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RESUMO 

Face à legislação cada vez mais restritiva do número de moléculas de pesticidas sintéticos autorizados, 

da limitação total na aplicação de fungicidas em produtos agrícolas secos armazenados, do aumento 

populacional e da consciência ecológica crescente, tornou-se necessário a utilização de alternativas 

para proteção destes produtos no armazenamento, de modo a diminuir os prejuízos devido a fatores 

bióticos e abióticos. Deste modo, este trabalho teve como objetivo a avaliação da eficácia dos óleos 

essenciais de cravinho e poejo e dos seus compostos ativos principais eugenol e pulegona e do 

composto ativo limoneno, para poder utilizá-los como fungicidas em proteção integrada de produtos 

agrícolas secos armazenados em atmosfera saturada. 

Para isso, utilizaram-se 100 amostras de grãos de milho e de feijão para cada ensaio. Dos resultados 

obtidos verificou-se que o óleo de cravinho teve uma ação antifúngica mais eficaz, seguido do eugenol, 

da pulegona, do óleo de poejo e, por fim, sem qualquer ação fungistática, o limoneno.  

Foram identificados 9 taxa de fungos nos grãos de milho, em que Aspergillus niger foi o mais frequente 

nos ensaios em branco e A. flavus e A. terreus como os mais frequentes nos das misturas de eugenol 

e pulegona. Nos ensaios do feijão foram identificados 25 taxa de fungos com Penicillium corylophilum 

como o mais frequente nos ensaios em branco e na concentração 1,0 µL/mL e o género Monilia sp. 

como o mais frequente na concentração 2,5 µL/mL. 

Adicionalmente, as concentrações 2,5 µL/mL de eugenol e cravinho e a mistura de eugenol e pulegona 

(2,5 µL/mL:2,5µL/mL) tiveram uma atividade fungicida nos contaminantes do feijão. 

 

 

 

Palavras-chave: Syzygium aromaticum, Mentha pulegium, óleos essenciais, armazenamento, 

atividade fungicida. 
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ABSTRACT 

Due to the increasingly restrictive number of authorized synthetic pesticides molecules in legislation, 

the total limitation in the application of fungicides in stored grains, population growth and the growing 

environmental awareness; it has become necessary to use alternatives for protection of these grains 

in storage in order to reduce losses from biotic and abiotic factors. Thus, this study aimed to evaluate 

the effectiveness of essential oils of clove and pennyroyal and their main active compounds eugenol 

and pulegone, and still the active compound limonene to be able to use them in the future as 

fungicides in integrated protection of stored grain in an saturated atmosphere.  

For this, were used 100 samples of maize grains and beans for each trial. From the results obtained it 

was found that clove oil had a more effective antifungal action, followed by eugenol, pulegone,  

pennyroyal oil, and finally, limonene without any fungistatic action. 

Nine fungal taxa were identified in maize, in which Aspergillus niger was the most frequent in the 

control trials and A. flavus and A. terreus as the most frequent in the mixtures of eugenol and pulegone. 

In the trials related to beans were identified 25 taxa of fungi with Penicillium corylophilum as the most 

frequent in the control trials and in the concentration of 1,0 µL/mL and Monilia sp. as the most 

frequent in the concentration of 2,5 µL/mL. 

Additionally, concentrations of 2,5 µL/mL of eugenol and clove oil and the mixture of eugenol and 

pulegone (2,5 µL/mL:2,5 µL/mL) had a fungicidal activity on contaminants of common beans. 

 

 

 

 

Keywords: Syzygium aromaticum, Mentha pulegium, essential oils, storage, fungicide activity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O milho (Zea mays1) é um dos cereais produzidos mundialmente com maior importância económica. 

Em 2013, com uma produção de 1018 milhões de toneladas, foi o cereal mais produzido no mundo, 

seguido do arroz com 741 milhões de toneladas e o trigo com 716 milhões de toneladas, sendo o 

continente americano responsável por 53% da produção mundial (FAOSTAT, s.d.). Caracteriza-se por 

ser um produto com diversas utilizações desde a alimentação humana e animal até à indústria química, 

farmacêutica, têxtil e do papel. Cerca de 70% da produção mundial de milho destina-se à alimentação 

animal e apenas 15% destina-se ao consumo humano, de forma direta ou indireta. A sua utilização 

depende das propriedades físicas e químicas do grão. Na alimentação animal são utilizados grãos com 

alto teor de óleo (6 a 7,5%) e de proteína (>12%), na indústria alimentar e na indústria do papel 

utilizam-se grãos com alto teor de amilose. O milho com alto teor de amilopectina é utilizado na 

indústria alimentar e na indústria química na produção de adesivos, com alto teor de ácido oleico é 

utilizado na produção de óleos e com amido de fácil extração é destinado à produção de etanol (Paes, 

2006).  

