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RESUMO

SANTOS, Alexander. Verificação da atividade antifúngica de extratos aquosos de 
Cymbopogon citratus, Peumus boldus e Shinus terebinthifolia sobre cinco espécies de 
fungos do gênero Aspergillus. 
Seropédica: UFRRJ, 2008. 55 p (Dissertação, Mestrado em Microbiologia Veterinária). 

Este trabalho foi desenvolvido no Departamento de Microbiologia e Imunologia  do Instituto 
de Veterinária da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, em Seropédica-RJ. Foram 
avaliadas a atividade antifúngica das plantas Cymbopogon citratus (capim-limão), Peumus 
boldus (boldo) e Shinus terebinthifolia (aroeira), na inibição do crescimento de espécies do 
gênero Aspergillus (A. flavus, A. niger, A. ochraceus, A. parasiticus e A. carbonarius). 
Utilizando o método da concentração inibitória mínima em ágar, com a técnica de diluição em 
placa (Pour-Plate), foram realizadas diluições dos diferentes extratos, obtendo-se as 
concentrações finais de 5%, 2,5% e 1,25%.  Testes de sensibilidade ao antifúngico comercial - 
cetoconazol foram realizados numa concentração final de 1933,18 µg/mL, conforme 
recomendada pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Os 
resultados obtidos nos experimentos demonstraram que os extratos aquosos de C. citratus e S. 
terebinthifolia, após 24 horas de incubação, foram capazes de inibir o crescimento de A. 
flavus e A. carbonarius, respectivamente. Os demais extratos em estudo e nas concentrações 
testadas, não foram capazes de inibir o crescimento micelial das espécies do gênero 
Aspergillus.  

Palavras-chave: Aspergillus, atividade antifúngica, extrato aquoso. 



ABSTRACT

SANTOS, Alexander. Verification of antifungal activity of aqueous extracts of 
Cymbopogon citratus, Peumus boldus and Shinus terebinthifolia on five species of fungi 
of the genus Aspergillus  
Seropédica: UFRRJ, 2008. 55 p (Dissertation, Magister Scientiae in Veterinary 
Microbiology). 

This work was developed in the Department of Microbiology and Immunology of the Institute 
of Veterinary Rural Federal University of Rio de Janeiro in Seropédica-RJ.  
We evaluated the antifungal activity plant Cymbopogon citratus (lemon-grass), Peumus 
boldus (boldo) and Shinus terebinthifolia (aroeira), inhibition of growth of species of the 
genus Aspergillus (A. flavus, A. niger, A. ochraceus, A. Parasiticus and A. carbonarius. Using 
the method of minimum inhibitory concentration in agar, with the technique of dilution plate 
(Pour-Plate), were held dilutions of different extracts, resulting in the final concentrations of 
5%, 2.5% and 1.25%. Testing of commercial sensitivity to antifungal - ketoconazole were 
made in a final concentration of 1933.18 μ g /mL, as recommended by the National 
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). The results obtained in the 
experiments have shown that aqueous extracts of C. citratus and S. terebinthifolia, after 24 
hours of incubation, were able to inhibit the growth of A. flavus and A. carbonarius, 
respectively. The other extracts being studied and tested in the concentrations were not able to 
inhibit the growth of mycelial species of the genus Aspergillus.  

Keywords: Aspergillus, antifungal activity, aqueous extract.
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1 INTRODUÇÃO 

Os fungos sempre tiveram relacionado intimamente com a vida do homem em 

diversos aspectos tanto no que concerne à alimentação, na qualidade de vida e na saúde.  

A utilização de alimentos contaminados por substâncias tóxicas produzidas por 

fungos, denominadas micotoxinas tem levado a enormes prejuízos econômicos ao país. 

Estando a presença de micotoxinas correlacionada a várias patologias humanas e animais. 

Estes problemas são mais acentuados nos países de clima tropical úmido, como o Brasil, os 

quais reúnem condições ambientais adequadas ao desenvolvimento dos fungos, como por 

exemplo, temperatura e umidade.      

A contaminação dos alimentos por micotoxinas pode ocorrer no campo, antes e após a 

colheita, e durante o transporte e armazenamento do produto. 

Ao considerarmos a origem das micotoxinas, teremos que nos ater ao estudo e 

conhecimento das numerosas espécies fúngicas produtoras de uma ou mais toxinas. Um 

grande número destes metabólitos tóxicos já foi identificado e caracterizado como substâncias 

produzidas em contaminações naturais de grãos e outros alimentos. Entre as espécies 

toxígenas isoladas a partir de cereais no Brasil destacam-se as pertencentes ao gênero 

Aspergillus (CRUZ, 1996). Este gênero compreende espécies produtoras de aflatoxinas, tais 

como A. flavus e o A. parasiticus e de Ocratoxina A (OTA), tendo como principal produtor o 

A. ochraceus.  Recentemente o A. niger e o A. carbonarius ganharam importância por serem 

considerados, também, ocratoxígenos, em regiões tropicais e subtropicais (ABARCA et al., 

2001; DALCERO et al., 2002; ROSA et al., 2002). 

Os efeitos destas micotoxinas sobre a saúde de animais e do homem variam de acordo 

com a concentração em que estão presentes nos alimentos e, conseqüentemente, com a 

quantidade ingerida. Assim podem ocorrer casos agudos decorrentes da ingestão de altas 

concentrações ou, o que é mais comum, quadros crônicos em virtude do consumo de baixos 

níveis por períodos prolongados. Estes aspectos determinam a aspergilose que foi uma das 

principais doenças descritas ligadas aos fungos. A aspergilose é uma  doença aguda, subaguda 

ou crônica, localizada ou generalizada, superficial ou profunda, causada por diferentes 

espécies de fungos do gênero Aspergillus. 

Considerando que a presença de fungos do gênero Aspergillus é comum e 

conseqüentemente há contaminação dos grãos desde a lavoura até o consumo final, a decisão 
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mais sensata parece ser o máximo de controle sobre os fatores que favorecem o 

desenvolvimento desses fungos, como temperatura, umidade, pH e presença de oxigênio. 

Entretanto, as condições climáticas nem sempre permitem um controle eficiente. Uma das 

ferramentas de controle seria o uso de antifúngico. Apesar de diversas drogas antifúngicas 

estarem disponíveis atualmente no mercado, o seu uso é limitado por diversos fatores como 

baixa potência, pequena solubilidade, surgimento de espécies resistentes às drogas e 

toxicidade.(FROMTLING, 1987).                

Nos últimos anos tem-se verificado um aumento progressivo da demanda de plantas e 

preparações de origem vegetal como recursos terapêuticos. Porém esse consumo torna-se 

preocupante considerando que a fiscalização do comércio de tais produtos é precária; 

representando, assim vários riscos ao consumidor, podendo-se enumerar como principais a 

identificação errada da espécie vegetal, indicações errôneas de utilização, posologia 

inadequada, uso de plantas de má qualidade e tóxicas (ESPÍNOLA, 1997; BRANDÃO et al., 

1998; MATOS, 2000). 

Um dos interesses da comunidade científica é pela investigação da ativação de extratos 

vegetais com baixo custo e baixa toxidez que tenham propriedades capazes de substituir 

produtos químicos. Em muitos casos esses produtos poderão ser utilizados na agricultura, 

como meio de combate as fitopatologias e na medicina humana e veterinária, para o combate 

de infecções e micotoxicidades. Há necessidade, portanto, da avaliação do efeito de diferentes 

extratos aquosos de plantas, sobre o crescimento micelial in vitro de fungos do gênero 

Aspergillus produtores de micotoxinas, tendo em vista que dados sobre este aspecto são 

escassos na literatura. 

