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RESUMO 

A utilização da homeopatia na agricultura vem sendo cada vez mais consolidada 

como tecnologia social efetiva e sustentável na produção vegetal. Através de resultados 

significativos na disponibilidade de nutrientes, crescimento vegetal, aumento da 

resistência das plantas a fatores abióticos e no controle de pragas e doenças. O óleo de 

essencial de Melissa officinalis L. possui potencial antifúngico, que vem sendo testado 

no controle de fitopatógenos em várias culturas. O fungo Aspergillus welwitschiae, é 

responsável pela podridão vermelha na cultura do sisal. Diante disso, o objetivo no 

trabalho foi avaliar a produção e rendimento de óleo essencial de Melissa officinalis L. 

tratadas com Natrum muriaticum e Trichoderma asperellum e validar o potencial 

antifúngico do óleo essencial sob Aspergillus welwitschiae. O delineamento utilizado 

foi em blocos casualizados, com 3 tratamentos e 1 controle, com 40 repetições, 

totalizando 160 unidades experimentais. Os tratamentos foram constituídos do 

medicamento homeopático e fungo Trichoderma asperellum: T1: Natrum muriaticum 

5CH + Trichoderm; T2: Natrum muriaticums 5CH; T3: Fungo e o controle água. A 

determinação da Concentração Mínima Inibitória foi realizada conforme as técnicas 

padronizadas pelo NCCLS, na qual foram realizadas diluições seriadas do óleo 

essencial, obtendo concentração final de: 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,315 µL/ mLˉ¹, em placas 

de Elisa e logo após foram incubadas em B.O.D a 28 ºC por 72 horas. Foram realizados 

testes para avaliar o efeito fungicida/fungistático do óleo essencial sob o fungo. Para 

isso foram preparadas 4 placas de Petri com meio BDA para realização da avaliação 

visual do crescimento micelial do fungo, as placas foram vedadas, e incubadas em 

B.O.D. por 72 horas a 28°C. Os parâmetros fitotécnicos avaliados foram: altura (ALT), 

massa seca da parte aérea (MSP), massa fresca da parte aérea (MFP) e rendimento de 

óleo essencial (ROE), que foram submetidos à análise estatística no programa 

computacional R. Quanto aos testes antimicrobianos foram analisados visualmente o 

crescimento micelial do fungo. O uso do medicamento homeopático + a inoculação com 

Trichoderma asperellum promoveu a maior produtividade das plantas, o medicamento 

Natrum muriaticum 5CH influenciou no rendimento de óleo essencial de melissa e o 

óleo essencial possui efeito antifúngico sob o A. welwitschiae. 

 
Palavras-Chave: Agricultura autorregulável, bioativos, homeopatia, efeito biológico. 
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ABSTRACT 

 
The use of homeopathy in agriculture has been increasingly consolidated as an effective 

and sustainable social technology in plant production. Through significant results in 

nutrient availability, plant growth, increased plant resistance to abiotic factors and pest 

and disease control. Melissa officinalis L. essential oil has antifungal potential, which 

has been tested in the control of phytopathogens in several cultures. The fungus 

Aspergillus welwitschiae is responsible for red rot in sisal culture. Therefore, the 

objective of this work was to evaluate the production and yield of essential oil of 

Melissa officinalis L. treated with Natrum muriaticum and Trichoderma asperellum and 

to validate the antifungal potential of the essential oil against Aspergillus welwitschiae. 

The design used was randomized blocks, with 3 treatments and 1 control, with 40 

replications, totaling 160 experimental units. The treatments consisted of the 

homeopathic medicine and Trichoderma asperellum fungus: T1: Natrum muriaticum 

5CH + Trichoderm; T2: Natrum muriaticums 5CH; T3: Fungus and water 

control.ssential oil and the essential oil had an antifungal effect on A. welwitschiae. The 

determination of the Minimum Inhibitory Concentration was carried out according to 

the techniques standardized by the NCCLS, in which serial dilutions of the essential oil 

were carried out, obtaining a final concentration of: 5; 2.5; 1.25; 0.625; 0.315 µL/mLˉ¹, 

in Elisa plates and then incubated in B.O.D at 28 ºC for 72 hours. Tests were carried out 

to evaluate the fungicidal/fungistatic effect of the essential oil on the fungus. For this, 4 

Petri dishes with PDA medium were prepared to perform the visual evaluation of the 

fungus mycelial growth, the plates were sealed, and incubated in B.O.D. for 72 hours at 

28°C. The phytotechnical parameters evaluated were: height (ALT), shoot dry mass 

(MSP), shoot fresh mass (MFP) and essential oil yield (ROE), which were submitted to 

statistical analysis in the R computer program. Antimicrobial tests were visually 

analyzed for fungal mycelial growth. The use of homeopathic medicine + inoculation 

with Trichoderma asperellum promoted higher plant productivity, the medicine Natrum 

muriaticum 5CH influenced the yield of melissa essential oil and the essential oil had an 

antifungal effect on A. welwitschiae. 

 
Keywords: Self-regulating agriculture, bioactives, homeopathy, biological effect. 
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1. INTRODUÇAO GERAL 

 

A intensificação da produção agrícola se tornou expressiva com o 

desenvolvimento econômico associado à Revolução Industrial e o aumento da 

população no planeta, com isso, resultando em maiores problemas ambientais, 

sobretudo o aquecimento global ocasionado pelas emissões de gases de efeito estufa 

(GEEs) (PAIXÃO e BACHA, 2015). A preocupação da sociedade em relação aos danos 

provocados pelo setor agrícola, tem despertado o interesse em adotar práticas 

sustentáveis com menores impactos ambientais que favoreçam o aumento da 

produtividade das culturas. Atuando no manejo fitossanitário e na redução do custo de 

produção (COSTA et al., 2016). 

A Melissa officialis L. é uma planta medicinal com vantagens do ponto de vista 

econômico e ecológico, e vem sendo uma fonte de renda aos agricultores (RUÍZ- 

BALTAZAR et al., 2017). Esta espécie possui propriedades medicinais e seu óleo 

essencial contém substâncias biologicamente ativas, principalmente contra 

microrganismos fitopatógenos (PEIXINHO et al., 2017; RUÍZ-BALTAZAR et al., 

2017). 

A partir de 2004, a homeopatia foi certificada como Tecnologia Social efetiva 

pela UNESCO/Fundação Banco do Brasil, visto que a homeopatia é aplicada a 

agricultura significativamente na qualidade ambiental e na maior segurança aos 

trabalhadores rurais e aos consumidores, auxiliando na promoção da produção de 

alimentos saudáveis (ANDRADE, 2001). 

A utilização de substâncias ultradiluídas na produção agrícola de alimentos 

orgânicos e plantas medicinais está na Instrução Normativa de nº 46 de 2014 (BRASIL, 

2014). Essas substâncias atuam nos processos biológicos das plantas, sem gerar resíduos 

ao meio ambiente (ESPINOZA, 2001). 

O Natrum muriaticum é um medicamento homeopático, obtido do cloreto de 

sódio, é indicado para condições edafoclimáticas não favorável ao desenvolvimento de 

plantas, além de ser indicado em condições de estresses abióticos como seca e geada, 

em situação de salinidade pode agir na regulação osmótica dos vegetais e no 

desequilíbrio de fósforo e potássio no solo (BONATO et al., 2006; TICHAVSKÝ, 

2009). Também pode ser empregado no manejo fitossanitário, na nutrição e no 

incremento da produção de culturas (GONÇALVES et al., 2011; GONÇALVES, et al., 

2012a; GAMA et al., 2015). 
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As plantas medicinais além das ações farmacológicas no tratamento de doenças, 

vêm sendo empregadas no controle de diversos fitopatógenos e seu efeito tem sido 

evidenciado com frequência, agindo na inibição do desenvolvimento dos mesmos, 

frente às diferentes concentrações dos bioativos testados (BORGES et al., 2013; BONA 

et al., 2014; RUÍZ-BALTAZAR et al., 2017), por meio da aplicação de óleos essenciais 

(BENATO et al., 2016; PEIXINHO et al., 2017 ARAÚJO e TEBALDI, 2019). 

