaria sp.  

            Para avaliar as diferentes concentrações 

dos óleos de cidreira e capim limão sobre o 

fungos foram utilizadas cinco (C1= 4mg/mL; 

C2= 8mg/mL; C3= 12mg/mL; C4= 24mg/mL e 

C5= 32mg/mL) concentrações e distribuídas 

100µL em cada placa com pipeta sob a 

superfície do meio de cultura BDA com auxílio 

de uma alça tipo Drigalsky. Após a 

distribuição, foi colocado um disco de 5mm 

contendo micélios do fungo foi posicionado no 

centro da placa de petri de 90mm de diâmetro e 

a testemunha  colocou-se apenas um disco do 

fungo cultivado em meio BDA sem o óleo, 

foram feitas três repetições de cada tratamento. 

As placas foram vedadas com filme plástico 

PVC, identificadas e incubadas em D.B.O 

(demanda bioquímica de oxigênio) à 

temperatura de 26ºC ±2ºC. Depois realizada as 

medições com o paquímetro manual em dois 

eixos ortogonais (média das duas medidas 

diametralmente opostas). 
 

Teste in vitro de óleos essenciais sobre 

Aspergillus niger 

 

           Para se conseguir um controle uniforme 

do crescimento micelial do fungo Aspergillus 

niger em medições observadas, antes dos testes 

in vitro, preparou-se uma solução gelatinosa de 

ágar-agua a 1% composta por (50ml de agua + 

1 gota de tween + 0,16g de ágar-ágar), em 

capela foi adicionada nessa mesma solução 

Fonte: (Bárbara Rosceli, 2018). 

Figura 1: Aparelho de Clevenger. 
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esporos de A. niger suspensos no liquido depois 

homogeneizado por agitação. Depois de 

adicionada as respectivas concentrações (C1= 

4mg/mL; C2= 8mg/mL; C3= 12mg/mL; C4= 

24mg/mL e C5= 32mg/mL) dos óleos de capim 

limão e cidreira isoladamente nas placas de 

petri com o meio de cultura BDA e espalhados 

com uma alça tipo Drigalsky, sendo realizadas 

três repetições de cada tratamento. Com a 

pipeta foi depositada uma gota da solução 

formada de ágar-água a 1% com os esporos do 

fungo, no centro das placas de petri com BDA, 

sendo a testemunha colocada apenas uma gota 

da suspensão fúngica sem o óleo. As placas 

foram vedadas com filme plástico PVC, 

identificadas e incubadas em D.B.O (demanda 

bioquímica de oxigênio) à temperatura de 26ºC 

±2ºC. Foram realizadas as medições do 

crescimento micelial em dois eixos ortogonais 

tirando-se a média das duas medidas 

diametralmente opostas com o paquímetro 

manual. 

 

Avaliação da capacidade de esporulação dos 

fungos 

 

          Preparou-se a suspensão fúngica dos 

esporos de Aspergillus niger. e Alternaria 

isoladamente, adicionando-se as placas de petri, 

20 ml de agua estéril mais uma gota de     

tween 80 puro, homogeneizando manualmente 

com uma alça do tipo Drigalsky até os esporos 

se desprenderem do meio BDA (batata, 

dextrose e ágar). Coletou-se 100µL da 

suspensão fúngica concentrada de esporos com 

a pipeta correspondente a cada amostra (C1= 

4mg/mL; C2= 8mg/mL; C3= 12mg/mL; C4= 

24mg/mL e C5= 32mg/mL) e testemunha, 

colocadas em eppendorf, adicionou-se com a 

pipeta 900µL de agua estéril para cada 

concentração e para a testemunha. Em seguida 

foram realizadas duas diluições das amostras, 

coletando-se os 100 microlitros da amostra 

inicial (R1D1), para o segundo eppendorf 

(R2D2) completando com 900µL agua estéril, 

para cada concentração. Os esporos soltos em 

meio controle foram recolhidos postos em 

eppendorfs e etiquetados. A contagem dos 

conídios foi feita em microscópio com câmara 

de Neubauer, no aumento de 250x e 400x, nos 

cinco quadrantes (subcompartimentos) que 

aparecem na grade. Para determinar o número 

de conídios utilizou a fórmula a seguir para 

cada repetição: Conídios/mL= {[(Campo 

1+Campo 2)/2] x 2,5 x 105} Campo 

1=(E1+E2+E3+E4+E5)/5 e Campo 

2=(E1+E2+E3+E4+E5)/5. Utilizada a diluição 

10². 