Atentos a todos estes fatores e voltados para a busca crescente de produtos de origem 

vegetal com baixo custo e baixa toxidez, capazes de substituir com êxito os produtos 

antifúngicos de uso corrente e considerando, ainda a importância de várias descobertas dos 

efeitos dos componentes ativos de plantas, a facilidade de obtenção de material de estudo e a 

importância de pesquisas que venham inibir o crescimento dos fungos do gênero Aspergillus e 

a conseqüente produção das micotoxinas por eles produzidas, é que surgiu a presente 

investigação.     

                 O constante emprego das plantas selecionadas, nas práticas caseiras da medicina 

popular e estudos científicos comprovados, são motivos suficientes para as suas escolhas 

como tema do presente estudo, associados ao fato de existirem poucas citações sobre elas com 

relação a sua possível atividade antifúngica para os fungos de interesse nesta investigação 

visamos, num futuro próximo, suas validações como medicamentos eficazes e seguros. 
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                    Desta forma o presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade antifúngica 

de extratos aquosos de C. citratus, P. boldus e S. terenbinthifolia sobre o crescimento de A. 

niger, A. flavus, A.  ochraceus, A. carbonarius e A. parasiticus. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 O Gênero Aspergillus 

O gênero Aspergillus pertence ao grupo dos Hyphomycetos que se caracteriza pela 

formação de conidióforos, ou seja, hifas especializadas e produtoras de conídios com formas e 

arquitetura variáveis (LILLARD, et al., 1970; SABINO, et al., 1998). Este gênero é de 

particular importância por conter muitas espécies capazes de crescer em condições de baixa 

atividade de água (Aa), sendo então associados com a deterioração de alimentos que são 

muito secos para serem atacados por outros microrganismos (MOSS; SMITH, 1985). Os 

alimentos armazenados representam excelente campo para a proliferação dos fungos, 

principalmente quando os princípios básicos de secagem adequada e armazenamento correto 

são desconhecidos e desprezados (KOEHLER et al., 1975).  

Algumas espécies do gênero Aspergillus são patogênicas como o A. fumigatus que é o 

agente da aspergilose pulmonar em humanos e aves (PITT, 1994). Segundo Wadd et al. 

(1997) os fungos do gênero Aspergillus são a segunda causa mais comum de micoses 

oportunistas seguida de Cândida sp. Outras são responsáveis pela produção de metabólicos 

secundários tóxicos (PITT, 1994). Dentre os principais gêneros toxígenos, o Aspergillus é o 

que possui espécies de maior ocorrência sendo comumente encontrado nos trópicos  

(SAMSON, 2000). 

Aspergillus carbonarius (BRAIN) Thom, pertence ao subgênero Circundatti, seção 

Nigri, sendo reportado inicialmente como isolado a partir de solo e águas poluídas (KLICH; 

PITT, 1988), atualmente tem sido encontrado em alimentos de origem vegetal, com 

importância para a produção de OTA A (ABARCA et al., 2003). 

Geralmente, A.carbonarius tem um crescimento ótimo a 30-35ºC e não cresce a 

temperaturas inferiores a 25ºC. O ótimo de atividade de água (Aa) para o crescimento varia de 

0,93 a 0,98 dependendo da cepa, com uma maior tolerância a 25 – 30ºC (MITCHEL et al, 

2004) 

O Aspergillus flavus Link de acordo com Klich; Pitt (1988), pertence ao subgênero 

Circundatti, seção Flavi. É de distribuição mundial, predominando em áreas tropicais e 

subtropicais, sendo aparentemente mais comum em solos cultivados do que em não 

cultivados. Esta espécie é capaz de colonizar vegetais em decomposição, grãos, sementes e 

muitos outros substratos incluindo alimentos e rações animais (PITT; HOCKING, 1997; 

ROSA, 2002). Tem sido descrito ainda como patógeno para insetos e animais e,  cerca de 



5

50% dos isolados mostram-se aflatoxígenos (DOMSCH et al., 1980; CHRISTENSEN, 1981; 

PITT; HOCKING, 1997). 

Aspergillus flavus apresentou variações no crescimento quando houve alteração nas 

temperaturas de incubação, isto é, crescimento mínimo ao redor de 10-12ºC, máximo entre 43 

– 48ºC e com um crescimento ótimo perto de 33ºC (DOMSCH et al, 1980). As variações de 

(Aa) que permitem o crescimento de A.flavus tem sido avaliadas desde baixas como 0,78 a 

33ºC(AYERST, 1969) e elevadas como 0,84 a 25ºC(PITT; HOCKING, 1997). PITT e 

MICAMBLE (1995) estabeleceram Aa mínimas em função da temperatura para o crescimento 

de A.flavus da ordem de 0,82 a 25ºC, 0,81 a 30ºC e de 0,80 a 37ºC. 

O pH ótimo para o desenvolvimento de A.flavus esta entre cinco e oito, mas o mesmo 

pode crescer em ampla faixa de pH (EPPLEY, 1968; KOEHLER et al., 1975).        

Aspergillus niger Tieghem var.niger, pertence ao subgênero Circundatti seção Nigri e 

é considerada uma espécie ubíqua, comumente isolada do solo, plantas, sementes, frutas secas 

e nozes (DOMSCH et al., 1980; PITT;HOCKING,1985) é um dos fungos mais 

freqüentemente isolados a partir de alimentos e rações animais (ROSA, 2002). 

A temperatura mínima de crescimento varia de 6-9ºC, a máxima de 45-47ºC com um 

ótimo a 35-37ºC. É considerado um fungo xerofílico (AYERST, 1969), sendo descrita a 

germinação em Aa de 0,77 a 35ºC (PITT; HOCKING, 1997). ABARCA et al., (2001) 

relataram a ocorrência de cepas ocratoxígenas numa incidência que variou de 1,7 a 18,5% dos 

isolados de A.niger.      

Aspergillus ochraceus Wilhelm, pertence ao subgênero Circundatti  é freqüentemente 

isolado de solo cultivado, de vegetais e de sua rizosfera, de grãos armazenados, e de uma 

ampla variedade de alimentos e rações animais (DOMSCH et al., 1980; PITT; HOCKING, 

1985; ROSA, 2002). 

Seu crescimento ocorre entre 8 e 37º C, com um ótimo a 24 – 31ºC . A (Aa) água 

mínima para crescimento é de 0,77 a 25 ºC, com um ótimo a 0,95 – 0,99 (PITT; HOCKING, 

1997). 

Aspergillus parasiticus Speare, de acordo com KLICH e PITT (1988), pertence ao 

subgênero Circundatti, seção Flavi. É uma espécie subtropical e tropical, considerada 

endêmica no amendoim, alimento a partir do qual é mais freqüentemente isolado (PITT; 

HOCKING, 1997). 

O crescimento de A. parasiticus tem sido reportado numa fixa de 12 – 42ºC, com um 

ótimo a 32 ºC. A (Aa) mínima para o crescimento é 0,82 a 25ºC, 0,81 a 30ºC e 0,80 a 37ºC, 
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similar ao A. flavus cresce em pH de 2,4 A 10,5 a 25ºC, 30 ºC e 37ºC, mas não cresce a 25ºC 

em pH de 2,2. O crescimento ótimo ocorre entre pH 3, 5-8 (PITT; HOCKING,1997).  