O fungo do gênero Trichoderma possui mecanismos de ação para o biocontrole 

de doenças como competição e parasitismo, induzindo a resistência das plantas ao 

ataque do patógeno (BAE, et al., 2016) por constituírem fontes de enzimas 

degradadoras de parede celular são ainda, importantes produtores de antibióticos de 

fungos fitopatogênicos (KUMAR et al., 2012). 

O Aspergillus welwitschiae é um fungo fitopatogênico encontrados em regiões 

áridas e semiáridas, responsável por causar a podridão vermelha do sisal (Agave 

sisalana) que contaminam as plantas em qualquer estágio de desenvolvimento, causa 

descoloração e podridão dos tecidos internos do caule, consequentemente a senescência 

da mesma (ABREU, 2010; DUARTE et al., 2018). No qual, tem limitado a 

produtividades das culturas de sisal (GUIDO et al., 2018). Até então, não há um 

controle efetivo eficaz desta doença, sendo necessário a adoção de biotecnologias, a fim 

de, controlar o manejo desse fitopatógeno (PANDEY et al., 2017). 

Diante disso, o objetivo no trabalho foi avaliar a produção e rendimento de óleo 

essencial de Melissa officinalis L. tratadas com Natrum muriaticum e Trichoderma 

asperellum e validar o potencial antifúngico do óleo essencial sob Aspergillus 

welwitschiae. 

 
2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
2.1. Homeopatia na Agricultura 

Homeopatia é a Ciência que se baseia na homeostase do ser vivo, a partir da 

aplicação dos medicamentos que agem na estabilidade química e física do organismo a 

fim de, exercer normalmente as funções nos seres vivos (GRAMS, 2019) promovendo a 

autorregulação do organismo. 

A homeopatia é uma palavra originaria do grego, que significa homeos 

(Semelhante) e phatos (Doença), elucidada pelo médico Christian Friedrich Samuel 

Hahnemann, na Alemanha, e dispersou por meio da publicação do livro ―Organon da 

arte de curar‖ no ano de 1810 (BRACCINI et al., 2019). 



14  

Os medicamentos homeopáticos são obtidos a partir de diversas substâncias 

sendo de origem mineral, animal, vegetal ou produtos químicos, para a elaboração dos 

preparados homeopáticos com produtos oriundos de vegetais podem ser utilizadas as 

plantas inteiras ou apenas partes e também produtos extraídos dela ou sintetizados em 

seu metabolismo secundário (RUEDA, 2013; RELTON et al., 2017; PINHEIRO et al., 

2019). 

De acordo com Pinheiro et al. (2019), a homeopatia busca a homeostase do 

indivíduo, agindo através de estímulos energéticos e são desencadeados por 

medicamentos homeopáticos que tem como finalidade de reestabelecer a autorregulação 

do ser vivo, tendo em consequência de estresses bióticos ou abióticos. 

Segundo Constantino et al. (2017), a eficácia dos preparados homeopáticos tem 

trazido benefícios ao cultivo de plantas, como favorecer a capacidade de resistência a 

agentes estressores e aumento da produção de bioativos. A homeopatia traz a autonomia 

do agricultor familiar, sendo prática de manejo de baixo custo, acessível, simples 

preparação e não gera resíduos no meio ambiente (PONTES et al., 2012). O que a torna 

uma tecnologia social efetiva e de fácil aplicação e favorece a inclusão social. 

Utilizada na produção agrícola no controle de alguns fitopatógenos causadores 

de perdas econômicas, pode ser uma ótima inovação no manejo de doença reduzindo o 

uso de insumos químicos (ANDRADE E CASALI, 2004). 

 
2.2. Medicamentos Homeopáticos 

 
A produção com bases agroecológicas estão se fortalecendo em todo mundo, 

devido à busca e hábitos de vida mais saudáveis e que acarrete menor impacto ao meio 

ambiente (PULIDO et al., 2017). Sendo assim, os medicamentos homeopáticos têm 

como base as tinturas-mãe, sendo iniciados os processos das diluições seriadas, 

originando soluções ultradiluídas (PINHEIRO et al., 2019). Podem ser aplicados em 

indivíduos sadios quanto doentes na dinamização apropriada, permitindo o 

conhecimento dos efeitos de patogenesia da substância testada ou da homeostase do 

indivíduo doente (ALMEIDA; SANTOS, 2016). 

 
2.3. Natrum muriaticum 

 

O Natrum muriaticum é um medicamento homeopático obtido a partir do sal 

marinho do cloreto de sódio (NaCl), no qual é utilizado de acordo com os princípios de 
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semelhança e doses mínimas. É indicado como medicamento homeopático na 

aclimatação de plantas em locais com condições edafoclimáticas que não são 

apropriadas ao seu desenvolvimento (BONATO et al., 2006). Também recomendada 

para condições de estresses provocados por seca e geada, pode agir na regulação 

osmótica das plantas em casos de salinidade e na regulação do teor de fósforo e potássio 

no solo (TICHAVSKÝ, 2009), além de ser utilizado no manejo fitossanitário e nutrição 

de planta, com incremento de produtividade (GONÇALVES, et al., 2012a; GAMA et 

al., 2015). 

O Natrum muriaticum na dinamização 12CH incrementou a massa de bulbos e 

reduziu a incidência de tripes em plantas de cebola cultivadas em sistema de cultivo 

orgânico (GONÇALVES et al., 2011). Natrum muriaticum 12CH aumentou nos níveis 

de P, Fe, Si e K, em bulbos de cebola em sistema de produção orgânico 

(GONÇALVES, et al., 2012a). Segundo Gama et al. (2015), verificaram a atividade 

antifúngica do Natrum muriaticum na dinamização 5CH obteve como resultados a 

inibição do crescimento micelial do fungo Aspergillus niger em 66%. 

 
2.4. Caracterização do Trichoderma sp. e o uso na Agricultura 

 

Os fungos do gênero Trichoderma, pertencem a classe Ascomycota, são 

endofíticos e simbióticos, possuem mais de 30 espécies e mais de 100 subespécies, que 

possuem inúmeros conídios, que originam as estruturas denominadas conidióforos, que 

são emergidos diretamente das hifas (DILDEY et al., 2014; JUNGES et al., 2016). 

O Trichoderma é encontrado geralmente em solos de regiões que apresentam 

clima temperado e tropical, são de vida livre, sua reprodução é assexuada (MACHADO 

et al., 2012). Colonizam a rizosfera das plantas, estabelecendo a simbiose no qual, se 

beneficiam de substancias orgânicas e em troca as plantas se beneficiam por via da 

disponibilização de nutrientes, absorção do ácido indol acético, contribuindo na 

solubilização de fosfatos (CHAGAS et al., 2017). A coleta e uso de isolados de fungos 

do gênero Trichoderma são próximos das lavouras e compõe uma excelente estratégia 

de controle (BERNARDO, et al., 2019). 

