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APRESENTAÇÃO

O e-book Avanços e Desafios da Nutrição no Brasil 3, traz um olhar multidisciplinar 
e integrado da nutrição com a Ciência e Tecnologia de Alimentos. A presente obra é 
composta de 66 artigos científicos que abordam assuntos de extrema importância 
relacionados à nutrição e a tecnologia de alimentos. O leitor irá encontrar assuntos 
que abordam temas como as boas práticas de manipulação e condições higiênico-
sanitária e qualidade de alimentos; avaliações físico-químicas e sensoriais de 
alimentos; rotulagem de alimentos, determinação e caracterização de compostos 
bioativos; atividade antioxidante, antimicrobiana e antifúngica; desenvolvimento de 
novos produtos alimentícios; insetos comestíveis; corantes naturais; tratamento de 
resíduos, entre outros. 

O e-book também apresenta artigos que abrangem análises de documentos 
como patentes, avaliação e orientação de boas práticas de manipulação de alimentos, 
hábitos de consumo de frutos, consumo de alimentos do tipo lanches rápidos, programa 
de aquisição de alimentos e programa de capacitação em boas práticas no âmbito 
escolar. 

Levando-se em consideração a importância de discutir a nutrição aliada à 
Ciência e Tecnologia de Alimentos, os artigos deste e-book, visam promover reflexões 
e aprofundar conhecimentos acerca dos temas apresentados. Por fim, desejamos a 
todos uma excelente leitura!

Natiéli Piovesan e Vanessa Bordin Viera 
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ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DE ÓLEOS ESSENCIAIS 
NO CONTROLE DE Aspergillus flavus

CAPÍTULO 8
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RESUMO: O efeito de óleos essenciais (OEs) 
tem sido relatado em diversos estudos contra 
patógenos microbianos, contaminantes de 
alimentos, dentre eles, Aspergillus flavus. Os 
OEs são constituídos por compostos químicos, 

responsáveis pela inibição de microrganismos 
deteriorantes e toxigênicos. O objetivo deste 
estudo foi avaliar a atividade antifúngica de 
diferentes óleos essenciais, in vitro, frente ao 
fungo A. flavus. Inicialmente, foi determinada 
a concentração inibitória mínima (CIM) de 21 
OEs, pelo método de microdiluição, numa 
faixa de concentração de 3,90 a 2000 μg.mL-1, 
com solução de conídios padronizada, 105 
conídios.mL-1. Os OEs que demonstraram 
CIM inferior a 500 µg.mL-1 foram conduzidos 
a análise de caracterização química dos 
compostos majoritários por cromatografia 
gasosa/espectrometria de massas e atividade 
antifúngica por disco difusão em ágar. Os OEs 
de cravo, canela e gengibre apresentam forte 
inibição contra o A. flavus, com CIM de 250 
μg.mL-1 (cravo e canela) e 500 μg.mL-1 (gengibre). 
Para o disco difusão em ágar, cravo e canela 
apresentaram inibição do crescimento micelial 
em todas as concentrações testadas (25, 50 e 
100%), e o gengibre, nas concentrações de 50 e 
100%. Os compostos majoritários identificados 
foram eugenol (80,90% para canela e 85,45% 
para cravo), zingibereno (22,95%) e citral 
(13,60%) para o gengibre. O presente estudo 
evidenciou que os óleos essenciais de cravo, 
canela e gengibre apresentaram atividade 
antifúngica sobre A. flavus. No entanto, estudos 
futuros são necessários para comprovar a ação 
dos OEs como fungicidas naturais, de modo 
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que seu emprego na agricultura se torne uma alternativa viável, sustentável e segura 
no controle de fungos toxigênicos.
PALAVRAS-CHAVE: compostos naturais, antifúngicos, micotoxinas.