2.2  Micotoxinas 

           As micotoxinas constituem-se em um grupo de metabólitos secundários sintetizados 

na fase exponencial por espécies de fungos filamentosos que contaminam freqüentemente 

produtos agrícolas (SANTURIO et al., 1988). Estes metabólitos são tóxicos para humanos e 

animais, podendo desenvolver atividade mutagênica, carcinogênica e teratogênica.  

             Estas substâncias com freqüência afetam cereais e sementes oleaginosas durante a 

colheita, armazenamento e industrialização (EPPLEY, 1968) causando reduções significativas 

no rendimento da colheita e conseqüentemente perdas econômicas. Sua presença em produtos 

alimentícios depende do crescimento de espécies fúngicas específicas e de fatores como 

umidade e temperatura. 

               As micotoxinas mais estudadas dentre as sintetizadas por espécies pertencentes ao 

gênero Aspergillus, são as aflatoxinas (AFL) e a ocratoxina A (OTA). Na produção desta 

última, tem destaque o A. ochraceus, que é o principal produtor em climas tropicais úmidos 

(PITT; HOCKING, 1997; MANTLE; CHOW, 2000). Entretanto, tem sido estabelecida a 

produção de OTA por diferentes espécies de seção Nigri, tais como o A.niger e o 

A.carbonarius (ABARCA et al., 2001; DALCERO et al., 2002; ROSA et al., 2002). 

 Quanto aflatoxinas a literatura cita o A. flavus e o A.parasiticus como principais 

produtores desse metabólitos. São relatados 4 tipos de aflatoxinas: B1, B2, G1 e G2, sendo o 

A. flavus geralmente produtor de aflatoxinas B1 e B2 e o A. parasiticus com freqüência 

produzindo B1, B2, G1 e G2 (DAVIS ; DIENER, 1983).   

            A (AFL)B1 é a mais encontrada e também a mais tóxica. Provoca profundas 

alterações orgânicas traduzidas por hemorragias através da inibição dos fatores II e VII da 

coagulação sanguínea e lesões no hepatócito; a ingestão de baixas quantidades por longo 

período determina baixa conversão alimentar nos animais, imunodepressão e câncer hepático. 

Os rebanhos que consomem grãos contaminados são os mais afetados, principalmente aves e 

suínos.(SABINO et al, 1988; OMS, 1983).   

           As principais linhagens fúngicas que produzem AFL, necessitam de determinadas 

condições para o seu desenvolvimento, como umidade relativa do ar entre 80 e 90% e 

temperatura ambiental superior a 20ºC (PREGNOLATTO; SABINO, 1969; RIBEIRO NETO, 

1980). Sendo o Brasil um país de clima tropical, apresenta condições favoráveis para o  

desenvolvimento destas micotoxinas.           
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          Durante o seu crescimento, estocagem e processamento, os cereais podem ser invadidos 

pelos fungos aflatoxigenos. Dessa forma, milho, amendoim centeio, sorgo, cevada, feijão, 

arroz e rações tornam-se excelentes substratos para o seu desenvolvimento.(HERRY;  

LEMETAYER, 1992; WOOD, 1992; WOOD ; POHLAND, 1992)         

            A Ocratoxina A provoca lesões extensas nos túbulos renais, especialmente em suínos 

impedindo a reabsorção de água pelo organismo (WHO, 1979; MERWE et al., 1965).O risco 

para humanos é difícil de assegurar e determinar, mas como a carne de porco é uma parte 

importante da dieta da população rural – usualmente comem a carne de porco não 

inspecionado -, o risco certamente existe, tanto que a porcentagem de morte por falência renal 

é alta em algumas áreas rurais e se questiona a possibilidade da suposta causa ser a OTA A 

(PITT, 1987).  

             A OTA já foi detectada em soro sangüíneo humano (ZIMMERLI; DICK, 1995; 

UENO et al ., 1998) e em leite de mulheres (MIRAGLIA et al., 1998). Sua ingestão ocorre 

principalmente por alimentos vegetais como milho, café, cevada e seus derivados 

(micotoxicose primária) e através de resíduos e metabólitos presentes em alimentos de origem 

animal, como carne e patês (micotoxicose secundária). 

             BACON et al. (1973) analisando a produção de OTA por A. ochraceus em rações 

para aves, encontraram como melhor neste substrato o uso de Aa 0.95 com temperatura de 

incubação de 30 ºC. RAMOS et al. (1998) obtiveram maior produção de OTA utilizando 

temperatura de 30ºC em grãos de cevada com Aa 0,98.                  

2.3 Plantas antifúngicas 

               Recorrer às virtudes curativas de alguns vegetais é uma das primeiras manifestações 

do homem, marcando um antigo desejo de compreender e utilizar a natureza como recurso 

terapêutico, nas doenças que afligem o corpo e a alma (ALZUGARY; ALZUGARY, 1983). 

                O conhecimento histórico do uso de plantas medicinais nos mostra ao longo da 

história da humanidade que pela própria necessidade humana, as plantas foram os primeiros 

recursos terapêuticos utilizados (ALMEIDA, 1993). Há registros médicos que comprovam 

que os chineses já utilizavam as plantas medicinais desde 3700 a.C e acreditavam que havia 

uma planta apropriada para o tratamento de cada doença (COWAN, 1999; DE SOUZA et al., 

2003; NIERO et al., 2003).Entretanto, a pesquisa sistemática, tendo em vista o isolamento dos 

princípios ativos vegetais, iniciou-se no século XIX, quando o farmacêutico alemão Fridiech 

Wilheim Setürner procurava no ópio, a substância responsável por sua ação hipnótica (SIANI, 

2003).  



8

               As plantas produzem dois tipos distintos de metabólitos. Os metabólitos primários, 

são encontrados em todos os sistemas vivos e são essenciais ao crescimento e a vida da 

própria planta, como por exemplo os aminoácidos, monossacarídeos, ácidos carboxílicos, etc. 

Os metabólitos secundários são produtos de metabolismo específico, e são resultantes de 

processos adaptativos. A produção de determinados metabólitos secundários pode ser 

característica restrita de certas plantas e são caracterizados por uma enorme diversidade 

química. Hoje, sabe-se que as referidas substâncias, são de importância relevante nos 

mecanismos de defesa das plantas contra seus predadores (BRUNETON, 1995; BASILE et 

al., 2000; DUFFY; POWER, 2001; LIMA, 2001; NIERO et al., 2003). 

 Os metabólitos secundários são constituídos por uma variedade de substâncias 

bioativas, e nos dias atuais o interesse científico por essas substâncias tem aumentado devido 

a busca por novos medicamentos oriundos de plantas (BASILE et al., 1999; SATO et al , 

2002; PAIVA et al., 2003).    

Dentre os metabólitos secundários estão os compostos fenólicos que desempenham 

importante papel na resistência das plantas ao ataque de fungos (AGRIOS, 1988).Entre os 

compostos fenólicos destacam-se os flavonóides e os taninos (ZUANAZZI, 2002). 

Segundo Carvalho et al., (2000) a utilização de extratos de plantas com propriedades 

antifúngicas se constitui numa alternativa ecológica promissora para substituir a proteção 

tradicional promovida pela aplicação de fungicidas, podendo, ainda, ser associada às demais 

práticas de manejo integrado de doenças, contribuindo para atender á crescente demanda 

nacional e internacional por produtos orgânicos.      