Os fungos Trichoderma têm sido utilizados com bastante sucesso como agentes 

de biocontrole, promotores de crescimento, no progresso da germinação e sanidade de 

sementes (ETHUR et al., 2006). Espécies de Trichoderma são adequados a suprimir o 

desenvolvimento de vários organismos patogênicos, tais como Pythium ultimum Trow 
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1901, e Phytophthora spp. e seus mecanismos antagonistas podem ser influenciados 

pelo tipo de solo, condições de temperatura e umidade, além da microbiota associada 

(Howel, 2003). Pesquisas tem comprovado que fungos do gênero Trichoderma são bons 

componentes na promoção do crescimento vegetal (SOUZA et al., 2016b). 

Os fungos do gênero Trichoderma são simbiontes de plantas, competidores da 

rizosfera e constituem fontes de enzimas degradadoras de parede de outros fungos. São 

ainda, importantes produtores de antibióticos e parasitas de fungos fitopatogênicos 

(KUMAR et al., 2012). 

 
2.5. Caracterização da Melissa officinalis L. e aplicação dos Óleos Essenciais 

 

Melissa officinalis L. é uma planta nativa da região que circunda o Mediterrâneo 

e a Ásia, conhecida popularmente como erva-cidreira, pertence à família Lamiaceae, 

quando cultivada pode atingir de 20 a 80 cm de altura, os caules são ramificados a partir 

da base, formam touceiras (REIS et al., 2009). Sendo facilmente encontrada e cultivada 

em todo o país (MEIRA, 2012). As folhas são verde-escura, ovais, pilosas e com 

nervuras bem acentuadas. As flores podem ser brancas ou amarelas, em fascículos de 2 

a 6 unidades com florescimento na maioria das vezes, de outubro a março, podendo 

variar por região (SOUZA et al., 2016a). 

O cultivo de Melissa officinalis em locais protegido oferece melhores resultados 

de biomassa, maior rendimento de óleo essencial e seu composto majoritário é o citral 

(LUZ et al., 2014). 

O óleo essencial é originário do metabolismo secundário das plantas, possuem 

composição química complexa e são considerados fontes de substâncias biologicamente 

ativas, principalmente contra microrganismos (PEIXINHO et al., 2017). Os óleos 

essenciais são produtos naturais, não causam impacto ambiental, como os agroquímicos, 

sendo inovador no manejo e no controle de doenças (ARAÙJO e TEBALDI, 2019). 

A ISO (International Standard Organization), define óleos voláteis como os 

produtos obtidos de diferentes partes de plantas, são substâncias complexas, voláteis, 

geralmente com odor, extraídas por métodos de destilação simples ou por arraste a 

vapor. O rendimento dos óleos essenciais, podem ser interferidos por diversos fatores, 

bem como, técnicas de manejo, temperatura, espécie vegetal, modo de secagem, época e 

método da colheita e a parte da planta que foi utilizada na extração do óleo (FEITOSA, 

et al., 2014). 
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2.6. Aspergillus welwitschiae e o Teste de Concentração Mínima Inibitória 

 

O gênero Aspergillus constitui um grupo de fungos filamentosos com 339 

espécies com ampla distribuição geográfica, sendo que algumas dessas espécies são 

consideradas patogênicas para vegetais e animais (SANSOM et al., 2014; ABDEL- 

AZEEM et al., 2016). O Aspergillus welwitschiae, encontrados em regiões áridas e 

semiáridas, são fungo saprofítico oportunista com comportamento necrotrófico, causam 

sintomas como o amarelecimento e murcha das folhas que evolui para a podridão do 

caule e morte da planta (DUARTE et al., 2018). 

Os fungos fitopatogênicos são considerados um dos fatores que mais limitam a 

produção agrícola e sua abundância dificulta o controle (GUIDO et al., 2018). O fungo 

Aspergillus welwitschiae causa uma doença denominada podridão vermelha do sisal 

(Agave sisalana) (DUARTE et al., 2018), contaminam a planta em qualquer estágio de 

desenvolvimento e causa descoloração e podridão dos tecidos internos do caule, e 

consequentemente senescência da planta (ABREU, 2010). Essa doença ainda não possui 

métodos de controle eficazes, com surgimento de microrganismos mais resistentes as 

medidas de controles utilizadas, torna-se necessário a adoção de novas biotecnologias, a 

fim de, controlar a doença (PANDEY et al., 2017). E os produtos químicos 

fitossanitários, comumente utilizados no controle de doenças tem causados sérios 

problemas ambientais e prejudicando a saúde humana (BRUM et al., 2014). 

O uso de extratos vegetais e óleos essenciais podem ser uma inovação eficaz no 

controle de doenças, levando em consideração o potencial antimicrobiano mediante 

algumas atividades biológicas já validadas (BENATO et al., 2016; PEIXINHO et al., 

2017; ARAÚJO e TEBALDI, 2019). Sua ação atua tanto na ação antimicrobiana como 

indutora de resistência (KNAAK e FIUZA, 2010). 

A susceptibilidade antimicrobiana pode ser avaliada pela determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM) (SALVARANI et al., 2008). Pesquisas vêm 

utilizando a técnica da diluição em placas de Petri na determinação da concentração 

inibitória mínima, uma vez que, esta técnica apresenta a vantagem por possuir um 

detalhamento técnico bem definido no fornecimento de dados quantitativos 

(SALVARANI et al., 2008; PALMEIRA et al., 2010; BONA et al., 2014). 
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CAPÍTULO I 

 

PRODUÇÃO E RENDIMENTO DO ÓLEO ESSENCIAL DE Melissa officinalis 

L. TRATADAS COM Natrum muriaticum 5CH E Trichoderma asperellum 

 

 
INTRODUÇÃO 

 
 

A homeopatia é uma ciência em que as substâncias consumidas em pequenas 

doses são capazes de curar os sintomas que essa mesma substância provoca no 

indivíduo sadio (PAIVA, 1998). O efeito de uso pode ser explicado a partir 

ultradiluições da mesma substância que produz o sintoma em organismo sadio pelo 

princípio similia similibus curantur (semelhante pelo semelhante se cura) que promove 

a autorregulação do ser vivo tratado (MARTINS et.al; 2015). 

Agricultores de várias regiões do Brasil e mesmo de outros países vêm aplicando 

homeopatia em plantas, com resultados promissores no aumento da resistência e no 

controle de pragas e doenças, no florescimento e produção de mudas sadias (SILVA, et 

al., 2016). 

O avanço das pesquisas utilizando medicamentos homeopáticos, em vista dos seus 

benefícios e do interesse crescente na aplicação e no manejo da produção de plantas 

medicinais, tem apontado o crescimento de novas descobertas que vão expor as 

características que envolvem o mecanismo de ação das ultradiluições homeopáticas 

(TEXEIRA e CARNEIRO, 2017). 

À aplicação do medicamento homeopático Natrum muriaticum melhora a 

aclimatação das plantas em áreas impróprias ao crescimento e desenvolvimento, e 

indica também que plantas sob condições de estresse, devido à secura e congelamento, 

torna-se mais resistente, o medicamento é obtido a partir do sal marinho e aplicado de 

acordo com os princípios de semelhança e na experimentação em organismos sadios 

(SIQUEIRA et al., 2010). 
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As plantas medicinais são espécies vegetais que possuem distintos tipos de 

princípios ativos, que podem agir no organismo animal e no próprio vegetal no combate 

a doenças, eliminando agentes causadores, como bactérias, fungos e vírus de modo 

geral. Além de proporcionar ação preventiva contra estes e diversos outros problemas 

de saúde (ALBUQUERQUE, 2010). 

A Melissa officinallis L., é uma planta comestível usada em todo o mundo na 

forma de infusão, importante na prevenção de algumas doenças, com ação digestiva, 

analgésica, sedativa e antimicrobiana (DIAS et al., 2012). Esta espécie possui 

composição química, rica em óleos essenciais que possuem interesse comercial pelas 

indústrias alimentícias e cosméticas na fabricação de aromatizantes e licores (SILVA e 

SILVA, 2011). 