 

O feijão (Phaseolus vulgaris) é a espécie mais cultivada dentro do seu género e a leguminosa mais 

importante para a alimentação mundial. Caracteriza-se por ser uma cultura com um grande número 

de variedades (mais de 40000), o que se traduz nos vários tipos de crescimento, nas caraterísticas das 

sementes em termos de tamanho, forma e cor, no tempo de maturação e adaptação a vários climas e 

solos (Jones, 1999). Os feijões secos representam uma importante fonte proteica na dieta humana, 

principalmente nos países em desenvolvimento das regiões tropicais e subtropicais (Yokoyama, 2003). 

O continente asiático com 45% da produção mundial de feijão seco (incluindo o feijão frade (Vigna 

unguiculata) e o continente americano com 35% da produção mundial de 22,5 milhões de toneladas 

em 2013 foram os maiores contribuidores para a produção mundial desta leguminosa. Dentro destes, 

a Índia e o Brasil foram os maiores produtores com mais de três milhões de toneladas (FAOSTAT, s.d.). 

 

Os grãos de milho e os feijões são frequentemente contaminados por fungos e pelas toxinas 

produzidas, associadas a alguns deles durante o armazenamento, o que resulta em reduções de 

qualidade, quantidade, composição nutricional e,  por consequência, redução de valor de mercado.  O 

armazenamento de cereais e leguminosas cria um ecossistema dependente de vários factores e das 

suas interações como por exemplo o teor de água do produto, a atividade da água, a temperatura e a 

presença de agentes biológicos. Nos grandes produtores é mais fácil criar ambientes propícios à boa 

                                                           
1 Classificadores de todas plantas presentes no texto estão descritos no Anexo I. 
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conservação dos grãos, mas sabemos que estas condições não existem em países tecnologicamente 

menos evoluídos nem em produtores com menores recursos financeiros. Prevê-se que o consumo de 

cereais aumente nas próximas décadas atingindo-se em 2050 um consumo de 3,3 mil milhões de 

toneladas, 800 milhões de toneladas a mais do que em 2014 (FAO, 2016). Assim, é cada vez mais 

fundamental investigar quais as melhores condições de criar um bom armazenamento de produtos 

agrícolas secos duráveis. 

 

Várias substâncias químicas sintéticas contribuíram e contribuem para a preservação de alimentos 

durante o armazenamento, no entanto, a maioria manifesta efeitos secundários em humanos e no 

ambiente, e também, a ressurgência de inimigos potenciais e ocasionais devido à não 

biodegradabilidade destas substâncias e do seu uso excessivo (Brul & Coote, 1999). No caso dos 

fungicidas, a sua proibição é total no armazenamento de grãos (Semple et al., s.d.). 

 

O aumento populacional, com as pressões negativas provenientes do uso de pesticidas sintéticos, 

aliados à cada vez maior consciência dos cidadãos para as questões ecológicas fazem com que haja 

maior interesse na proteção integrada e na utilização de alternativas a esse tipo de pesticidas. De entre 

as várias possibilidades para novos fungicidas, as substâncias naturais possuem um grande interesse 

ao fornecerem inúmeras opções de isolamento de compostos ativos devido à diversidade das 

moléculas existentes (Odds, 2005; Cos et al, 2006). Particularmente, dado que os óleos essenciais e 

seus compostos ativos principais produzidos pelas plantas são menos poluentes que os pesticidas 

sintéticos e considerados seguros para o ambiente e para a saúde humana (produtos GRAS – “generally 

recognised as safe”) são uma alternativa para a proteção de culturas e conservação de produtos 

armazenados (Matos et al., 2013).  