           

2.3.1 Nome cientifico: Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. 

a) Família: GRAMINEAE (POACEAE) 

b) Nomes populares: capim-cheiroso, erva-cidreira, capim-cidreira, capim-limão, 

capim-santo, capim-de-cheiro, capim-marinho, capim-cidró, chá-de-estrada,cidró, citronela-

de-java, capim-cidrilho, patchuli, capim-catinga, capim-ciri, grama-cidreira, capim-cidrilho, 

capim-citronela.

c) Sinonímia :Andropogon schonanthus L., Andropogon citratus DC. ex Nees, 

Andropogon citratus DC., Andropogon ceriferus Hack ., Andropogon citriodorum hort. ex 

Desf ., Andropogon nardus subsp. ceriferus (Hack.) Hack., Andropogon roxburghii Ness ex 

Steud., Andropogon densiflorus Steud., Cymbopogon nardus subvar. citratus(DC.) Roberty, 

Cymbopogon densiflorus( Steud.)Stapf. 
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d) Características gerais: erva cespitosa quase acaule, com folhas longas, estreitas e 

aromáticas e, quando recentemente amassadas têm forte cheiro de limão. Flores raras e 

estéreis em nossas condições. Muito cultivada em quase todos os países tropicais inclusive no 

Brasil, tanto para fins industriais como em hortas caseiras para uso em medicina tradicional. 

Para novo plantio os perfilhos devem ser retirados em grupos de 3, uma vez por ano, e 

replantados com espaçamento de 50 x 80 cm. Permite até 4 cortes por ano (MATOS,2000)  

O Cymbopogon citratus tem sido largamente difundido de norte a sul do país na forma 

de um chá de aroma e sabor agradáveis e de ação calmante e espasmolítica suaves; contendo 

um pouco menos que 0,5% de óleo essencial (CRAVEIRO et al., 1981), com atividade 

antimicrobiana (GRUENWALD, 2000). 

 O óleo essencial do C.citratus é formado principalmente por citral, ao qual se atribui a 

.atividade calmante e espasmolítica (MATOS,2000). Um outro componente presente no óleo 

essencial de C.citratus porém em menor quantidade e o mirceno. A este ultimo atribui-se ação 

analgésica (SOUSA et al., 1991; ROBINEAU, 1995; MATOS, 2000). 

 O seu chá deve ser do tipo abafado e preparado de preferência com folhas frescas, que 

têm um sabor mais agradável; é empregado para alívio de pequenas crises de cólicas uterinas 

e intestinais, bem como no tratamento do nervosismo e estados de intranqüilidade, 

farmacologicamente comprovados. Ambas as preparações, chá e refresco, podem ser bebidos 

a vontade, pois são completamente desprovidos de qualquer ação tóxica, mesmo quando 

tomado muitas vezes no mesmo dia (MATOS, 2000). Recomenda-se, porém cuidado para 

evitar a presença de microfragmentos da folha no chá, os quais poderiam causar pequenas 

lesões nas mucosas que revestem o aparelho digestivo, da boca aos intestinos (ROBINEAU, 

1995). 

A atividade antimicrobiana do C. citratus é citada na literatura (ONAWUNMI et 

al.,1984; SIMÕES et al., 1986; MENENDÉ, 1993; MAHMOUD, 1994) sugerindo que o 

citral é o principal responsável por esta atividade (ONAWUNMI et al., 1984). O citral é um 

óleo volátil basicamente constituído de aldeídos monoterpenóides acíclicos o alfa-citral e o 

beta-citral (70 a 85%v/v) que em conjunto é unicamente denominado de citral.(CARLINI et 

al., 1985; FERREIRA,1989) Estudos realizados por Kishore et al., 1993; Lima et al., 1993 

demonstraram atividade antifúngica do óleo em sua condição de volátil frente a diferentes 

espécies de dermatófitos, dos gêneros Trichophyton e Microsporum.       
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2.3.2 Nome científico:  Peumus boldus (Molina) Lyons 

a) Família: MONIMIÁCEA 

b) Nomes populares: Boldo- do Chile, boldo, boldo-verdadeiro            

c) Sinonímia: Peumus boldus (Molina) Lyons    

d) Características gerais: Árvores pequenas, dióicas, de folhagens permanentes, 

originárias das regiões montanhosas do Chile. No Brasil é encontrado somente no comércio. 

Suas folhas são opostas, coriáceas, inteiras, ovais ou oval-elíptica, medindo de 3 a 6 cm de 

comprimento por 2 a 4 cm de largura, margens levemente enroladas para o lado da face dorsal 

e limbo de cor cinza-esverdeado. A face ventral possui pequenas protuberâncias mais escuras 

dotadas de pêlos no centro, tornando-as ásperas ao tato (SOUZA et al., 1991; SILVA, 1997). 

Suas folhas possuem alcalóides derivados principalmente do núcleo da aporfina. Entre 

os alcalóides isolados ocorrem boldina, iso-coridina, nor-isocoridina, laurotetanina e outros. 

Contém, ainda taninóides dentre eles o boldosídio e peumosídio. As folhas fornecem ainda 

óleo essencial ascaridol, linalol (SOUZA et al., 1991; SILVA, 1997). 

As folhas são usadas popularmente no tratamento de problemas hepáticos 

apresentando também ações estomáticas, sedativas e anti-helmíntica (SOUZA, et al., 1991; 

SILVA, 1997) . 

O boldo é usado como fonte de boldina e matéria-prima de preparações farmacêuticas, 

tinturas, extrato fluido e vinho. É muito comum seu uso em forma de chás caseiros. Atividade 

biológica da boldina é descrita como colagogo, que produz um aumento gradual do fluxo da 

bile em animais de laboratórios. Em dose moderada é excitante das funções 

digestivas.(SOUZA, et al .,1991 ;SILVA,1997).  

O óleo essencial de P.boldus apresentou atividade antibacteriana sobre Escherichia

coli, Neiseria gonorrhea, Pseudomonas.aeruginosa, Staphylococcus.aureus e antimicotica 

sobre Candida.albicans, Bacillus.cereus, Fusarium oxysporum, Rhizopus nigracans, 

Aspergillus.niger e Trichophyton.mentagrophytes .Estas atividades podem estar relacionadas 

aos ésteres boldino, ascasridiol presentes na sua composição química(GUERIN; REVEIL-

LERE, 1984) 

Quando testado por Lima e Farias (1999), o óleo essencial de P.boldus foi ativo sobre 

espécies de Candida sp. SÁ et al. (1995,1996) testaram o óleo essencial de P.boldus sobre 

várias espécies de microorganismo e o mesmo só foi ativo sobre Staphylococcus.aureus e 

N.gonohrea.        
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2.3.3 Schinus terebinthifolia

a) Família: Anacardiaceae 

b) Nomes populares: aguaraíba, aroeira, aroeira-branca, aroeira-da-praia, aroeira-do-

brejo, aroeira-do-campo, aroeira-do-paraná, aroeira-mansa,  aroeira-negra, aroeira-pimenteira, 

aroeira-precoce, aroeira-vermelha, bálsamo, cabuí, cambuí, coração-de-bugre, corneíba, fruto-

de-raposa, fruto-do sabiá 

c) Sinonímia:Sacortheca bahiensis Turez., Schinus mucronulata  Mart., Schinus 

antiarthritica Mart.ex March., Schinus weimanniifolius Mart., Schinus weinmanniifolia Mart. 

var. pauciflora Engl., Schinus aroeira Vell., Schinus rhoifolia Mart., Schinus riedeliana