Óleos essenciais consistem em misturas de substâncias voláteis, lipofílicas, com 

baixo peso molecular, geralmente odorífera e líquida (AMARAL e BARROS, 2004). 

Constituídos na maioria das vezes, por moléculas de natureza terpênicas, comumente 

apresentam odor agradável e marcante, frequentemente extraídos das partes vegetais por 

meio do processo de extração de arraste à vapor d‘ água, (hidro destilação) (MOARAIS, 

2009). De acordo com o mesmo autor, estes, podem ser empregadas nas indústrias de 

alimentos, bebidas, produtos de higiene pessoal, cosméticos e para evitar ou diminuir a 

deterioração lipídica e a contaminação por micro-organismos. 

Os óleos possuem uma versatilidade nos mecanismos de ação no biocontrole de 

doenças tais como competição e parasitismo, induzindo a resistência das plantas a 

doenças (LOUZADA, et al., 2009; BAE, et al., 2016).   O Trichoderma spp. é um 

gênero fúngico largamente estudado e utilizado no controle biológico de muitos 

fitopatógenos (MACHADO e SILVA, 2013). 

Devido à procura de um sistema agrícola que possa promover maior interação e 

maior biodiversidade dentro do meio produtivo formam-se cultivos mais sustentáveis, 

com menores índices de impactos ambientais e diminuição do uso de fertilizantes no 

sistema de cultivo (COSTA et al., 2016). O Trichoderma spp. e a aplicação de 

medicamentos homeopáticos pode ser uma inovação tecnológica que favoreça a 

autorregulação tanto no metabolismo secundário das plantas quanto no fungo e no 

ambiente de forma sistêmica (KUMAR et al., 2012; CHAGAS et al., 2017; 

BERNARDO, et al., 2019). Com isso pode-se levantar a hipótese que a inoculação do 

Trichoderma spp. e a aplicação de medicamentos homeopáticos, poderá transformar 

substâncias no metabolismo das plantas, devido a promoção do aumento da 
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disponibilidade de nutrientes e na tolerância ao estresse a partir da autorregulação entre 

o ser vivo e o ambiente de forma sistêmica. 

 
OBJETIVO GERAL 

Avaliar, quantificar a produção e o rendimento do óleo essencial de Melissa 

Offcinalis L. tratadas com o medicamento homeopático Natrum muriaticum, o fungo 

Trichoderma ou em associação medicamento+fungo Trichoderma. 

 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

• Identificar os tratamentos Trichoderma spp, Natrum muriaticum ou 

associados que melhor (res) contribuem na produtividade de Melissa 

offcinalis.L. 

• Verificar entre o (s) tratamento (s) que promovem maior rendimento de óleo 

essencial de Melissa offcinalis.L. 

 

 
METODOLOGIA 

O ensaio experimental foi desenvolvido em casa de vegetação localizada na 

Fazenda Experimental de Produção Vegetal nas dependências do CCAAB, no campus 

da Universidade Federal do Recôncavo da Bahia, Cruz das Almas/BA (Latitude: 

12°40‘39‖S, Longitude: 39°06'23‖W e Altitude: 220m). 

 
Delineamento experimental 

Neste experimento utilizou-se o delineamento em blocos casualizados, 

constituídos de 4 tratamentos, com 40 repetições, totalizando 160 unidades 

experimentais. Os tratamentos foram constituídos dos medicamentos homeopáticos e 

fungo Trichoderma asperellum (TCS 81): T1: Natrum muriaticum 5CH + TCS81; T2: 

Natrum muriaticums 5CH; T3: TCS 81 e o controle (água). 

Os substratos utilizados foram: solo autoclavado, esterco bovino curtido na 

proporção 3:1 (p/p), sendo 1.5kg de solo, 500g de esterco bovino e palha de bananeira 

triturada (10g). Para a inoculação da suspensão com fungo Trichoderma asperellum 

(TCS 81), foi utilizada 5 mL da suspensão de esporos aplicados com pipeta diretamente 

no substrato de cada tratamento, exceto para o controle. Enquanto que para aplicação do 
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medicamento homeopático Natrum muriaticum foi utilizado 100 mL da solução sendo 

aspergidos no substrato uma vez a cada 7 dias durante os períodos de avaliação. 

 
Plantio e transplante das mudas 

O plantio foi por semeadura direta, sendo semeada 5 sementes depositadas em 

cada célula em bandeja, preenchidas com solo e esterco bovino na proporção 2:1 (solo: 

composto orgânico). 

Com 45 dias as mudas foram selecionadas (escolheu-se as de maior vigor e com 

altura de aproximadamente 3 cm) e posteriormente, transferida para sacos de 

polietilenos de cor preta, com capacidade de 2 kg, preenchidos com substrato na 

proporção 1, 5:0,5: p/p (solo autoclavado e esterco bovino). 

 
Obtenção dos Resíduos Orgânicos na Composição do Substrato 

Foi utilizado o substrato de bananeira (Musa spp.), obtida de agricultores 

localizados no município de Cruz das Almas, Bahia. O material passou por secagem em 

estufa de circulação forçada de ar, por um período de quatro dias a 45 ºC. Após a 

secagem, o material orgânico foi triturado em moinho do tipo Wiley, com peneira de 20 

malhas por polegada. O material moído foi armazenado em saco plástico 

hermeticamente fechado, a temperatura ambiente, até o momento de sua incorporação e 

homogeneizado ao solo (10g substrato/2Kg de solo) (Souza, 2016). 

 
Preparações do isolado Trichoderma spp. e da solução homeopática 

O isolado de Trichoderma spp (TCS81) utilizado pertence à coleção do 

Laboratório de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura, na Cidade de Cruz 

das Almas – BA. A cultura foi multiplicada em meio de cultura batata dextrose ágar 

(BDA), com incubação a temperatura ambiente (25 ± 1ºC), por 7 dias. Após esse 

período, foram acrescentados 20 mL de água destilada esterilizada e duas gotas de 

Tween 20, a colônia foi raspada com alça de Drigalsk. A suspensão foi filtrada e os 

conídios foram contados em câmara de Neubauer, em microscópio óptico com aumento 

de 40 X, sendo ajustada a concentração de 106 conídios mL-1 com acréscimo de água 

destilada esterilizada. 

A solução homeopática de aplicação foi preparada a parti da diluição de 1 mL da 

homeopatia correspondente em 1 L de água, na qual foi homogeneizada e aplicada 100 

mL, sobre a parte aérea ao solo, por saco. A aplicação da homeopatia foi feita em 
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intervalos de sete dias até a colheita. A inoculação do fungo Trichoderma spp. próximo 

a raiz, onde realizou duas inoculações sendo a primeira no plantio e a segunda a um mês 

após o plantio. 

 
Avaliações fitotécnicas de plantas  de Melissa Officinalis L. determinação das 

alturas das plantas 

Foram medidos o comprimento da parte aérea em intervalos de 8 dias, com o 

auxílio de uma régua graduada em cm, a partir do nível do solo até o ápice da planta. 

Determinações da parte aérea fresca 

Com 60 dias as plantas foram colhidas e realizadas a determinação de massa 

fresca, com auxílio de uma balança de precisão, com 3 casas decimais. 

 
Determinações da parte aérea seca 

Para determinação da massa seca foi obtida no processo de secagem por meio de 

estufa de ventilação forçada a 45 ºC, até obter massa constante. E posteriormente feita a 

determinação da massa seca com auxílio de uma balança de precisão. 

Extração e rendimento de óleo essencial 

Para a extração de óleo essencial foi utilizada à parte aérea da planta, o 

procedimento foi realizado no laboratório de fitoquímica da UFRB, na qual seguiu a 

metodologia de SANTOS et al. (2004). 

