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RESUMO

Os problemas ambientais causados por fungicidas sintéticos têm obrigado novas buscas e pesquisas por 
métodos alternativos de controle de doenças de plantas. A presente pesquisa teve como objetivo avaliar a 
atividade antifúngica in vitro de óleos voláteis e extratos de: Foeniculum vulgare (Mill.), Mentha piperita L. 
e Rosmarinus offi  cinalis L. frente aos fungos do gênero Aspergillus e Fusarium e ainda avaliar a infl uência 
dos óleos e extratos sobre a germinação da semente de alface (Lactuca sativa). O material vegetal foi coleta-
do em uma residência (28°16’41,4”S e 54°16’13,0”O), em Santo Ângelo, RS. Os extratos foram preparados 
por meio de maceração, com rendimento de 5,4%, os óleos foram adquiridos comercialmente e não foram 
diluídos. O método de difusão em disco de papel fi ltro foi utilizado para avaliar a ação de inibição dos 
óleos e extratos frente aos fungos. Os óleos apresentaram melhores resultados para o gênero Aspergillus, 
já os extratos foram mais efi cientes contra os fungos do gênero Fusarium. O óleo com melhor atividade 
inibitoria foi o de Mentha piperita L. Já em relação aos extratos foi Foeniculum vulgare (Mill). Tanto os ex-
tratos quanto óleos com exceção do óleo de Rosmarinus offi  cinalis L., não apresentaram alelopátia no teste 
de germinação. O presente estudo sugere, portanto, a possibilidade do uso do óleo para controle de fungo 
de armazenamento e extrato para controle de fungo de lavoura.

Palavras-chave: Atividade Antifúngica; Germinação; Óleo Volátil e Extratos.

ABSTRACT

Fungitoxic potential of volatile oils and extracts plant in control alternative vitro the fungi Aspergillus 
and Fusarium. B e environmental problems caused by synthetic fungicides are required new study and 
research by alternative methods of controlling plant diseases. A present research with the objective of an 
in vitro antifungal activity of volatile oils and extracts of: Foeniculum vulgare (Mill.), Mentha piperita L. 
and Rosmarinus offi  cinalis L. against the fungi of the genus Aspergillus and Fusarium and to evaluate an in-
fl uence of the oils and extracts on a germination of the surface seed (Lactuca sativa). B e plant material was 
collected in a house (28°16’41,4”S e 54°16’13,0”W) in Santo Ângelo, RS. Extracts were prepared by means 
of maceration, with a yield of 5.4%, the oils were acquired commercially and not so many dissipated. B e 
disc diff usion method of fi lter paper was used to evaluate an action of inhibition of oils and extracts against 
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fungi. B e oils presented better results for the genus Aspergillus, and the extracts were more effi  cient against 
the fungi of the genus Fusarium. B e oil with the best inhibitory activity was Mentha piperita L., already in 
relation to the extracts of Foeniculum vulgare (Mill). Both extracts and olem except for oil of Rosmarinus 
offi  cinalis L., did not present allelopathy without germination test. B e present study therefore suggests a 
possibility of the use of oil for control of storage fungi and extract for control of crop fungus.

Keywords: Antifungal Activity; Germination; Volatile Oil and Extracts.

INTRODUÇÃO

A ascensão populacional global indica que até 2050 a população deva atingir 9 bilhões de pessoas e, 

para atender a uma crescente demanda por alimentos, tornou-se necessário a busca de inúmeras tecnolo-

gias que visam combater alguns fatores que são limitantes à produção agrícola mundial, entre eles estão às 

doenças causadas por fungos fi topatogênicos (Alves, 2015).

O controle de doenças de plantas por fungicidas é uma das tecnologias mais empregadas, possuindo 

papel em alguns casos de agente necessário e catalisador do processo produtivo rural. As culturas do trigo, 

arroz e milho estão entre os cereais que fornecem as matérias-primas mais utilizadas para fi ns alimentícios 

(Fernández-Acero et al., 2011; Gilbert e Harber, 2013). Em função da composição nutricional peculiar tor-

nam-se suscetíveis ao ataque de fungos durante todo o ciclo de vida, antes e após a colheita, ocasionando 

perdas econômicas e nutricionais dos produtos obtidos (McMullen et al., 2012).