Engl., Schinus intermedia Chodat & Hassl., Schinus angustifolia( Chodat. & Hassl.) Barkl., 

Schinus dubua Barkl., Schinus hassleri Barkl., Schinus chichita Speg.,Schinus terebinthifolia

Raddi var. aroeira ( Vell. ) March., Schinus acutifolia Engl., Schinus raddiana Engl., Schinus 

lentiscifolia March. var. crenulata March., Schinus mellisii Engl ., Schinus molle var. hassleri

Back. 

d) Características gerais: árvore mediana com 5-10m de altura, perenifólia, dióica, de 

copa larga e tronca com 30-60 cm de diâmetro, revestido de casca grossa. Folhas compostas 

imparipinadas, com 3 a 10 pares de folíolos aromáticos, medindo de 3 a 5 cm de comprimento 

por 2 a 3 cm de largura. Flores masculinas e femininas muito pequenas, dispostas em 

panículas piramidais. Fruto do tipo drupa, globóide, com cerca de 5 cm de diâmetro, 

aromático e adocicado, brilhante e de cor vermelha, conferindo as plantas, na época da 

frutificação, um aspecto festivo. Ocorre ao longo da Mata Atlântica desde o Rio Grande do 

Norte até o Rio Grande do Sul. Pode ser cultivada a partir de sementes ou por estaquia 

(LORENZI,1992; BRAGA,1960) 

Fornecem madeira para moirões, lenha e carvão. É amplamente cultivada na 

arborização de ruas e praças. A literatura etnobotânica cita o uso das cascas, com base na 

tradição popular, na forma de cozimento (decocto), especialmente pelas mulheres, durante 

vários dias, em banhos de assento após o parto como antiinflamatório e cicatrizante, ou como 

medicação caseira para o tratamento de doenças do sistema respiratório, bem como nos casos 

de hemoptise e hemorragia uterina. As folhas e frutos são adicionados a água de lavagem de 

feridas e úlceras, embora a eficácia  destas preparações não tenham sido, ainda, comprovadas 

científicamente (BRAGA,1960 ;LORENZI,1992; GRUENWALD,2000). 

Os resultados de sua análise fitoquímica registram a presença de alto teor de tanino, 

biflavonóides e ácidos triterpênicos nas cascas  de até 5% de óleo essencial formado por mono 



12

e sequiterpenos nos frutos e nas folhas. Em todas as partes da planta foi identificada a 

presença de pequena quantidade de alquil-fenois, substâncias causadoras de dermatite alérgica 

em pessoas sensíveis (GRUENWALD,2000) 

Os resultados dos ensaios farmacológicos registraram a existência nesta planta de 

propriedades antiinflamatória , cicatrizantes e antimicrobiana para fungos e bactérias 

incluindo nesta ação Monilia, Staphylococcus e Psedomonas. Um ensaio clínico feito com 

extrato aquoso das cascas na concentração de 10% aplicado na forma de compressas 

intravaginais em 100 mulheres portadoras de cervicite e cervicovaginites promoveu 100% de 

cura num período de uma a três semanas de tratamento (BANDEIRA,1974).  

Com base no uso tradicional desta planta e nos resultados de estudos químicos 

farmacológicos e clínico, as preparações feitas com suas cascas podem ser usadas no 

tratamento tópico de ferimentos na pele ou, especialmente, nas mucosas em geral, infectados 

ou não, nos casos de cervicite (ferida no colo do útero) e de hemorróidas inflamadas, bem 

como nas inflamações das gengivas e da garganta na forma de gargarejos, bochechos e 

compressas.(MATOS, 2002).  

Carlson et al (1998) estudaram a possível sensibilidade de S.aureus, E. coli, Sarcina 

lutea e Mycobacterium phlei frente a diversos tipos de extratos de espécies a família 

Anacardiaceae . 

O extrato aquoso de S.terebinthifolius mostrou atividade inibitória do crescimento de 

Trichophyton rubrum, Microsporum canis, Epidermophyton flocosum e C.albicans, resultados 

estes respaldados pela literatura que evindecia o poder antimicrobiano de espécies 

pertencentes á família Anacardiaceae, como mostra pesquisa realizada por IEVEN et 

al,.(1979).  

                                                                                           

2.4 Antifúngico  

Com o aumento das infecções fúngicas, aumenta também a necessidade de novos 

agentes antifúngicos. Os antifúngicos existentes no mercado possuem limitações terapêuticas, 

principalmente quando se levam em consideração os efeitos colaterais como o 

nefropatoxicidade e a hepatoxicidade. Como exemplo de antifúngicos que apresentam esses 

efeitos tóxicos temos a anfotericina B, e o cetoconazol, entre outros. Além disso, podem ser 

fungistáticos e não fungicidas (azóis) ou podem desenvolver resistências (TAVARES, 1999; 

ZACCHINO et al., 2003). 

De acordo com Polak (1999), o fármaco ideal para cura de infecções antifúngicas 

ainda não foi descoberto. Os fármacos utilizados nas infecções fúngicas podem ser tóxicos 
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não apenas para as células fúngicas, mas também para as células do hospedeiro. Essa ação 

tóxica é devida a semelhança entre a célula fúngica e a célula humana. Numerosos  agentes 

que inibem processos vitais da célula fúngica são conhecidos, mas devido a sua toxicidade 

para o homem não podem ser empregados como medicamento. 

Segundo Selitrennikoff (1992), os novos agentes antifúngicos devem inibir processos 

moleculares que estão ausentes, ou que sejam suficientemente diferentes no hospedeiro. 

Fungos e humanos são ambos eucarióticos e as extensivas diferenças entre suas células ainda 

estão sendo exploradas para o desenvolvimento de novos agentes antifúngicos (ZACCHINO, 

et al.,  2003).    

A lista de substâncias químicas com ação antifúngica é bastante extensa, mas ainda 

muito restrita ao ser comparada com o número de drogas bacterianas disponíveis.  (LACAZ; 

NEGRO, 1991; ALVES et al. 1999). 

As drogas antifúngicas exercem ações fungistáticas ou fungicidas, direta ou 

indiretamente. Os antifúngicos têm características especiais quanto ao mecanismo de ação, via 

de administração, ação em micoses superficiais e, ou sistêmicas, podendo ser classificados 

com base no sítio-alvo e estrutura química, sendo que estes atuam em sua maioria na 

membrana celular (azóis, anfotericina e nistatina), excetuando-se a fluocitosina e a 

griseofulvina, que atuam na síntese do acido nucléico (LACAZ; NEGRO, 1991). 

O cetoconazol é indicado em uso tópico ou por via oral, tendo amplo potencial 

terapêutico para o tratamento de infecções micóticas superficiais e sistêmicas. A distribuição 

do cetoconazol é limitada e sua penetração no líquido cefalorraquidiano é mínima. A resposta 

ao tratamento oral é relativamente lenta, sendo menos útil em infecções graves e agudas. 

(SANDE;MANDELL,1987;LACAZ; NEGRO, 1991; RICHARDSON ; WARNOCK,1993).          
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3.MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Local 

As avaliações das atividades antifúngicas dos extratos aquosos das plantas 

selecionadas foram realizadas no Laboratório de Atividade Antifúngicas (LAAF), pertencente 

ao Núcleo de Pesquisas Micológicas e Micotoxológicas Luiz Celso Hygino da Cruz  (LCHC), 

do Departamento de Microbiologia e Imunológica Veterinária do Instituto de Veterinária  da 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Localizado no prédio do Projeto de Sanidade 

Animal.   