Para calcular o rendimento de óleo essencial utilizou-se a metodologia de 

GURGEL, (2009), onde a equação utilizada foi: R (%)= Voleo x100\ P onde ¨V¨ é o 

volume de óleo essencial coletado da coluna graduada do aparelho de extração ¨P¨ peso 

seco das amostras utilizadas para a extração. 

 
Análise Estatística 

 
 

Os dados foram tabulados e submetidos a análise de variância, teste de médias e 

regressão linear pelo programa computacional de sistema R (R Development Core 

Team, 2018). 
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RESULTADOS 
 

Primeiro Ciclo de Produção das Plantas de Melissa officinalis L. 
 

Os tratamentos influenciaram significativamente na produção e rendimento do 

óleo essencial da Melissa officinalis L., durante os primeiros 60 dias de aplicação dos 

tratamentos (p<0,05) (Figura 1). Houve interação entre a dinamização 5CH de Natrum 

muriaticum e a inoculação com fungo Trichoderma spp. 

Para variável altura no primeiro período de aplicação dos tratamentos não houve 

diferença significativa os tratamentos avaliados. Sendo que, a aplicação do Natrum 

muriaticum em conjunto com a inoculação do Trichoderma, apresentou maior 

crescimento em altura das plantas de M. officinalis, 11, 97 cm planta-1 (Figura 1). 

No segundo período de avalição da variável altura, houve um estímulo no 

crescimento das plantas de M. officinalis independente da presença ou ausência de 

inoculante. A interação entre o medicamento homeopático Natrum muriaticum e a 

inoculação com o Trichoderma, apresentaram maior crescimento em altura das plantas. 

Observa-se, que a cada aplicação do referente tratamento no intervalo de oito dias as 

plantas obtiveram maiores crescimento (25,27 cm planta-1), quando comparado ao 

controle (Figura 1). 

 
 

Figura 1: Avaliação de altura das plantas de M. officinalis dentro do intervalo de 

aplicação dos tratamentos, no primeiro ciclo de produção. 

Na análise massa fresca (MFPA) as plantas tratadas com homeopatia e fungo, 

apresentaram maiores médias, comparado ao controle (Tabela 1). Este resultado está 
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relacionado com o teor de agua na parte área que foi favorecido na associação fungo + 

homeopatia e a planta. Pode se inferir que a combinação homeopatia fungo favoreceu a 

relação ecológica e os serviços ecossistêmicos prestados favorecendo a MFPA nas 

plantas de melissa. 

No entanto para a variável massa seca da parte aérea (MSPA), não foi observado 

efeito significativo entre os tratamentos avaliados na primeira aplicação dos tratamentos 

(Tabela 1). Tal resultado pode estar relacionado a dinamização utilizada no presente 

estudo, ou ainda que apesar dos tratamentos terem influenciado o teor de água na MFPA 

não influenciou no metabolismo primário, na incorporação de carbono visto que a 

MSPA não foi influenciada. A aplicação de Natrum muriaticum estimulou o rendimento 

do óleo essencial das plantas de Melissa, independente da presença do inoculante 

(Tabela 1). 

Tabela 1. Dados da massa fresca da parte aérea (MFPA) e massa seca da parte 

aérea (MSPA) e rendimento do óleo essencial (ROE) da planta de Melissa 

officinalis, no primeiro ciclo de produção, tratadas com o tratamento homeopático 

Natrum muraticum e fungo Trichoderma spp. (TCS80). 
 

Tratamento MFPA (g) MSPA (g) ROE (%) 
    

Homeopatia 40.53 b 7.84 a 0.60 a 

Homeopatia + fungo 50.02 a 7.71 a 0.57 ab 

Fungo 41.00 b 7.53 a 0.45 ab 

Controle 40.67 b 6.91 a 0.27 b 

CV (%) 17.37 22.10 30.59 

Média Geral 43.06 7.50 0.47 
Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%de 

probabilidade. 

As plantas tratadas com homeopatia sem a inoculação tiveram um rendimento de 

0,60% do óleo essenciais quando comparada ao controle (0,27%). Enquanto as plantas 

tratadas com homeopatia e inoculadas com Trichoderma spp, apresentaram um 

rendimento de 0,57% (Tabela 1). Tal resultado pode estar relacionado a influência tanto 

do Natrum muriaticum, quanto da inoculação do Trichoderma, no metabolismo 

secundário da Melissa que está relacionada fatores genéticos os quais tornam as plantas 

mais resistentes aos fatores ambientais, bem como, temperatura, intensidade de luz, 

conteúdo de água e deficiência nutricional, potencializando o rendimento de óleo 

essenciais, que possuem componentes químicos de interesse industrial e farmacêutico. 
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Figura 2. Rendimento do óleo essencial das plantas de Melissa officinalis L. 

tratados com medicamento homeopático Natrum muriaticum e fungo Trichoderma 

spp. (TCS80). 

 

 
Entre os 30 e 120 dias de aplicação dos tratamentos verificou-se que houve 

interação entre a dinamização 5CH de Natrum muriaticum e a inoculação com fungo 

Trichoderma spp. para a variável altura, massa fresca e seca da parte área (p<0,05) 

(Figura 1e 2 e Tabela 1). 

 
Segundo Ciclo de Produção das Plantas de Melissa officinalis L. 

 

 
No segundo ciclo de produção das plantas de M. officinalis L., a primeira 

avaliação da altura não teve diferença significativa. Enquanto que para segunda 

avaliação da altura após o rebrote, o tratamento Natrum muriaticum e Trichoderma spp., 

apresentou maior crescimento em altura com média de 5,18 cm planta-1. O tratamento 

controle causou menor crescimento em altura com 4,5 cm planta-1. Para a terceira 

avaliação da altura, o tratamento Natrum muriaticum e Trichoderma spp. Apresentaram 

maior crescimento em altura com 8,68 cm plantas-1 (Figura 3). O tratamento controle 

apresentou menor crescimento em altura com 7,4 cm planta-1. 

Para a quarta e quinta avaliação da altura não houve diferença significativa entre 

os tratamentos avaliados, após o rebrote (Figura 3). 

No entanto a sexta, sétima e oitava avalição, o tratamento Natrum muriaticum e 

Trichoderma spp. resultou em maior crescimento em altura da Melissa com médias de 
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21,08, 22,73 e 24,65 cm planta-1 respectivamente, menores médias foram observadas no 

tratamento controle. Na nona avaliação da altura, não houve diferença significativa nos 

tratamentos avaliados (Figura 3). 
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Figura 3: Avaliação de altura das plantas de M. officinalis dentro do intervalo de 

aplicação dos tratamentos, no segundo ciclo de produção. 

Para massa fresca da parte aérea tanto a homeopatia utilizada individualmente 

quanto a homeopatia em conjunto com a inoculação (Natrum muriaticum e 

Trichoderma spp.) apresentaram maior acúmulo de massa, com média de 46,2 g planta- 

1, enquanto que o controle apresentou menor rendimento com média de 40,7 g planta-1 

(Tabela 2). 

Para a massa seca da parte área a homeopatia em conjunto com a inoculação, 

apresentou maior incremento da biomassa seca da planta de melissa com média de 12.7 

g planta-1, menor rendimento foi observado para o controle com 10,8 g planta-1 (Tabela 

2). 

Tabela 2. Dados da massa fresca da parte aérea (MFPA) e massa seca da parte 

aérea (MSPA) e rendimento do óleo essencial (ROE) das plantas de Melissa 

officinalis L. submetidas ao tratamento homeopático Natrum muraticum e fungo 

Trichoderma spp. (TCS80) no segundo ciclo de produção. 
 