             Todos os dados dos testes avaliados 

foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) e regressão. No fator qualitativo, as 

médias foram comparadas pelo teste Tukey a 

5% de probabilidade, e no fator quantitativo 

foram ajustadas equações de regressão com 

base no teste “t” dos coeficientes a 1% de 

probabilidade e no coeficiente de determinação 

linear da reta (R²). O programa estatístico 

usado foi R Core Team (2017).  

 

Resultados e Discussão 

 

        De maneira geral quanto às concentrações 

do óleo de erva-cidreira as amostras que 

obtiveram valores inferiores no crescimento 

micelial foram 8mg/mL, 12mg/mL, 24mg/mL e 

32mg/mL, para Alternaria sp. até décimo dia 

de avaliação, observados no quadro 1. Sendo o 

nível da porcentagem de controle ao final da 

avaliação respectivamente 19,35%; 21,29%; 

22,60% e 22,48%, com base na testemunha.      

 Observou-se que à medida que a concentração 

era aumentada, maior era a redução na taxa de 

crescimento diária de Alternaria sp., do óleo 

testado. 

          Para o fungo Aspergillus as 

concentrações 24mg/mL e 32mg/mL de erva-

cidreira retardaram inicialmente o crescimento 

micelial até o 5ª dia de incubação, sendo que no 

4ª dia de incubação todas as concentrações se 

diferenciaram da testemunha, ao final da 

avaliação não houve diferenciação estatística, a 

porcentagem de controle correspondeu a 

10,91% e 12,35%, respectivamente. .A.niger foi 

pouco sensível à ação do óleo, esses valores 

dispostos no quadro 2.  

          Nos testes in vitro, para o fungo 

Alternaria sp. submetido ao óleo essencial de 

capim limão, apresentado no quadro 3, a 

maioria das concentrações obtiveram valores de 

crescimento micelial menores que a testemunha 
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até o 8ª dia de incubação, no final das medições 

a porcentagem de controle do tratamento de 

12mg/mL e 32mg/mL foi 19,63% e 20,72%.  

          Na presença do óleo de capim limão o 

desenvolvimento do fungo A.niger foi 

retardado no inicio dos tratamentos em todas as 

concentrações observadas até o 4ª dia de 

avaliação, exceto para testemunha, 

representado no quadro 4. O nível da 

porcentagem de controle ao final obteve baixa 

eficiência para esse óleo testado, de 7,47% para 

a concentração de 32mg/mL, em relação à 

testemunha.  

            Os óleos essenciais de capim limão e 

cidreira apresentaram potencial fungistático 

retardando o desenvolvimento de Alternaria sp. 

e Aspergillus niger, a ação fungistática também 

foi observada por (Antunes & Cavacob, 2010), 

segundo estes os compostos ativos dos óleos 

essenciais podem atuar como agentes 

fungistáticos ou fungicida, de acordo com as 

concentrações usadas, um mesmo óleo pode ser 

ativo contra muitas espécies de 

microrganismos, no entanto as concentrações 

inibitórias podem ter variações.      

 

            Em Aspergillus os óleos avaliados nas 

concentrações determinadas não apresentaram 

inibição do crescimento micelial, contudo, é 

importante considerar que nem todos os óleos 

essenciais atuam de forma direta sobre o 

patógeno, rompendo as membranas celulares de 

hifas e de conídios, podendo este, por exemplo, 

ter possivelmente possuir efeito indutor de 

resistência ao atuar diretamente no fruto e na 

semente, ou na planta ao ativar o sistema de 

defesa, retardando o aparecimento dos sintomas 

da doença. Como foram empregadas 

concentrações menores que 50mg/mL dos óleos 

capim limão e erva-cidreira, a não redução do 

diâmetro micelial de Aspergillus niger pode ser 

devido à quantidade insuficiente, nestas 

concentrações, das substâncias que exerçam 

atividade antifúngica.  Sendo o micélio um 

conjunto de hifas, outra questão que pode ser 

analisada é que na morfologia da parede do 

fungo Aspergillus niger, a superfície da matriz 

extracelular da hifa contém hidrofobinas, 

pequenas proteínas, que formam películas com 

faces hidrofílicas e hidrofóbicas, essas 

encobrem o micélio aéreo com uma camada 

impermeável atuando na emergência das hifas 

aéreas, na diferenciação e formação de 

estruturas protetoras (Wessels, 1993). A 

presença destas proteínas pode ter contribuído 

na sobrevivência do fungo na presença desses 

óleos, atuando como fator de resistência 

dificultando a absorção dos produtos. (Van 

Wetter et al., 2000). 

          No teste de esporulação foi possível 

observar que todos os tratamentos para 

Alternaria sp. foram efetivos 4mg/mL, 

8mg/mL, 12mg/mL, 24mg/mL e 32mg/mL, o 

nível respectivo de controle para essas 

proporções no óleo de erva-cidreira 

corresponderam a 39%; 53,7%; 62,96%; 

73,15% e 89,35%, respectivamente, com o 

maior nível de controle de (Alternaria sp.). 