ABSTRACT: The effect of essential oils (EOs) has been reported in several studies 
against microbial pathogens, food contaminants, among them Aspergillus flavus. EOs 
are constituted by chemical compounds responsible for the inhibition of deteriorating 
and toxigenic microorganisms. The objective of this study was to evaluate the antifungal 
activity of different essential oils against A. flavus in vitro. Initially, the minimum 
inhibitory concentration (MIC) of 21 EOs was determined by the microdilution method in 
concentration of 3.90 to 2000 μg.mL-1, with standardized conidia solution in 105 conidia.
mL-1. The EOs that demonstrated MICs below 500 μg.mL-1 were submitted to analysis 
of chemical characterization of the major compounds by gas chromatography/mass 
spectrometry and antifungal activity for disc diffusion in agar. Clove, cinnamon and 
ginger EOs demonstrated strong inhibition against A. flavus with MIC of 250 μg.mL-1 
(clove and cinnamon) and 500 μg.mL-1 (ginger). For the disc diffusion in agar, clove 
and cinnamon presented inhibition of the mycelial growth in all the concentrations 
tested (25, 50 and 100%), and the ginger in the concentrations of 50 and 100%. The 
major compounds identified were eugenol (80.90% for cinnamon and 85.45% for 
clove), zingiberene (22.95%) and citral (13.60%) for ginger. However, further studies 
are required in order to prove the action of the EOs as natural fungicides, so that their 
employment on agriculture becomes a viable, sustainable and safe alternative to the 
control of toxigenic fungi.
KEYWORDS: natural compounds, antifungals, mycotoxins.

1 | 	INTRODUÇÃO

Frequentemente, culturas agrícolas estão sujeitas a contaminação por fungos 
produtores de micotoxinas (Marin et al., 2013). As micotoxinas são metabólitos 
secundários produzidos por fungos filamentosos (Trombete et al., 2013). O gênero 
Aspergillus demonstra grande preocupação para a agricultura, uma vez que ao 
contaminar grãos e cereais, pode produzir aflatoxinas, micotoxinas altamente tóxicas, 
classificadas como carcinogênicas para seres humanos e animais (Hu et al., 2017).

Tradicionalmente, métodos físicos, químicos e biológicos são utilizados no 
controle do crescimento e desenvolvimento de fungos micotoxigênicos em culturas 
agrícolas, com destaque para o tratamento químico, através do uso de fungicidas 
sintéticos. Entretanto, o emprego excessivo destas substâncias no combate aos 
fungos produtores de micotoxinas causa preocupação ambiental, ecológica e de 
saúde. Algumas desvantagens associadas ao uso de compostos químicos sintéticos 
incluem o desenvolvimento de resistência entre os microrganismos alvo, a toxicidade 
para humanos e animais, resíduos químicos em alimentos e a poluição ambiental. 
Sendo assim, torna-se necessária a busca por alternativas a estes fungicidas para o 
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controle dos fungos toxigênicos (Raja, 2014; Gakuubi et al., 2017).
A utilização de óleos essenciais (OEs) tem demonstrado importância significativa 

contra diversos patógenos microbianos (Silva et al., 2012; Sonker et al., 2015; Gormez 
et al., 2016; Avanço et al., 2017; Gakuubi et al., 2017). Os OEs são extratos naturais, 
obtidos de diferentes partes de plantas aromáticas (flor, sementes, folhas, casca, 
galhos, madeira, frutos e raízes). Representando, portanto, uma alternativa viável e 
sustentável na redução do uso de fungicidas sintéticos em grãos e cereais. O presente 
estudo teve por objetivo avaliar a atividade antifúngica de 21 diferentes OEs, in vitro, 
frente ao fungo A. flavus.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

2.1	Microrganismo e óleos essenciais

A cepa de A. flavus foi obtida do banco de isolados do Laboratório de Toxicologia 
da Universidade Estadual de Maringá, Maringá, Paraná, Brasil. A mesma foi cultivada 
em meio Batata Dextrose Ágar (BDA), durante 7 dias, a 25 ºC, no escuro.