Tratamento MFPA (g) MSPA (g) ROE (%) 

Homeopatia 45.8.a 11.2 b 0.60 a 

Fungo 44.7 ab 11.0 b 0.38bc 

Homeopatia +fungo 46.2 a 12.7 a 0.59b 

Controle 40.7 b 10.8 b 0,34c 

CV% 17.5 16.4 20.60 

Média geral 253.7 31.63 0.0075 
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Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 

 

As plantas tratadas com homeopatia sem a inoculação tiveram um rendimento de 

0,60% do óleo essencial. Enquanto as plantas tratadas com homeopatia e inoculadas 

com Trichoderma spp., apresentaram um rendimento de 0,59%. Menor rendimento foi 

observado no controle com 0,34% do óleo essencial (Tabela 2). 

DISCUSSÃO 
 

A interação entre o medicamento homeopático Natrum muriaticum e a 

inoculação com o Trichoderma, apresentaram maior crescimento em altura das plantas. 

A promoção do desenvolvimento de plantas inoculadas com o Trichoderma pode estar 

relacionada, ao estímulo a multiplicação celular, através do aumento da disponibilidade 

e absorção de nutrientes pela planta, e à produção de hormônios (LUCON, 2009; 

MACHADO et al., 2012). 

Plantas que receberam a aplicação do N. muriaticum e a inoculação 

apresentaram maior incremento na produção de massa fresca (Tabela 3), esse ganho 

pode ser resultante da intensificação da fotossíntese no qual altera os mecanismos 

fisiológicos do vegetal através de acúmulo de massa, além do fornecimento de 

nutrientes (BONATO; PROENÇA; REIS, 2009). 

Para MSPA não foi observado efeito significativo entre os tratamentos avaliados 

na primeira aplicação dos tratamentos (Tabela 3). Tal resultado pode estar relacionado a 

dinamização utilizada no presente estudo, não sendo favorável para o acúmulo de 

biomassa da planta de Melissa officialis L. A aplicação de Natrum muriaticum 

estimulou o rendimento do oléo essencial das plantas de Melissa, independente da 

presença ou ausência de inoculante, o que indica seu potencial em influenciar no 

metabolismo secundário das plantas. Resultados diferentes a esse estudo foi verificado, 

em mudas de picão-preto (Bidens pilosa L.), tratadas com Natrum muriaticum na 

dinamização 3 CH, que houve resultado insignificativo na produção de óleo essencial e 

a atividade enzimática de catalase/peroxidase (ARMOND, 2003). 

Os fungos do gênero Trichoderma spp., são promotores do crescimento em 

espécies vegetais (MACHADO et al., 2012), e uma rica fonte de metabólitos 

secundários (MUKHERJEE et al., 2012), apresentam capacidade de produzir 

antibióticos e enzimas, e pela produção metabólica aos hormônios vegetais 

(CARVAJAL et al., 2009), esses fatores podem ter contribuído para o rendimento do 

óleo essencial da Melissa officialis L. Resultado positivo também foi verificado em 
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plantas de carquejo, que apresentou maior produção de quercetina, quando tratadas com 

Silicea na dinamização 6CH (CAPRA, 2011). 

Os fungos podem colonizar folhas, ramos e raízes das plantas sem lhe causa 

danos, estabelecendo uma relação simbiótica no qual desempenham funções relevantes, 

bem como sanidade vegetal, crescimento, resistência a estresses, além de produzir 

compostos químicos como enzimas, alcalóides, hormônios e antibióticos (PEIXOTO 

NETO et al., 2002). 

Na segunda etapa do experimento, as plantas que receberam a aplicação do 

medicamento e a inoculação de forma individual ou em conjunto, apresentaram maiores 

incrementos na MFPA que as plantas tratadas com o tratamento controle.   Enquanto 

que, maior MSPA foram verificadas em plantas que receberam a aplicação do N. 

muriaticum e a inoculação com Trichoderma (Tabela 2). Infere-se que a inoculação em 

conjunto com N. muriaticum pode ter contribuído para o crescimento radicular das 

plantas de M. officialis  L. no qual possibilita uma maior absorção de nutrientes  e 

consequentemente favorece o aumento do crescimento e produtividade (BAYOUMI et 

al., 2019). 

Plantas tratadas com homeopatia sem a inoculação tiveram um rendimento de 

0,60% do óleo essencial. Enquanto as plantas tratadas com homeopatia e inoculadas 

com Trichoderma spp., apresentaram um rendimento de 0,59%. Ambos os tratamentos, 

apresentaram maior média quando comparados ao controle. O uso individual do Natrum 

muriaticum influenciou significativamente no rendimento do óleo essencial tanto na 

primeira quanto na segunda aplicação, tal fator pode estar relacionada às características 

do medicamento homeopático em atuar na regulação da perda de líquidos e consumo de 

água em planta (TICHAVSKÝ, 2009). A aplicação da homeopatia atua no metabolismo 

vegetal, podendo aumentar ou diminuir compostos bioativos (Duarte, 2003), o que pode 

explicar a sua influência no rendimento de óleo essencial. 

A influência tanto do Natrum muriaticum, quanto da inoculação do Trichoderma 

no metabolismo secundário da Melissa, tornam as plantas mais resistentes a fatores 

ambientais, bem como, temperatura, intensidade de luz, conteúdo de água e deficiência 

nutricional, potencializando o rendimento de óleo essenciais. O aumento do teor de óleo 

essencial estimulado pela aplicação da homeopatia possibilita o uso da Melissa como 

fonte de matéria prima destinada a indústria farmacêutica e ao controle de fitopatógeno 

no setor agrícola. 



33  

Até o presente momento, não há estudos referentes a influência do Trichoderma 

na produção e rendimento do óleo essencial de Melissa officinalis L. 

 

 

 
CONCLUSÃO 

 

O medicamento homeopático Natrum muriaticum 5CH e a inoculação com 

Trichoderma promoveu aumento da produtividade de Melissa officnalis L e rendimento 

de óleo essencial da espécie. 

A aplicação do medicamento homeopático Natrum muriaticum 5CH influenciou 

no rendimento de 0,60% do óleo essencial de óleo essencial de Melissa officinalis L. 
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CAPÍTULO II 

 

 

 
AVALIAÇÃO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO ÓLEO ESSENCIAL DE 

Melissa officinallis L. SOB O FUNGO Aspergillus welwitschiae 

 

 

INTRODUÇÃO 

 
 

Os óleos essenciais (OEs) são determinados como substâncias complexas 

voláteis, lipofílicas, frequentemente odoríferas e líquidas, resultante do metabolismo 

secundário de vegetais (MILLEZI et al., 2013). Os componentes dos óleos essenciais 

são derivados terpênicos, como os monos e sesquiterpenos e os fenilpropanóides 

(MIRANDA et al., 2016). 

Estudos têm apontado que os extratos vegetais e os óleos essenciais de plantas 

apresentam potencial para o controle alternativo de diversas doenças (BRUM, 2012, 

PEIXINHO et al., 2017, ARAÚJO e TEBALDI, 2019). Os óleos essenciais extraídos de 

plantas manifestam atividade antimicrobiana frente a numerosos microrganismos, sendo 

considerados como alternativa conservação de alimentos (POMBO et al., 2018). 

A importância fitoterápica e, assim sendo, econômica da Melissa officinalis L. 

tem colaborado para expansão do seu cultivo (SANTOS et al., 2009). Os rendimentos 

em óleo essencial de M. officinalis L., alcançados por hidrodestilação, são 

frequentemente muito baixos (0,02 a 0,40%) e sendo, assim, exibindo a uma das classes 



37  

mais preciosas de óleo essencial, expondo alto preço, comparado aos preços do óleo 

essencial de rosas e de flor de laranjeira (SORENSEN, 2000). 