3.2 Espécies Fúngicas de Referência 

           As espécies fúngicas de referência foram cedidas pelo Departamento de Biologia 

CCDB FIOCRUZ originalmente obtidas da American Type Culture Collection (ATCC), 

Maryland – USA,Agricultural Utilization Research – USA (NCAUR) e da Universidade 

Federal de Pernambuco (UFPE) – Brasil. (Tabela 1).         

  

Tabela 1 . Espécies fúngicas de referência utilizadas e seus respectivos registros originais 

       

     Espécies Ref.CCDB 

Aspergillus. carbonarius UFPE nº 1546. Catálogo URM 3ªed ., 1996 

Aspergillus. flavus NRRL 5520 

Aspergillus.niger ATCC 1004 

Aspergillus.parasiticus NRRL 2999 

Aspergillus.ochraceus NRRL 3174 
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3.3 Manutenção da Coleção Fúngica 

As cepas chegaram ao LAAF com identificação própria adotada pelo Departamento de 

Microbiologia e Imunológica Veterinária da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro –

UFRRJ (tabela 2) e, foram mantidas em meio Agar Sabouraund glicosado a 2% (ASG 2%) 

(Anexo A), a temperatura de 25ºC e repicadas trimestralmente, até que fossem iniciados os 

testes de atividade antifúngica e sensibilidade ao antifúngico comercial Cetoconazol - 

segundo as técnicas e formulações descritas por Pitt;Hocking (1997). Quando os testes se 

iniciaram, as cepas passaram a ser repicadas de sete em sete dias. Todos os testes foram 

realizados com cultivos de sete dias   

Tabela 2 . Espécies fúngicas de referência utilizadas e seus respectivos registros no 

Laboratório de Atividade Antifúngicas – LAAF 

                                                            

Espécies Cepas 

Aspergillus carbonarius 437 

Aspergillus flavus 335 

Aspergillus niger 434 

Aspergillus ochraceus 435 

Aspergillus parasiticus 336 

3.4 Contagem de conídios 

Uma fração de cada cepa com o cultivo de sete dias era retirada com o auxílio de alça 

de platina e adicionada a tubos de ensaio contendo 15 mL de água destilada estéril. Cada tubo 

passava por um processo de homogeneização manual por agitação, a fim de desprender os 

propágulos, e deste era retirada uma gota do inóculo e levada para Câmara de Newbauer 

(hemocitômetro) – 0,100mm/0,0025mm²- Hirschmann Techcolor, procedendo-se a contagem 

de células (Anexo B) , com auxilio de Microscópio Binocular – Wild – (Heerbrugg),( 

Loureiro e Monteiro,2004) 
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3.5 Material Botânico 

        O material botânico utilizado nos testes antifúngicos foi obtido de duas formas: folhas de 

C. citratus foram coletadas no Município do Rio de Janeiro, Estado do Rio de Janeiro, em 

propriedade particular, sendo a exsicata identificada e depositada no Herbário do 

Departamento de Botânica da com o respectivo registro: RBR30123; P. boldus e S. 

terebinhtifolia foram adquiridas junto a YOD, fornecedora dos produtos para manipulação 

farmacêutica, na forma pulverizada cujas informações estão discriminadas nos respectivos 

certificados de análises (Anexo D). 

3.6 Obtenção dos extratos 

Folhas secas de C. citratus foram pesadas em Balança de Precisão Digital – Sartorius 

até atingirem um peso de 10 g. Posteriormente foram reduzidas em pequenos pedaços, e 

adicionadas em 200 mL de água destilada em início de fervura (95ºC). A infusão ao chegar à 

temperatura ambiente foi filtrada em gaze e papel de filtro (Whatman nº 1), obtendo-se o 

extrato bruto aquoso a 10% . Os extratos foram submetidos a diluições em água destilada 

estéril, para obtenção de  concentrações de 5, 2,5 e 1,25%, e esterilizados por membrana 

filtrante Milipore de porosidade 0,22mm, acoplada em suporte de membrana de aço inox, em 

Ultravioleta – Câmara de Segurança Biológica . 

A mesma técnica relatada anteriormente foi utilizada em relação ao material 

pulverizado correspondente á P. boldus e S. terebinhtifolia. 

Figura 1. Cymbopogon citratus  

Fonte: IAC (www.iac.sp.gov.br/PAM/Especies/CapimLimao.htm) 
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Figura 2. Schinus terebinthifolia

Fonte: BFNS (www.bfns.org.au/index.php?c+4&w=34) 

Figura 3. Peumus boldus 

Fonte: UNIGRAZ (www.uni-graz.at/~katzer/pictures/peum_03.jpg) 

3.6.1 Verificação do pH dos extratos  

Uma vez que o pH ácido ou alcalino do extrato poderia causar a inibição ou retardo do 

crescimento fúngico, foi verificado o pH dos mesmos. 

 Amostras das diferentes concentrações dos extratos foram imediatamente transferida 

para um becker e procedeu-se a avaliação do pH utilizando-se o papel Tornasol ( pHgametro 

da marca Merck®). 
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3.7 Testes de Atividade Antifúngica 

A atividade antifúngica foi verificada utilizando o método da concentração inibitória 

mínima (MIC) em agar, com a técnica de  diluições em placa (Pour – Plate), (HORNER et al., 

2004; USP-24-NF 19, 2000; APHA, 1998; NABET et al ., 1997; ICMSF, 1978; 

THATCHER;  CLARCK, 1973), com modificações, sendo realizadas diluições dos extratos, 

partindo de uma solução 5% padronizado pela National Committee for Clinical Laboratory 

Standards (NCCLS).. De cada diluição dos extratos retirou-se 1ml que foi colocado em placa 

de Petri descartável estéril. Em seguida, foi adicionado as placas 1mL de cada suspensão dos 

inóculos. Por último, tubos contendo 8 mL do meio Agar Sabouraund Glicosado a 2% 

(ASG2%) da marca Vetec ® - adquiridos comercialmente – (Anexo A), eram vertidos nas 

placas de Petri; estas passavam por processo de movimentos na forma de oito e após repouso 

e total solidificação,  levadas a incubar em Estufa BOD Luferco, ajustada para temperatura de 

36ºC. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados obtidos após leituras de 24, 48 e 

168 horas. Para cada bateria, foi realizados o teste controle contendo meio e extrato, em 

duplicata e, meio e fungo, conforme protocolo em anexo (Anexo C).  Todo o procedimento 

foi realizado em UV – Câmara de Segurança Biológica – PA – 115 .                     

        

3.8 Obtenção dos Antifúngicos 

Os princípios ativos do Cetoconazol utilizado, estavam sob a forma de pó 

(NCCLS,1992). O cetoconazol foi adquirido comercialmente junto a farmacêutica Dra.Alda 

Maria Magalhães D, Almeida Silva, CRF5563, sendo fornecido o laudo de garantia e controle 

de qualidade de cada um deles ( Anexos C)   

3.9 Preparo do Antifúngico 

O solvente eleito para a preparação da solução de Cetoconazol  foi o dimetil-sulfóxido 

(DMSO) (WARNOCK, 1989; NCCLS, 1992).Procedeu-se a pesagem de 0,029g do princípio 

ativo, em Balança de Precisão Digital Mettler PE 360 (NCCLS,1992)e em seguida à 

solubilização da droga, obtendo-se a concentração final de 1933,18 µg/mL, respeitando  a 

concentração mínima de 1280 µg/mL como recomendado no NCCLS (1992). O teste de 

sensibilidade foi  iniciado imediatamente após a solubilização completa do antifúngico de 

acordo com Warnock, (1989). Todo o procedimento foi realizado em Ultravioleta _ Câmara de 

Segurança Biológica _ PA_115 . 
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3.10 Testes de Controle com Antifúngico 

Foi adicionada em placa de Petri descartável estéril 1mL da solução do  antifúngico. 