Os OEs de cânfora (Cinnamomum camphora - Laszlo®), immortelle (Helicrysum 
italicum - Laszlo®), patchouli (Pogostenom cablin - By Samia®), melaleuca (Melaleuca 
alternifolia - Quinari®), wintergreen (Gaultheria procumbens - Laszlo®), manjericão 
(Ocimum basilicum - Laszlo®), sucupira (Pterodon emarginatus - Laszlo®), ylang ylang 
(Cananga odorata - Quinari®), sálvia esclareia (Salvia sclarea - Quinari®), sândalo 
amyris (Amyris balsamifera - Quinari®), citronela (Cymbopogon winterianus - Quinari®), 
lavanda (Lavandula angustifolia - Quinari®), junípero (Juniperus communis - Quinari®), 
anis estrelado (Illicium verum - Quinari®), copaíba vermelha (Copaifera langsdorfii - 
Laszlo®), cipreste europeu (Cupressus sempervirens - Laszlo®), gerânio (Pelargonium 
graveolens - Quinari®), cravo (Eugenia caryophyllus - Bio Essência®) e canela 
(Cinnamomum zeylanicum - Laszlo®) foram adquiridos no comércio local do município 
de Maringá-PR. Os OEs de gengibre (Zingiber officinale) e açafrão (Curcuma longa) 
foram obtidos por hidrodestilação em aparelho Clevenger (Prakash et al., 2012).

2.2	Concentração inibitória e fungicida mínima

A concentração inibitória mínima (CIM) foi determinada pelo método de 
microdiluição seguindo a norma M38-A preconizada pelo Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI, 2008), com suspensão de conídios padronizada em 105 
conídios.mL-1, usando meio RPMI 1640 com L-glutamina sem bicarbonato, tamponado 
com MOPS 0,165 M (ácido morfolina propanossulfônico). Os OEs foram diluídos em 
Tween 80 a 1% e testados numa faixa de concentração de 3,90 a 2000 μg.mL-1. As 
placas foram incubadas durante 72 horas, a 25 ºC, no escuro e a CIM foi definida 
como a menor concentração de OE que inibiu o crescimento visual do fungo. Como 
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controle positivo foi utilizado o inóculo de 105 conídios.mL-1, controle negativo o meio 
RPMI e controle fúngico, o fungicida comercial Standak® Top. Para a concentração 
fungicida mínima (CFM), 10 μL das concentrações testadas na CIM foram inoculadas 
em placas de Petri contendo BDA por 24 horas, a 25 ºC, no escuro. A CFM foi definida 
como a menor concentração de OE que inibiu o crescimento do fungo em ágar.

A partir dos resultados da CIM, os OEs que demonstraram atividade antifúngica 
inferior a 500 µg.mL-1 foram conduzidos a análise de caracterização química e disco 
difusão.

2.3	Caracterização química

A determinação dos componentes químicos dos óleos essenciais que 
apresentaram atividade antifúngica contra A. flavus foi realizada por cromatografia 
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), onde somente 
os compostos majoritários foram identificados. Os compostos foram identificados 
utilizando o índice de retenção de Kovats através de uma mistura padrão de n-alcanos 
(C8-C20, Sigma-Aldrich) (Skoog et al., 2006), espectro de fragmentação (Adams, 2007) 
e apresentados em porcentagem.

2.4	Disco difusão

O método de disco difusão foi utilizado para avaliar a inibição do crescimento das 
hifas do A. flavus. No ponto central de placas de Petri contendo BDA foram inoculados 
10 µL da solução de conídios (105 conídios.mL-1) e as placas foram armazenadas 
por 5 dias a 25 °C, no escuro. Após o período de incubação, discos de papel filtro 
com aproximadamente 8 mm de diâmetro foram preparados com 10 μL dos OEs nas 
concentrações de 25, 50 e 100 % em Tween 80 a 1% e como controle foi inoculado 
discos contendo somente Tween 80 a 1%. Os discos foram depositados ao redor do 
fungo, com 0,5 cm de distância, e as placas foram incubadas durante 72 horas a 25 ºC, 
no escuro. A inibição do crescimento das hifas foi verificada visualmente e fotografada 
(Prasad et al., 2001).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

A Tabela 1 apresenta os resultados de CIM e CFM obtidos para os OEs e o 
fungicida comercial Standak® Top contra o fungo A. flavus.