Os fungos que atacam a agricultura podem ser classifi cados como de campo ou de armazenamento, 

sendo que o primeiro requer maior umidade, contaminando os grãos na pré-colheita sendo o gênero Fusa-

rium os mais populares. Já os de armazenamento necessitam menos umidade e se proliferam nos grãos na 

pós–colheita, sendo o gênero Aspergillus os mais comuns (Marques et al., 2009; Nesic et al., 2011).

No Brasil, os fungicidas são utilizados como principal alternativa para o aumento do potencial 

produtivo da cultura do trigo. Porém, o controle químico pode não ser efetivo devido ao longo período de 

suscetibilidade da cultura, bem como à difi culdade da aplicação dos fungicidas usuais no local específi co 

(Becher et al., 2011).

Devido aos problemas ambientais e a resistência dos microrganismos causados pelo uso descon-

trolado de fungicidas sintéticos faz-se necessária a busca por métodos alternativos, que sejam seguros, 

efi cientes e viáveis para o controle de fungos fi topatógenos (Silva et al., 2010). Muitos produtos oriundos de 

plantas, como os óleos voláteis, apresentam propriedades antimicrobianas e antifúngicas, sendo assim me-

nos toxicas e com maior biodegrabilidade, assim são menos prejudiciais ao ambiente (Ootani et al., 2011). 

A pesquisa de novos agentes antifúngicos se faz necessária devido à grande incidência das infecções 

fúngicas, que cada vez mais atacam a agricultura, promovendo perdas signifi cativas, além de oferecer gran-

des riscos à saúde humana. Outro aspecto preocupante é a constatação do aumento na resistência de algu-

mas espécies aos fungicidas tanto na agricultura como na prática médica (Fernández-Acero et al., 2011). 

O uso de compostos vegetais como alternativa para controle de fi topatógenos tem recebido desta-

que em pesquisas que visam mitigar o uso de agrotóxicos. A diversidade de substâncias ativas nas plantas 

medicinais motiva o desenvolvimento de pesquisas envolvendo o uso das mesmas, no intuito de explorar 

cada vez mais suas propriedades fungitóxicas (Ootani et al., 2011). 
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Diversas espécies botânicas e de uso popular como a arruda, o eucalipto (Da Cruz-Silva, 2016), o 

alho (Ferreira et al., 2016), o cravo-da-índia (Costa et al., 2011) e a jabuticaba apresentaram registros sobre 

a efi ciência de seus óleos voláteis e extratos como fungicidas naturais (Antunes e Cavacob, 2010). Assim, 

o trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antifúngica in vitro de óleos voláteis e extratos do funcho 

(Foeniculum vulgare Mill.), da hortelã (Mentha piperita L.) e alecrim (Rosmarinus offi  cinalis L.) frente aos 

fungos do gênero Aspergillus e Fusarium, e avaliar a possível infl uência dos óleos e extratos sobre a germi-

nação da semente de alface.

MATERIAL E MÉTODOS

Obtenção do Material Fúngico

O experimento foi conduzido no laboratório de microbiologia da Universidade Regional Inte-

grada do Alto Uruguai e das Missões – URI, Campus de Santo Ângelo, sob as coordenadas geográfi cas 

28°16’41,4”S e 54°16’13,0”O, no município de Santo Ângelo, Rio Grande do Sul, Brasil. Os fungos foram 

obtidos por meio de doações da EMBRAPA Milho e Sorgo - Sete Lagoas – MG e da Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul – UFRGS, Porto Alegre, RS. Os contaminantes foram cultivados em meio solido 

Ágar Patato Dextrose (PDA -Difco, USA), por ser considerado o meio mais indicado para cultivo de fungos 

fi topatogênicos (Menezes et al., 1997). Os meios de cultivos e todas as vidrarias empregadas foram previa-

mente autoclavados.

Preparação dos Óleos e Extratos 

Os óleos voláteis vegetais das plantas funcho, hortelã e alecrim foram adquiridos no comércio, para 

assegurar seu grau de pureza e concentração. Os óleos não foram diluídos. Para a preparação dos extratos 

de sementes de funcho, folhas de hortelã e folhas de alecrim, o material vegetal foi lavado com água desti-

lada e deixado em repouso em solução de NaClO (Hipoclorito de Sódio) na concentração de 0,5% por 15 

min. Em seguida, o material vegetal foi seco em temperatura de 26 ºC. Foram utilizados 50 g de folhas de 

hortelã, 50 g de sementes secas do funcho e 50 g de folhas de alecrim. Após separação, os materiais foram 

triturados em moinhos de facas e imersos em 150 ml de etanol absoluto (1:3), separadamente, e fi caram 

por 72 horas em maceração com renovação de solvente a cada 24 horas para contribuir no esgotamento. 