Em seguida foi adicionado 1mL da suspensão dos inóculos. Por ultimo, foi vertido  8 mL do 

meio Agar Sabouraund Glicosado a 2% (ASG2%) . As placas passaram por um processo de 

homogeneização  com movimentos em forma de oito e após repouso e total solidificação, 

foram levadas a incubar em Estufa BOD , ajustada para  temperatura de 36ºC. Os testes foram 

realizados em duplicata e os resultados obtidos após leituras de 24, 48 e 168 horas. Para cada 

bateria, foi realizado um controle com duas placas contendo cada uma , 1mL da suspensão do 

inóculo  e o solvente DMSO. Em toda a bateria foi realizado controle com placas contendo 

apenas meio de ASG 2% puro.Todo o procedimento foi realizado em ultravioleta – Câmara de 

Segurança. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Contagem de conídios 

Tabela 3. Número médio de conídios/mL das espécies de Aspergillus nos diferentes testes

Espécie conídios/mL 
Aspergillus flavus 152 
Aspergillu. Ohraceus 147 
Aspergillu. Niger 161 
Aspergillus parasiticus 152 
Aspergillus. Carbonarius 136 

4.2 Valores de pH Obtidos nos Extratos  

          A tabela 3 mostra os valores de pH obtidos para os extratos  nas diversas concentrações 

utilizadas nos experimentos. Observa-se, que independentemente da concentração, e comum 

de se esperar o pH  entre 5,5 e 6. 

Tabela 4. Valores de pH dos extratos Cymbopogon citratus, Peumus boldus e Schinus 

terebinthifolia nas concentrações de 5,  2,5 e 1,25%

           pH nas diferentes   concentrações 

          Extratos 

5% 2,5% 1,25%

Cymbopogon citratus                             5,5 5,5 5,5 

Peumus boldus 6 6 6 

Schinus terebinthifolia 6 6 6 
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4.3 Avaliação do Teste de Atividade Antifúngica para o Extrato de  Cymbopogon citratus

  Ao final da leitura (168h), todas as placas se mostraram positivas em todas as 

concentrações .As placas contendo A.flavus e extrato mostraram-se negativas em 24 h para 

todas as concentrações (Tabela 4).Na leitura de 48h apresentou-se negativo somente na 

concentração de 5%(Tabela 5). 

Não houve inibição do crescimento em nenhuma das placas contendo A.niger, 

A.ochraceus  A.carbonarius, A.parasiticus e o extrato de C.citratus nas concentrações de 5%, 

2,5%, 1,25%, nas leituras de 24, 48 (Tabelas 5 a 8).Ao final da leitura (168h), todas as placas 

se mostraram positivas (Tabelas 4 a 8).    

4.4 Avaliação do Teste de Atividade Antifúngica  para o Extrato de Peumus boldus  

As placas contendo A.parasiticus e extrato a uma concentração de 1,25% foram às 

únicas que não apresentaram crescimento em 24 horas, leitura negativa (Tabela 8). A. flavus, 

A.carbonarius, A.niger e A.ochraceus mostraram leitura positiva nas duas primeiras leituras 

(24 e 48 h) independente das concentrações (Tabelas 4,5,6 e 7). Ao final da leitura(168h), 

todas as placas apresentaram crescimento, leitura positiva(Tabelas 4 a 8)      

4.5 Avaliação do Teste de Atividade Antifúngica para o Extrato de Schinus

terebinthifolia

A.flavus e  A.niger, apresentaram-se positivos em todas as concentrações e em todas as 

horas (24,48,168h) em que as leituras foram realizadas, com crescimento total nas placas. 

Aspergillus parasiticus , apresentou negatividade para as duas primeiras leituras (24 e 48 

h).As placas contendo A.carbonarius e extrato com as concentrações de 2,5 e 5% 

apresentaram-se negativas na leitura de 24 h.Ao final da leitura (168h) todas as placas se 

mostraram positivas.         
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Tabela 5. Leitura dos testes de atividade antifúngica após incubação de 24, 48, 168h a 

36ºC dos para os extratos de C. citratus, P. boldus e S. terebinthifolia com A. flavus

Aspergillus flavus 

24 h 
Concentrações Extratos 

1,25% 2,5% 5% Meio Meio e 
fungo 

Meio e 
extrato 

C. citratus - - - - + - 

P. boldus + + + - + - 

S .terebinthifolia + + + - + - 

48 h 
Concentrações Extratos 

1,25% 2,5% 5% Meio Meio e 
fungo 

Meio e 
extrato 

C. citratus + + - - + - 

P. boldus + + + - + - 

S. terebinthifolia + + + - + - 

168 h 
Concentrações Extratos 
1,25% 2,5% 5% Meio Meio e 

fungo 
Meio e 
extrato 

C. citratus + + + - + - 

P. boldus + + + - + - 

S. terebinthifolia + + + - + - 

(+) houve crescimento 
(-) não houve crescimento 
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Tabela 6. Leitura dos testes de atividade antifúngica após incubação de 24, 48, 168 h a 
36 ºC dos extratos de C . citratus, P. boldus, S. terebinthifolia com A. ochraceus

Aspergillus ochraceus 

24 h 
Concentrações Extratos 

1,25% 2,5% 5% Meio Meio e 
fungo 

Meio e 
extrato 

C. citratus + + + - + - 

P. boldus + + + - + - 

S. terebinthifolia + + + - + - 

48 h 
Concentrações Extratos 

1,25% 2,5% 5% Meio Meio e 
fungo 

Meio e 
extrato 

C. citratus + + + - + - 

P. boldus + + + - + - 

S. terebinthifolia + + + - + - 

168 h 
Concentrações Extratos 

1,25% 2,5% 5% Meio Meio e 
fungo 

Meio e 
extrato 

C. citratus + + + - + - 

P. boldus + + + - + - 

S. terebinthifolia + + + - + - 

(+) houve crescimento 
(-) não houve crescimento 
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Tabela 7. Leitura dos testes de atividade antifúngica após incubação 24, 48, 168h, a 36ºC 
dos   extratos de C.citratus, P.boldus e S.terebinthifolius com A.carbonarius

Aspergillus carbonarius 

24 h 
Concentrações Extratos 

1,25% 2,5% 5% Meio Meio e 
fungo 

Meio e 
extrato 

C. citratus + + + - + - 

P. boldus + + + - + - 

S. terebinthifolia + - - - + - 

48 h 
Concentrações Extratos 

1,25% 2,5% 5% Meio Meio e 
fungo 

Meio e 
extrato 

C. citratus + + + - + - 

P. boldus + + + - + - 

S. terebinthifolia + + + - + - 

168 h 
Concentrações Extratos 

1,25% 2,5% 5% Meio Meio e 
fungo 

Meio e 
extrato 

C. citratus + + + - + - 

P. boldus + + + - + - 

S. terebinthifolia + + + - + - 

(+) houve crescimento 
(-) não houve crescimento 
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Tabela 8. Leitura dos testes de atividade antifúngica após incubação 24, 48, 168h, a 36ºC 
dos extratos de C. citratus, P. boldus e S. terebinthifolia com A. niger