 

Este trabalho tem o intuito de contribuir para que a utilização dessas alternativas nos meios de 

proteção integrada de grãos armazenados contra o crescimento de fungos de armazenamento seja 

uma realidade. Para isso, utilizaram-se os óleos essenciais de cravinho e poejo e os seus compostos 

ativos principais eugenol e pulegona e, ainda, o limoneno verificando-se a sua eficácia em atmosfera 

saturada em grãos de milho e em feijão manteiga. Assim, de acordo com a eficácia, avaliar-se-á se 

estas substâncias poderão ser usadas como produtos de proteção biológica alternativos aos pesticidas 

convencionais na proteção integrada de produtos agrícolas secos armazenados. Pretende-se também, 

como integrante do objetivo principal, a identificação ao nível do género e da espécie dos fungos 

isolados associados aos grãos estudados. 
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O estudo foi desenvolvido no âmbito do projeto “MICROPROTECT - Uso de óleos essenciais 

encapsulados para proteção de cereais e leguminosas armazenados (PTDC/AGR-ALI/119270/2010)”. 

A dissertação está dividida em cinco capítulos. Na Introdução é feita uma abordagem superficial ao 

tema e aos objetivos propostos. No segundo é feita uma revisão bibliográfica em que se realça a 

importância do milho e do feijão na alimentação, se definem os fatores que influenciam o 

armazenamento, os estragos e prejuízos dos fungos e de outros agentes biológicos nos produtos 

agrícolas secos armazenados e medidas de meios de proteção. A uma destas medidas, utilização de 

óleos essenciais de plantas e compostos ativos principais, é dada a devida relevância. Em Material e 

Métodos, terceiro capítulo, apresenta-se a metodologia utilizada para os objetivos do trabalho. No 

quarto capítulo apresentam-se e discutem-se os resultados, confrontando-os com estudos de outros 

autores. No quinto, as principais conclusões são evidenciadas. Seguem as Referências bibliográficas e 

os Anexos. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. MILHO 

 

O cultivo do milho é origininário da América central, a partir do qual se espalhou a norte para o Canadá 

e a sul para a Argentina. A planta mais antiga, com cerca de 7000 anos foi encontrada por 

arqueologistas em Teotihuacan, um vale perto de Puebla, no México; no entanto, é possível que haja 

outras origens no continente americano. Este cereal foi preponderante nas civilizações Maias e 

Aztecas, com um papel nas suas crenças religiosas, festividades e nutrição. No final do século XV, 

depois da descoberta do continente americano por Cristovão Colombo, o milho foi introduzido na 

Europa através da Espanha (FAO, 1992).  

 

O milho (Zea mays) pertence à família Poaceae, sendo anual monoica de polinização cruzada. A 

semente desenvolve-se na espiga, na maioria, uma por caule e pode, teoricamente e 

aproximadamente, ter 700 grãos. A produtividade pode ser expressa pelo peso da espiga por mil grão 

e no milho varia entre 190g e 300g, dependendo do genótipo, condições ambientais e práticas culturais 

(FAO, 1992). 

 

 A cultura cresce desde climas temperados a tropicais no período em que as temperaturas médias 

diárias superam os 15°C e sem geadas. A adaptabilidade das variedades varia bastante em diferentes 

climas, e, deste modo, a escolha correcta da variedade coincidirá o período de crescimento da cultura 

com o comprimento da época de crescimento. Quando as temperaturas médias diárias durante a 

época de crescimento superam os 20°C, as variedades temporãs demoram 80 a 110 dias enquanto que 

as médias demoram 110 a 140 dias a atingir a maturação. Quando as temperaturas médias diárias 

ficam abaixo de 20oC, existe um prolongamento de 10 a 20 dias, na maturação, por cada decréscimo 

de meio grau Celsius, dependendo da variedade. Com uma temperatura média diária de 10oC a 15oC o 

milho é cultivado como cultura forrageira devido aos problemas de vingamento e maturação. É uma 

cultura moderadamente sensível à salinidade e muito sensível à geada mas tolera dias quentes e secos 

se tiver àgua disponível suficiente e as temperaturas não ultrapassem os 45oC. Relativamente à 

duração dos dias, a planta do milho é considerada neutra ou de dias curtos (FAOWater Development 

and Management Unit, s.d.). 