Os fungos filamentosos compõem o maior grupo microbiano com diferentes 

espécies e exibe uma gama de variedade no que refere à morfologia, fisiologia e 

aspectos bioquímicos (FARINAS; BARBOSA, 2012). O gênero Aspergillus atinge 

várias áreas de pesquisa, pois eles têm uma boa adaptação para crescer em uma faixa 

ampla de temperatura, os fungos deste gênero possuem esporos resistentes à luz e a 

substâncias químicas, sendo assim conseguem competir com outros gêneros e 

apresentam difícil controle (VON HERTWIG, 2015). 

Portanto objetivou-se verificar o potencial antimicrobiano do óleo essencial de 

plantas de Melissa officinalis L. sob o fungo Aspergillus welwitschiae. 

 

METODOLOGIA 

 
 

Este experimento foi desenvolvido no laboratório de Fitoquímica na 

Universidade Federal do Recôncavo da Bahia que está localizada no município de Cruz 

das Almas. Para tanto foi utilizado óleo essencial de Melissa oficinalis L. As plantas de 

M. ofcinallis L. foram cultivadas em casa de vegetação localizada na Fazenda 

Experimental da Universidade Federal do Recôncavo da Bahia (UFRB). 

Os tratamentos foram constituídos dos medicamentos homeopáticos e fungo 

Trichoderma asperellum (TCS 81): T1: Natrum muriaticum 5CH + TCS81; T2: Natrum 

muriaticums 5CH; T3: TCS 81 e o controle (água). 

Os substratos utilizados no cultivo das mudas foram: solo autoclavado, esterco 

bovino curtido (proporção 3:1) e palha de bananeira triturada (10 g). Para o plantio que 

se deu por semeadura direta as mudas foram colocadas em sacos de polietileno com 

capacidade para 2 kg. As plantas receberam aplicações do medicamento homeopático 

Natrum muriáticum 5CH (Diluição em unidades centesimais) a cada 7 dias e 

inoculações com fungo do gênero Trichoderma a cada 30 dias e as plantas controle 

receberam apenas água destilada. As mudas foram regadas 3 vezes ao dia, durante 10 

minutos por meio de sprinklers existentes na casa de vegetação. 

O medicamento homeopático utilizado foi preparado de acordo com as normas 

descritas na Farmacopéia Homeopática Brasileira (2011). O medicamento Natrum 

muriaticum 5 CH foi aplicado no substrato com auxílio de um copo do tipo Becker com 

capacidade de 100 mL a mesma quantidade utilizada durante as aplicações. Para a 
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inoculação do isolado de Trichoderma asperellum (TCS81), foi utilizado um 

micropipetador onde foram pipetados 5000 µL da solução de esporos ajustada a 

concentração de 10⁶ esporos / mL. A inoculação foi realizada diretamente no substrato 

utilizado. 

Com 120 dias após o plantio foi realizada a colheita das plantas e a massa fresca 

foi submetida a secagem em estufa de circulação forçada, a 30 °C até obter massa 

constante. Para cada tratamento foram obtidas 4 repetições de óleo essencial totalizando 

16 unidades experimentais, o óleo essencial foi extraído através da técnica de 

hidrodestilação, por arraste a vapor, em aparelho do tipo Clevenger de acordo com a 

metodologia de Santos et al., (2004) e para tal foram utilizadas a massa seca da parte 

aérea das plantas. 

Após a extração, o óleo essencial foi armazenado em vasos de vidro com 

capacidade de 1mL, hermeticamente fechados e armazenados em freezer ao abrigo da 

luz para posterior análise. Devido à baixa quantidade de óleo essencial por repetição, as 

repetições de cada tratamento foram acondicionadas em um único vaso, obtendo-se 3 

tratamentos e 1 controle. Esse material foi utilizado para a verificação do potencial 

antimicrobiano, as amostras do óleo essencial de M. officinalis L. foram avaliadas 

através do teste de concentração mínima inibitória, sob efeito no fungo Aspergillus 

welwitschiae 

Determinação do Potencial Antimicrobiano 

Obtenção dos Isolados: 

O isolado de Aspergillus welwitschiae foi obtido da coleção de culturas do 

Laboratório de Microbiologia Agrícola do CCAAB/UFRB. Cada isolado foi repicado 

em placas de Petri contendo meio de cultivo batata dextrose ágar (BDA), e mantido por 

7 dias à temperatura de ± 28ºC para crescimento da colônia e posterior utilização nos 

ensaios. 

Ensaios Antifúngicos 

 
Concentração Inibitória Mínima (MIC) 

 
 

A princípio foi preparada a solução matriz do óleo essencial na concentração de 

320 mg/μl diluído em Tween 20 (10%), para cada um dos tratamentos utilizados e o 
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controle, 40 mL da suspensão de esporos fungícos na concentração de 10⁶ conídios/ 

mLˉ¹, e como controle positivo ciclopirox de olamina 400 μg/mL em água destilada 

esterelizada. 

Cada solução foi distribuída, em triplicata, na primeira fileira da placa de Elisa 

contendo 96 micropoços, com meio de cultivo batata-dextrose (BD), além do controle 

positivo, foi feito controle negativo, formado por meio BD, sendo realizadas 4 

repetições da placa de titulação, com delineamento inteiramente ao acaso. A amostra do 

óleo essencial foi testada quanto à inibição do crescimento micelial dos isolados através 

das técnicas de microdiluição em caldo padronizadas pelo NCCLS (ELOFF 1998; 

KUSUCU et al., 2004). 

Antes de se iniciar as análises as placas de titulação foram purificadas, sendo 

lavadas em água corrente, imersas em solução de hipoclorito de sódio (NaClO) durante 

20 minutos, e borrifadas com álcool etílico 70%, após secas foram esterilizadas em 

câmara de fluxo laminar, por 30 minutos sob luz ultravioleta. Após purificação das 

placas, foram adicionados 100 µl de meio BD a todos os micropoços, posteriormente 

foram adicionados 100 µl do óleo essencial nos 3 primeiros micropoços da linha. 

Seguidos de homogeneização e microdiluição seriada com o auxílio de micropipetas de 

alta precisão, nos três primeiros micropoços das linhas B, C, D e E, sendo estes 100 µl 

restantes, descartados. 

Para os demais tratamentos foi utilizado o mesmo método supracitado, onde foi 

feita a diluição entre as demais linhas e colunas obedecendo mesmo padrão de triplicatas 

de acordo com os tratamentos utilizados nas plantas de M. oficinallis L., para cada 

concentração testada de seu óleo essencial. Ao final foram inseridos 100µl da solução 

fungíca, em todos os micropoços das placas de titulação, com exceção dos três 

primeiros micropoços das linhas F, G e H, pois correspondiam ao controle negativo do 

fungo. A concentração final do óleo e controle diluente foi de: 5,0; 2,5; 1,25; 0,625 e 

0,312 ml/mL-1 (Figura 1). Tais concentrações foram selecionadas a partir de revisão 

bibliográficas e testadas em pré-testes. 
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Figura 1: Disposição dos tratamentos na placa de Elisa contendo o meio de cultivo BD, 

preparada para o teste de concentração mínima inibitória. 

 
Efeito Fungicida/Fungistático 

O efeito fungicida/fungistático do óleo essencial de M. oficinallis L. sob o fungo 

A. welwitschiae. Para tal as placas foram esterilizadas, lavadas e autoclavadas, após 

secas foram colocadas em câmara de fluxo laminar, por 10 minutos sob luz ultravioleta. 