OE/Fungicida CIM (µg.mL-1) CFM (µg.mL-1)
Cânfora, immortelle, patchouli, melaleuca, junípero, 

lavanda, sucupira e açafrão >2000 >2000

Manjericão, sândalo amyris, citronela, cipreste 
europeu e gerânio 2000 2000

Copaíba, ylang ylang, anis estrelado e sálvia esclareia 1000 1000
Gengibre e Standak® Top 500 500
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Cravo e canela 250 250

Tabela 1: Resultados da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Fungicida 
Mínima (CFM) para diferentes óleos essenciais (OE) e o fungicida sintético (Standak® Top) em 

Aspergillus flavus

Dos resultados obtidos, os OEs de cravo e canela se destacaram por apresentarem 
a menor CIM e CFM, inferior ao fungicida comercial utilizado no trabalho como controle 
fúngico. O OE de gengibre também foi eficaz na inibição do crescimento de A. flavus, 
igualando-se ao controle fúngico (Standak® Top). Aligiannis et al. (2001) sugere que 
uma CIM ≤500  μg.mL-1 configura uma forte inibição, enfatizando o poder antifúngico 
dos OEs de cravo, canela e gengibre. Outros autores relataram efetiva ação antifúngica 
destes OEs contra diversos patógenos microbianos (Unlu et al., 2010; Silva et al., 
2012; Azizkhani et al., 2013; Nerilo et al., 2016; Castro et al., 2017). 

A atividade antimicrobiana inerente aos OEs deve-se a composição química dos 
mesmos, incluindo compostos aromáticos, terpenos e demais substâncias sintetizadas 
pelas plantas como metabólitos secundários (Prakash et al., 2015; Wang et al., 2017). 
Nesse estudo, os OEs que foram efetivos na inibição de A. flavus apresentaram em 
sua composição química quantidades consideráveis de eugenol (85,45% em cravo e 
80,90% em canela). Estudos in vitro evidenciaram que OEs contendo eugenol foram 
capazes de inibir significativamente outros microrganismos, como Alternaria alternata, 
espécies de Candida, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani  e  Fusarium oxysporum 
(Castro et al., 2017; Xie et al., 2017; Garrido-Miranda et al., 2018; Khosravi et al., 2018). 
Já o OE de gengibre demonstrou menor inibição na CIM, mas um valor considerado 
adequado como fungicida natural. Sugere que zingibereno (22,95%) e citral (13,60%) 
foram menos eficazes que o eugenol contra o fungo A. flavus.

De acordo com Endo et al. (2015), pelo método de disco difusão é possível avaliar 
o crescimento das hifas do fungo na presença de diferentes concentrações de OE, 
confirmando visualmente sua capacidade inibitória. A Figura 1 mostra os resultados 
da análise de disco difusão dos OEs de gengibre, cravo e canela contra as hifas de A. 
flavus.
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Figura 1: Método de disco-difusão para diferentes óleos essenciais (OE). A. Controle fúngico 
(A. flavus), B. OE de gengibre, C. OE de cravo e D. OE de canela, nas concentrações de 100% 

(1), 50% (2), 25% (3) e como controle Tween 80 a 1% (4).

Foi possível comprovar a ação antifúngica dos OEs de cravo e canela, que 
inibiram o desenvolvimento micelial do fungo em todas as concentrações testadas 
(25, 50 e 100%), enquanto que o OE de gengibre apresentou atividade inibitória nas 
concentrações de 50 e 100%.

4 | 	CONCLUSÃO

Dos OEs testados, cravo, canela e gengibre apresentaram atividade antifúngica 
contra o A. flavus, mediante os testes realizados in vitro. Sendo assim, pesquisas 
futuras com testes complementares, como estudos in situ e in vivo, são necessários 
para confirmar a eficiência dos OEs como potenciais fungicidas naturais.
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