 

Esta cultura, com uma produção em 2013 de 1018 milhões de toneladas (Figura 1), foi o cereal mais 

produzido no mundo, seguido do arroz com 741 milhões de toneladas e o trigo com 716 milhões de 
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toneladas (FAOSTAT, s.d.), fornecendo nutrientes para humanos e animais e tendo sido também 

utilizado como matéria prima para a produção de amido, proteína, óleo, bebidas alcoólicas, adoçantes, 

combustível e silagem. O maior produtor mundial é os Estados Unidos da América (EUA) seguido da 

China, Brasil, México e Argentina (Figura 2), sendo por isso o continente americano responsável por 

metade da produção mundial em 2013 (Figura 3). De modo a satisfazer a procura das inúmeras 

indústrias de processamento de milho ao longo do ano, este cereal de Verão, tem de ser armazenado 

em condições favoráveis à sua preservação (Paraginski et al., 2014).  

 

 
Figura 1. Produção mundial de milho em milhões de toneladas (FAOSTAT, s.d.). 

 
 
 

 
Figura 2. Maiores produtores mundiais de milho em milhões de toneladas (FAOSTAT, s.d.). 

 

 
Figura 3. Proporção da produção de milho por continente (FAOSTAT, s.d.). 
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Diferentes tipos de milho são cultivados por todo o mundo, em que, uma das diferenças é a cor, que 

pode ser desde branca a amarela até vermelha a preta. A maioria do milho cultivado nos EUA é 

amarelo, enquanto que a população africana e sul americana prefere milho branco. As razões 

associadas à preferência da população africana ao milho branco são relativas à condição social, 

associando o milho amarelo às ajudas humanitárias e a populações pobres. Adicionalmente a 

alimentação animal é feita com a folhagem do milho amarelo (National Chamber of Milling, 2008). 

Contudo, a principal razão é a tradição, este hábito leva a que as populações consumam menos 

carotenoides e criptoxantina, percursores da vitamina A. Também nas farinhas é dada preferência às 

refinadas, mais claras, com menos fibras, vitaminas e minerais (Doebley, 2004). 

 

Existe uma classificação do milho com base no tamanho e composição nutricional do endosperma, 

resultando numa classificação por tipo de grão: dentado, duro, farináceo e pipoca (Figura 4) (Paes, 

2006). Outro critério de classificação é pela quantidade de açúcar, sendo que esta quantidade depende 

da variedade e da maturação. O milho doce tem um menor poder de conservação e deve ser 

consumido fresco, embalado ou congelado. As variedades doces não podem ser suplementadas 

nutricionalmente (Brown & Darrah. 1985; Gibson & Benson, 2002). 

 

 

Figura 4. Tipos de milho e proporções relativas do endosperma farináceo e vítrio (Paes, 2006). 

 

As maiores pragas de armazenamento do milho são Sitophilus zeamais 2 , Sitophilus oryzae, 

Prostephanus truncatus pertecentes à ordem Coleoptera e Sitotroga cerealella da ordem Lepidoptera 

(Taruvinga et al., 2014). 

 

 

 

                                                           
2 Classificadores de todos os insetos presentes no texto estão descritos no Anexo I. 
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2.2. FEIJÃO 

 

Feijão é a denominação comum dada à leguminosa com grande número de variedades, cujo nome 

científico é Phaseolus vulgaris. Podem ser cultivadas variedades para consumo em fresco ou em seco, 

sendo estas últimas as interessantes sob o ponto de vista do armazenamento. O processo de 

domesticação desta planta ocorreu a partir de variedades selvagens desde a América Central até à 

zona dos Andes (Gepts, 1998). É uma cultura sensível à salinidade e à humidade, provocando, o excesso 

de humidade, a queda das flores e vagens e a severidade de doenças, o que limita as boas 

rentabilidades quando cultivada nos trópicos húmidos. A temperaturas médias diárias altas, acima de 

20oC, aumenta a quantidade de fibras na vagem (FAOWater Development and Management Unit, s.d.).   

 

Esta leguminosa ao fixar o azoto atmosférico no solo pode ser usada em rotação com gramíneas, e, 

para além de ser uma boa fonte de proteína bruta (15% a 25%) e de amido (27 a 58%) (Reddy et al., 

1984), também fomenta interesse pelo conteúdo em micronutrientes e propriedades funcionais de 

alguns componentes (Amarowicz & Pegg, 2008; Campos-Vega et al., 2010; Hernández-Ramirez et al., 

2009). 