Após esterilização as placas foram divididas em 4 quadrantes para avaliação da inibição 

do crescimento micelial do fungo, foram vertidos na placa meio batata dextrose ágar 

(BDA), esterilizado. Em seguida foram pipetados 100µL das amostras resultantes do 

teste de MIC (Mínima concentração inibitória) e adicionada uma gota em cada 

quadrante das placas de Petri. As placas foram vedadas com filme PVC e incubadas em 

estufa tipo B.O.D. por 72 horas a 28°C. 

 
Análise dos Dados 

 
Para o teste de concentração inibitória mínima (MIC), a análise foi realizada por 

meio da observação visual do crescimento do microrganismo nos micropoços das placas 

de Elisa comparando os resultados dos tratamentos ao controle positivo. Para análise do 

teste in vitro do efeito fungicida/fungistático do óleo essencial de M. oficinallis L. sob o 

fungo A. welwitschiae, foi analisada a presença ou ausência do crescimento micelial do 

fungo nas placas de Petri. 
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RESULTADOS 

 
 

O óleo essencial das plantas de M. oficinallis L. tratadas a inoculação do T. 

asperellum (TCS81) apresentaram efeitos no crescimento micelial do fungo A. 

welwitschiae, concentração mínima inibitória de 2,5 e 5,0 µL/mL ˉ¹ (Tabela 1). 

 
Tabela 1. Resultados do teste de concentração mínima inibitória (MiC), do óleo 

essencial de M. ofcinallis L. tratados com Natrum muriaticum 5CH e inoculação de 

T. asperellum (TCS81), sob o fungo A. welwitschiae, Cruz das Almas/BA, 2019. 
 

Concentrações 

(ml/mLˉ¹)    
T1 T2 T3 Controle 

5,0 Não Não Crescimento Não 

2,5 Não Não Crescimento Não 

1,25 Crescimento Crescimento Crescimento Crescimento 

0,625 Crescimento Crescimento Crescimento Crescimento 

0,312 Crescimento Crescimento Crescimento Crescimento 
T1 (Natrum muriaticum 5CH + TCS81); T2 (Natrum muriaticum5CH); T3 (TCS81); Controle 

 
Quanto ao potencial fungicida/fungistático testado no óleo essencial das plantas 

dos tratamentos 1 (Natrum muriaticum 5CH + TCS81), 2 (Natrum muriaticums 5CH) e 

o controle nas concentrações de 2,5 e 5,0 µL/mLˉ¹ o óleo essencial da M. oficinallis L. 

O tratamento 2 apresentou-se como fungistático, pois ao ser inoculado em meio de 

cultura BDA houve crescimento micelial do fungo A. welwitschiae. No entanto para os 

tratamentos 1 e controle o óleo essencial apresentaram efeito fungicida, pois ao serem 

inoculados em meio BDA não ocorreu crescimento micelial (Figura 2). 

 
 

 

 
Figura 2: Crescimento micelial observado 72 horas após inoculação dos fungos na 

placa de Petri. Tratamento 1 (Natrum muriaticum 5CH + TCS81); Tratamento 2 
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(Natrum muriaticum 5CH) e controle nas concentrações de 5,0; 2,5 µL/ mLˉ¹ de óleo 

essencial de M. officinalis. 

 

 

DISCUSSÃO 

 
O óleo essencial tem característica lipofílica que permite a sua atuação na 

estrutura da parede celular do microrganismo, desnaturando e coagulando proteínas, na 

atividade antimicrobiana, isso porque o óleo essencial altera a permeabilidade da 

membrana citoplasmática interrompendo os processos vitais da célula (GNATTA et al., 

2016). 

O efeito do óleo essencial de M. ofcinallis L. é atribuído aos compostos 

bioativos que possuem, como o citral (SILVA et al., 2017), na erva cidreira que são 

substâncias antimicrobianas, no qual inibiram o crescimento de A. welwitschiae, 

mostrando-se promissor no controle de fungo, reduzindo a severidade da doença. 

Demonstrando que, no presente estudo, que o uso do N. muriaticum e a inoculação com 

Trichoderma, potencializou o efeito fungitóxico do óleo essencial de M. officnalis L 

(Tabela 1). 

Os óleos essenciais de citronela e menta foram mais eficientes em inibir o 

crescimento micelial de L. theobromae, com redução da doença em 30 e 29,2%, 

respectivamente (PEIXINHO et al., 2017). Os óleos essenciais de cravo da índia 

(Syzygium aromaticum) e erva cidreira (Melissa officinalis), e o hidróxido de cobre, nas 

concentrações 100 e 10% inibiram o crescimento de Xanthomonas spp. in vitro e 

quando aplicados em intervalos de três e seis dias reduziram a severidade da mancha 

bacteriana do tomateiro, sendo eficientes no controle da doença (ARAÚJO e TEBALDI, 

2019). 

Os óleos essenciais podem ser utilizados principalmente na agricultura orgânica, 

onde utiliza-se produtos naturais para o controle de doenças, reduzindo o uso de 

defensivos agrícolas e consequentemente o impacto ambiental (ARAÚJO e TEBALDI, 

2019). 

A utilização do medicamento homeopático Natrum muriaticum 5CH em 

conjunto com o Trichoderma, possivelmente influenciou na composição química do 

óleo essencial da espécie supracitada uma vez que o tratamento com óleo essencial das 

plantas tratadas reduziu o crescimento micelial do fungo A. welwitschiae. Efeito de 

medicamento homeopático foi observado em planta medicinal Ocimum gratissimum, 
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com aumento do teor de óleo essencial e alteração na quantidade de compostos 

químicos do mesmo (SAMPAIO, 2019). 

Algumas cepas de Trichoderma spp., podem estabelecer relação simbiótica com 

vegetais, em que coloniza as raízes e promove um maior desenvolvimento das plantas, 

além de induzir a resistência a doenças e tolerância ao estresse abiótico, através da 

alteração do metabolismo secundário dos vegetais (GOMES et al., 2017). 

Infere-se através do resultado obtido no presente trabalho que, o fungo 

Trichoderma apresentou influência na síntese de produtos do metabolismo secundário 

das plantas de M. officinalis, uma vez que a utilização de fungos deste gênero tem sido 

relacionada a produção de hormônios, promoção de crescimento, disponibilização e 

aumento da absorção de nutrientes para plantas (MACHADO et al., 2012). 

 

 
CONCLUSÃO 

 
Conclui-se que o óleo essencial de Melissa officinalis L. promoveu a redução do 

crescimento micelial de A. welwitschiae e que o medicamento homeopático Natrum 

muriaticum 5CH e a inoculação com Trichoderrma asperellum, influenciou na 

composição química do óleo essencial de plantas de M. officinalis L. 
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CONSIDERAÇÕE FINAIS 

 
 

A utilização do medicamento homeopático Natrum muriaticum 5CH e a 

inoculação com o fungo Trichoderma promoveu maior produtividade das plantas de 

Melissa officinalis e rendimento de óleo essencial da espécie. O óleo essencial da M. 

officinalis L. possui potencial para redução do crescimento micelial de A. welwitschiae, 
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podendo inibir o crescimento do patógeno, atuando no controle da doença denominada 

podridão vermelha do sisal. 

A utilização do medicamento homeopático e da inoculação do fungo 

Trichoderma em plantas medicinais consiste em uma estratégia importante na 

agricultura sustentável, por fornecer nutrientes as plantas e reduzir o uso de defensivos 

agrícolas, já que reduz o crescimento de fitopatógenos, através da produção de óleo 

essencial com potencial antifúngico. Dessa forma, estudos fitotécnicos em relação a 

influência desses tratamentos em plantas de M. officinalis L, são relevantes para 

obtenção de informações consistentes acerca dessa tecnologia. 