Em seguida foi realizada a fi ltragem com papel fi ltro para separar da solução, o solvente foi evaporado com 

auxílio do rotaevaporador, sendo pesado e calculado o rendimento, equivalente a 5,4%. Posteriormente, os 

extratos foram diluídos com etanol 70% na concentração de 100 mg/mL (Sousa, 2007).

Avaliação da Atividade Antifúngica In Vitro

Os produtos utilizados para o controle dos fungos fi topatogênicos foram os óleos voláteis e extratos 

das plantas já citadas. O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado com um 

arranjo fatorial em 3 tratamentos: a) extrato etanólico, b) óleo volátil e c) controle positivo – fungicida 

comercial fox. Como culturas de teste foram utilizados os fungos, Aspergillus fl avus, Aspergillus niger, Fu-
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sarium oxysporum, Fusarium verticillioides, os quais foram repicados em placa de Petri com meio solido 

ágar patato dextrose (PDA) e incubados a 26 ºC em estufa, até que o crescimento micelial alcançasse apro-

ximadamente 2/3 da placa. 

O método utilizado foi o bioanalítico in vitro, observando-se o desenvolvimento ou inibição dos 

microrganismos em diferentes concentrações dos óleos e extratos. Foram adicionados discos de papel fi ltro 

com 6 mm de diâmetro, impregnados com concentração de 20 μL, 60 μL e 100 μL dos óleos e extratos. Os discos 

eram aplicados sobre as placas com o auxílio de pinça fl ambada e fria, seguindo a metodologia de Santos et al. (2007) 

e pressionados para melhor aderir ao meio. A distância entre os discos foi calculada a fi m de evitar sobreposição dos 

halos de inibição. Cada placa recebeu três discos de inibição com as concentrações de óleo e extrato predetermina-

das. Todos os procedimentos para avaliação da atividade fúngica foram realizados sob condições assépticas 

na capela de fl uxo laminar.

Como testemunho do experimento foi utilizado apenas o meio PDA com os isolados, sem adição 

dos óleos voláteis e dos extratos. Já como controle positivo foi utilizado o meio PDA com os isolados fún-

gicos e aplicado 2 μL do fungicida comercial Fox® (Trifl oxystrobina), diluído conforme recomendações 

do fabricante (60%). Foi escolhido esse fungicida pelo fato de ser um fungicida muito comercializado na 

região do estudo.  As placas foram vedadas com fi lme plástico e incubadas por 48 horas, em temperatura 

de 28 ºC, para posterior leitura do halo de inibição, sendo esta realizada com o auxílio de um paquímetro. 

Teste de Germinação

Para a avaliação da inibição da germinação de sementes e do desenvolvimento das plântulas de 

alface (Lactuca sativa L.) foi realizada uma avaliação in vitro, preparando-se uma placa com ágar, em cuja 

superfície foi colocado um papel fi ltro com 100 sementes em cada tratamento. Totalizaram sete tratamen-

tos e 700 sementes, distribuídas uniformemente e cobertas com outro papel fi ltro, onde foram pipetadas 

as mesmas concentrações do óleo e extrato. O material foi mantido em uma estufa sob temperatura de 

25 ºC (Huller  e Schock, 2011). A avaliação foi feita diariamente, na mesma hora, durante sete dias após a 

primeira semente germinar. Para análise da germinação usou-se a fórmula de Laborial e Valadares (1976), 

onde: N = número total de sementes germinadas; A = número total de sementes colocadas para germinar.

G = (N/A)*100

Para o cálculo do índice de velocidade germinação, utilizou-se a fórmula de Maguire (1962), onde: 

t = número de dias da semeadura à primeira, à segunda, à última contagem; n = número de plântulas nor-

mais computadas na primeira, na segunda e na última contagem.

IVG = Σ(n/t)

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Houve diferença signifi cativa entre as concentrações de 20 μL, 60 μL e 100 μL dos óleos e extratos, os 

quais apresentaram halos de inibição (Tabela 1). Porém, a atividade antifúngica tanto dos óleos como dos ex-



tratos, da concentração de 100 µL, se destacou em relação às demais, sendo que a concentração de 20 µL 

apresentou menor atividade inibitória.