Enquanto a porcentagem de controle para o 

óleo de capim limão foi de 31%; 37%; 46.3%; 

51,24% e 64,46%, com base na testemunha. 

Dentre estas as concentrações que esporularam 

menos com relação às testemunhas, foram as 

proporções de 24mg/mL e 32mg/mL, pois 

apresentaram menor quantidade de esporos por 

mililitro para ambos os óleos.  

           As concentrações testadas no fungo A. 

niger também reduziram a produção de esporos 

em consideravelmente em 4mg/mL, 8mg/mL, 

12mg/mL, 24mg/mL e 32mg/mL. O nível da 

porcentagem controle do fungo submetido ao 

óleo de erva-cidreira sequencialmente foi 

52,74%; 52,66%; 60%; 84,23% e 85,64%. Com 

o óleo de capim limão para as mesmas 

concentrações em Aspergillus niger a 

porcentagem controle foi de 31,71%; 32,40%; 

61,19%; 67% e 70,23%. Sendo destaque 

proporções de 24mg/mL e 32mg/mL para os 

dois óleos testados. Todas as amostras foram 

ajustadas e passaram por duas diluições. Os 

óleos tiveram influencia na produção de 

conídeos afetando a propagação dos fungos 

atuando como efeito antiesporulante. Bem 

como foi verificado em outro estudo, por 

exemplo, de (Itako et al., 2008) que observaram 

redução da esporulação e germinação de 

conídios de Alternaria solani sob concentração 

de 20% do extrato bruto aquoso de capim-

limão. 
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Quadro 2 – Taxa de crescimento micelial (mm) de Alternaria sp. submetido a diferentes concentrações de óleo 

essencial de erva-cidreira. 

 

 
Fonte: Pesquisa direta. 

**Letras minúsculas na vertical e maiúsculas na horizontal não diferem significativamente no teste de Tukey a 5%. 

 

 

 

Quadro 2 – Taxa de crescimento micelial (mm) de Aspergillus niger submetido a diferentes concentrações de óleo 

essencial de erva-cidreira. 
 

 

 

 
Fonte: Pesquisa direta. 

**Letras minúsculas na vertical e maiúsculas na horizontal não diferem significativamente no teste de Tukey a 5%. 
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Quadro 3 – Taxa de crescimento micelial (mm) de Alternaria sp. submetido a diferentes concentrações de óleo 

essencial de capim limão. 

 

 
Fonte: Pesquisa direta. 

**Letras minúsculas na vertical e maiúsculas na horizontal não diferem significativamente no teste de Tukey a 5%. 

 

 

 

 

 

Quadro 4 – Taxa de crescimento micelial (mm) de Aspergillus niger submetido a diferentes concentrações de óleo 

essencial de capim limão. 
 

 

  
Fonte: Pesquisa direta. 

**Letras minúsculas na vertical e maiúsculas na horizontal não diferem significativamente no teste de Tukey a 5%. 
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                                     Quadro 5 – Média da quantidade de esporos por mililitro dos Fungos. 

  

  
Fonte: Pesquisa direta. 

**Letras minúsculas na vertical, não diferem significativamente no teste de Tukey a 5%. 

 

 

 

 

 

Conclusões  

 

Os resultados obtidos no presente 

estudo mostraram que para taxa de crescimento 

micelial, os dois óleos essenciais de erva-

cidreira e capim limão, nas concentrações 

testadas apresentaram ação fungistática. 

Portanto o óleo essencial de capim limão sob o 

fungo Alternaria sp. foi efetivo nas 

concentrações 12mg/mL e 32mg/mL, e no óleo 

de erva-cidreira foram eficientes no controle do 

crescimento micelial de Alternaria sp as 

concentrações 8mg/mL, 12mg/mL, 24mg/mL e 

32mg/mL, empregadas. Para Aspergillus niger 

a ação dos óleos essenciais não mostrou 

eficiência de controle no crescimento micelial 

em relação à testemunha nas condições 

testadas.  

Com relação à esporulação para ambos 

os fungos, em todas as concentrações houve 

diferença significativa em comparação às 

testemunhas para os dois óleos. Na esporulação 

os óleos apresentaram ação erradicante e anti-

esporulante.  

Os óleos de capim limão (Cymbopogon 

citratus) e erva-cidreira (Lippia alba), podem 

ser uma fonte alternativa, viável e sustentável 

aos fungicidas sintéticos, no controle de 

Alternaria sp., e na esporulação Aspergillus 

niger.  Necessitando de mais estudos para 

maior embasamento de sua efetividade. 
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