Aspergillus niger 

24 h 
Concentrações Extratos 

1,25% 2,5% 5% Meio Meio e 
fungo 

Meio e 
extrato 

C. citratus + + + - + - 

P. boldus + + + - + - 

S. terebinthifolia + + + - + - 

48 h 
Concentrações Extratos 

1,25% 2,5% 5% Meio Meio e 
fungo 

Meio e 
extrato 

C. citratus + + + - + - 

P. boldus + + + - + - 

S. terebinthifolia + + + - + - 

168 h 
Concentrações Extratos 

1,25% 2,5% 5% Meio Meio e 
fungo 

Meio e 
extrato 

C. citratus + + + - + - 

P. boldus + + + - + - 

S. terebinthifolia + + + - + - 

(+) houve crescimento 
(-) não houve crescimento 
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Tabela 9. Leitura dos testes de atividade antifúngica após incubação 24, 48, 168h, a 36ºC 
dos extratos de C. citratus, P. boldus e S .terebinthifolia com A. parasiticus

Aspergillus parasiticus 

24 h 
Concentrações Extratos 

1,25% 2,5% 5% Meio Meio e 
fungo 

Meio e 
extrato 

C. citratus + + + - + - 

P. boldus - + + - - - 

S. terebinthifolia - - - - - - 

48 h 
Concentrações Extratos 

1,25% 2,5% 5% Meio Meio e 
fungo 

Meio e 
extrato 

C. citratus + + + - + - 

P. boldus + + + - + - 

S. terebinthifolia + + + - + - 

168 h 
Concentrações Extratos 

1,25% 2,5% 5% Meio Meio e 
fungo 

Meio e 
extrato 

C. citratus + + + - + - 

P. boldus + + + - + - 

S. terebinthifolia + + + - + - 

(+) houve crescimento 
(-) não houve crescimento 
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4.6 Avaliação do Teste de Sensibilidade Antifúngica para o Cetoconazol 

Ao final da leitura (168 horas), todas as placas se mostraram negativas frente ao 

Cetoconazol, não havendo crescimento fúngico de nenhuma das cepas testadas. Os controles 

meio, fungo e DMSO mostraram-se ´positivos em todas as leituras (24,48 e 168 horas). O 

controle do meio foi negativo, não apresentando contaminação (Tabela 10) 

Tabela 10.  Avaliação do teste de sensibilidade antifúngica para Cetoconazol e controles 

Leitura Cetoconazol Meio+fungo+DMSO Meio 

24 h - + - 

48 h - + - 

168 h - + - 

(+) houve crescimento 
(-) não houve crescimento 
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5. DISCUSSÃO  

        Um número significativo de trabalhos já foram realizados para determinar a atividade 

antifúngica de C.citratus contra fungos do gênero Aspergillus, porém na sua maioria foi 

utilizado o seu óleo essencial, o que torna difícil a discussão e comparação com esta pesquisa 

. De acordo com Helal  et al. (sem data) o óleo essencial de C.citratus revelou-se como sendo 

um dos mais ativos contra A.flavus dentre os oito óleos essencias testados. Outros estudos 

realizados por Stangarlin; Pascholati (1997)  demonstraram que extratos de C.citratus testados 

“in vitro”  no desenvolvimento de fungos fitopatogênicos afetaram a germinação de esporos e 

o crescimento miceliano. 

           De acordo com Billerbeck et al.(2001) o A niger em contato com óleo essencial de 

C.citratus passa a apresentar alterações na hifa. Segundo Sikkenaet al.(1994) alterações na 

membrana plasmática de A.niger ocorre em presença de óleo essencial de C.citratus.   

            Cymbopogon citratus quando testados por Belém (1997), sobre fungos de 

armazenamento: A. flavus, A. niger e Penicillium spp apresentou atividade antifúngica 

satisfatória.         

           Em relação a atividade antimicrobiana de Schinus terebinthifolia vários trabalhos 

foram publicados grande parte desses trabalhos foram feitos com bactérias e leveduras. 

Malcolm et al.(1969) relataram atividade antifúngica contra espécies de Candida e 

Aspergillus.  Apesar da determinação da atividade antifúngica contra espécies de Aspergillus

estes trabalhos foram realizados com óleo essencial,dificultando a discussão e comparação 

com o presente trabalho. 

             Guerin; Reveil-Lere em 1984 avaliando o óleo essencial de P. boldus o mesmo 

mostrou-se ativo sobre A. niger. Estas atividades podem estar relacionadas aos ésteres boldino 

e ascaridiol presentes na sua composição química. Grande parte das pesquisas realizadas com 

P. boldus foi feita com uso de seu óleo essencial.   
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6. CONCLUSÕES 

O método de diluições em placa para testes e atividade antifúngica dos extratos de 

plantas e os testes de sensibilidade ao antifúngico utilizado neste trabalho, mostrou-se eficaz 

devido a sua praticidade, rapidez, sensibilidade e baixo custo.    

 O meio Agar Sabouraund Glicosado a 2% propiciou crescimento das cinco espécies 

do gênero Aspergillus e também a leitura adequada dos resultados dos testes de atividade 

antifúngica dos extratos de plantas e testes de sensibilidade ao antifúngico, sendo uma boa 

opção para a realização destes na rotina laboratorial.  

O solvente dimetil-sulfóxido (DMSO), foi capaz de solubilizar o antifúngico 

Cetoconazol; não interferindo no desenvolvimento das cinco espécies do gênero Aspergillus .    

 O extrato aquoso de Cymbopogon citratus mostrou -se ativo contra Aspergillus flavus

na concentração de 5% em 48 horas . No entanto, se faz necessária a realização de estudos em 

concentrações diferentes das testadas e na forma de obtenção dos extratos de Peumus boldus e

Schinus Terebinthifolia, para que se possa afirmar que eles não apresentam atividade 

antifúngica frente as cinco espécies do gênero Aspergillus aqui investigadas.    
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ANEXO A 

Agar Sabourand glicosado a 2%(ASG2%) 

 Peptona de caseína..........................................................5g 

 Peptona de carne..............................................................5g 

 Glicose.............................................................................20 g 

Agar-agar..........................................................................15g 

Água destilada....................................................................1000mL 

            Obs: Esterelize por autoclavação a 121°C por 15 minutos. Foi utilizado a marca 

MERCK®.                 
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                                              ANEXO B 

Protocolo para contagem de conídios dos testes de atividade antifúngica para os extratos 
vegetais e dos testes de sensibilidade aos antifungicos   

                     LABORATORIO DE ATIVIDADES ANTIFUNGICAS – LAAF 



50

                              PROTOCOLO PARA CONTAGEM DE CONÍDIOS 

DATA: 

ISOLADO: 

PLANTA:   

MÉDIA: 

N.° MÉDIO DE UFC/ML 

                                         Fórmulas para ajuste em 106 UFC/ML 

               N° médio de conídios em A x 1,0 x 104  = UFC/ML   
                           
                c’ = A/400 
                  
                N° médio de conídios em c’ x 4,0 x 106 =UFC/Ml    
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                                                       ANEXO C 

          Certificado de análise do antifúngico Cetoconazol fornecido pela farmacêutica 
responsável . 
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                                                   ANEXO D 

                        Dados Técnicos e Científicos das plantas 
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