Tabela 1. Média do diâmetro dos halos (cm) sob a atividade antifúngica dos óleos voláteis de alecrim, funcho 

e hortelã. Os halos de inibição são expressos em centímetros.

O óleo que apresentou melhor resultado de inibição foi o de hortelã, seguido pelo de funcho e por 

último o de alecrim. O microrganismo que apresentou maior sensibilidade ao óleo foi Aspergillus niger, en-

quanto que a espécie Fusarium oxysporum, embora tenha apresentado halos de inibição ao óleo, não foram 

signifi cativos quando comparados com os halos do A. niger. 

Assim como os resultados encontrados neste estudo, Fernandes et al. (2014), em seu trabalho, con-

fi rmam a boa ação do óleo de hortelã, que inibiu completamente o desenvolvimento micelial do fungo 

Fusarium solani. Estudos mostram que como resultado da adição de óleos em concentrações específi cas 

nos meios de cultura com fungos fi topatógenos, Mentha piperita L. demonstra efi ciência na inibição do 

desenvolvimento desses organismos. Nessa perspectiva, as propriedades do óleo volátil desse vegetal vêm 

sendo avaliadas pelo seu efeito inibidor no desenvolvimento de microrganismos patogênicos. 

O óleo da semente de funcho apresentou, neste trabalho, a melhor atividade inibitória contra a 

espécie Aspergillus niger. O funcho também já foi estudado com propriedades fungicidas no combate a 

fungos como Candida albicans (Pai et al., 2010). O óleo de alecrim, como não se tem estudos relacionados, 

pode contar sobre a pouca referência sobre este óleo, o que indica a necessidade de estudos que possam 

confi rmar sua atividade antifúngica contra fi topatógenos. 

Tabela 2. Média do diâmetro dos halos (cm) sob a atividade antifúngica dos extratos de folhas de alecrim, 

semente de funcho e folhas de hortelã.
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Quanto aos resultados da ação dos extratos sobre os microrganismos, todos apresentaram halos de 

inibição. O extrato de funcho apresentou maior inibição contra os fi topatógenos testados, sendo observada 

uma maior sensibilidade para o gênero Fusarium, onde se destaca Fusarium verticillioides, que se apresen-

tou mais sensível a todos os extratos testados, o que demostra uma alta suscetibilidade às plantas testadas.

Sobre a ação inibitória do extrato de funcho verifi cada em fungos neste estudo, não foram encontra-

dos relatos referentes à sua ação contra fi topatógenos. O extrato das folhas de hortelã demonstrou ser efi caz 

para inibir o crescimento dos fi topatógenos testados, especialmente os do gênero Fusarium.

Da Silva et al. (2012) testaram o extrato de hortelã sobre o crescimento de estirpes do gênero Fusa-

rium (F. oxysporum) in vitro e obtiveram uma boa ação antifúngica. A literatura também apresenta estudos 

sobre os óleos voláteis dessa planta, mostrando atividade antifúngica e indicando o mentol como compo-

nente majoritário dos óleos voláteis.

Diferentemente de Pinho et al. (2011), que em seu trabalho com extratos hidroalcóolicos obtidos 

das folhas de alecrim-pimenta não encontraram atividade antimicrobiana em cepas de S. aureus e E. coli, 

neste estudo o extrato de alecrim apresentou atividade inibitória. A ausência de atividade antibacteriana 

pode ser decorrente da concentração do extrato usado, qualidade das folhas (alterada por condições de 

solo, sazonalidade, tipo de colheita e teor de ativos) ou mesmo da menor sensibilidade dos microrganis-

mos estudados.

Para comparar a ação inibitória dos óleos e extratos foi utilizado o fungicida comercial Fox®, con-

forme as tabelas 1 e 2. É possível perceber que os halos do controle são muito semelhantes aos dos óleos 

e extratos. 

A atividade dos óleos voláteis foi bem semelhante àquela encontrada pelo fungicida usado como 

padrão. A atividade dos óleos voláteis está também referida para alguns dos tipos de compostos que os 

constituem, nomeadamente os fenilpropanóides, grupo onde se inclui, entre outros, o anetol. A tabela 3 

apresenta os resultados do teste de Tukey (5% de signifi cância).

Tabela 3. Teste de signifi cância de Tukey (5%) para óleo e extrato, onde “a” é o mais signifi cante e “c” o menos signifi cante.
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A opção por sementes de alface se deve à metodologia consagrada em testes de biotoxicidade, à 

homogeneidade de seus parâmetros de germinação e, consequentemente, por ser espécie-alvo para avaliar 

efeitos alelopáticos. Quanto ao teste de germinação, foi verifi cado que as sementes começaram a germinar 

no mesmo período que os testemunhos (3º dia do experimento); o óleo de alecrim em suas concentrações 

de 60 e 100 produziram efeitos inibitórios signifi cativos nos índices de germinação. Segundo a literatura, 

muitos óleos apresentam efeitos alelopáticos (Kremer et al., 2016). 

Já entre os extratos a germinação não foi afetada pelo extrato etanólico. O extrato das sementes 

de funcho na concentração de 100 apresentou uma diminuição, porém não foi signifi cativa. Segundo a 

literatura, pelo extrato ser numa concentração mais baixa quando comparada aos óleos, pode justifi car a 

ausência de inibição (Grisi et al., 2013).

O óleo de hortelã apresentou uma germinação semelhante ao testemunho, o que discorda de tra-

balhos que relatam inibição radicular, apontando o pulegol como composto tóxico desse óleo (Knox et al., 

2010; Sobreira et al., 2012). Não foram encontrados trabalhos retratando o teste do óleo volátil do funcho 

em testes de germinação, o que demonstra a necessidade de estudos que possam confi rmar a ausência de 

infl uência desse óleo na germinação.  As fi guras 1 e 2 apresentam a avaliação do efeito dos óleos e extratos 

na germinação de Lactuca sativa L.

Figura 1. Avaliação da porcentagem (%) de germinação da alface com o uso de óleos e extratos.

Após analisar o IVG, percebe-se que os óleos e extratos diminuíram a germinação em relação aos 

testemunhos, porém não de forma signifi cante, com exceção do óleo do Alecrim, na concentração de 60 e 

100, em que apresentou ação alelopática inibindo cerca 36 e 39%, respectivamente. 

E sse experimento de germinação demonstra que o extrato de hortelã apresentou apenas uma re-

dução em relação aos demais, diferentemente de Jabran et al. (2010) e Parreiras et al. (2011), em cujos 

resultados o extrato de hortelã apresentou inibição apenas nas concentrações de 100%. Entretanto, na 

concentração de 25% houve uma germinação de 72,5%, resultado semelhante ao deste trabalho. Esse fato 

indica que, possivelmente, essas plantas podem ser utilizadas no plantio em consórcio com alface, já que a 

presença destas não inibe sua germinação. 
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Figura 2. Ín dice de Velocidade de Germinação das plântulas germinadas no experimento após 10 dias (as 

barras verticais indicam o erro padrão).

Por outro lado, o extrato aquoso de funcho na concentração de 30% reduziu porcentagem de 

germinação de sementes de alface, de forma semelhante a Bonfi m et al. (2013), que observaram que o 

extrato de funcho não provocou diferença signifi cativa na porcentagem de germinação. A análise experi-

mental confi rma a ideia de que os aleloquímicos podem ter ação seletiva e, além disso, as plantas podem 

também ser seletivas em suas respostas, tornando difícil a síntese do modo de ação destes compostos 

(Bonfi m et al., 2013).  

O extrato das folhas de alecrim, neste trabalho, não apresentou inibição na germinação da alface. A 

ausência de infl uência do macerado sob a germinação pode ser atribuída às substâncias bioativas presentes 

e aos processos enzimáticos que favorecem a resistência das sementes (Bonfi m et al., 2013).

CONCLUSÕES

Os resultados demostram que o gênero Fusarium é mais sensível aos extratos e o Aspergillus aos 

óleos testados. O estudo demostra a possibilidade do uso do óleo para controle de fungo de armazenamen-

to e extrato para controle de fungo de lavoura. De forma geral, os óleos e extratos neste experimento não 

interferiram na germinação in vitro da alface. Desta forma, futuras investigações, principalmente testes em 

condições de campo, serão necessárias pra confi rmar os resultados. 

Futuros estudos sobre a ação deste óleo e extrato no controle do desenvolvimento destes fi topató-

genos in vivo se fazem necessários, pois o controle biológico a partir dos óleos voláteis e extratos pode ser 

uma alternativa efi caz e ecológica no combate a organismos patogênicos causadores de doenças em dife-

rentes espécies vegetais.
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