 

O consumo do feijão está associado à redução do risco de algumas doenças cardiovasculares e cancro. 

Os efeitos fisiológicos do feijão provêm da presença abundante de, entre outros, polifenóis, que 

conferem propriedades anticarcinogénicas e antioxidantes (Atchibri et al., 2010). 

 

A produção mundial de feijão, que inclui também o feijão frade (Vigna unguiculata), atingiu um pico 

de produção em 2010, tendo-se mantido acima das 22,5 milhões de toneladas até 2013 (Figura 5). As 

regiões de maior consumo desta leguminosa incluem toda a América latina, África subsariana e a Índia 

(Uebersax, 2006), o que confere com os maiores produtores mundiais, India e Brasil (Figura 6), sendo 

que os continentes Asiático e Americano produzem quase 80% da produção mundial (Figura 7). 

 

 

 

Figura 5. Produção mundial de feijão seco em milhões de toneladas (FAOSTAT, s.d.). 
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Figura 6. Maiores produtores mundiais de feijão seco em milhões de toneladas (FAOSTAT, s.d.). 

 

Figura 7. Proporção da produção de feijão seco por continente (FAOSTAT, s.d.). 
 

Geralmente o desenvolvimento de fungos no armazenamento do feijão não é problemático quando o 

teor de água do produto é inferior a 14%. Existem três grandes pragas de armazenamento, da ordem 

Coleoptera e família Bruchidae, Zabrotes subfasciatus, Acanthoscelides obtectus e Callosobruchus 

maculatus. As outras pragas causam menos estragos no feijão e provêm de diferentes produtos 

armazenados no mesmo armazém (Jones, 1999; Taruvinga et al., 2014). 

 

 

 

2.3. ARMAZENAMENTO 

 
O armazenamento compreende uma das fases intermédias entre a colheita e o consumidor visando 

manter a qualidade do produto armazenado num prazo mais ou menos alargado (Matos, 2004). Este 

pode ser a granel ou ensacado, depende da dimensão, condições sócioeconómicas e logística da 

exploração ou indústria transformadora. O grão armazenado é um organismo vivo no estado de 

dormência que pode permanecer inalterado por longos períodos de tempo, sendo o componente 

principal do ecossistema de armazenamento de cereais e leguminosas (Navarro et al., 2002a). 
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Assim, o armazenamento tem uma importância fulcral na segurança alimentar das populações, 

permitindo a manutenção das características nutricionais e sabor originais dos produtos durante vários 

meses, além de minimizar o impacte das flutuações de preços ao longo do tempo. Dado que os cereais 

e as leguminosas estão na base da alimentação humana, principalmente para famílias de países em 

desenvolvimento, a fase de armazenamento destes produtos assume clara importância.  

 

Para um bom armazenamento é necessário que se cumpram vários parâmetros tanto no campo como 

no armazém e deve ser dada primazia às ações preventivas. Quando as condições não são as ideais 

para o tempo em armazém pretendido, os alimentos perdem qualidades nutricionais, devido a 

alterações da composição química e física dos grãos (Christensen & Sauer, 1982). As alterações da 

composição química devem-se, por um lado, a alterações estruturais e actividade das enzimas 

endógenas e, por outro, à actividade dos contaminantes fúngicos (Onigbinde & Akinyele (1990).  

 

2.3.1. OS FUNGOS EM PRODUTOS ARMAZENADOS 

 

Os fungos presentes nos produtos agrícolas estão divididos em fungos de campo e fungos de 

armazenamento, como forma de simplificação, embora haja fungos que se possam inserir em ambas 

as denominações.  

 

Os fungos de campo invadem o grão antes da colheita e são menos importantes na deterioração do 

grão após a colheita, a não ser que os grãos permaneçam sujeitos a condições ótimas ambientais. A 

contaminação de uma determinada cultura resulta, usualmente, de um fungo específico devido a 

condições meteorológicas, região ou localização geográfica, susceptibilidade da planta e práticas 

culturais propícias (Pitt & Hocking, 2009).  

 

Ao necessitarem de um elevado teor de água do produto, os fungos de campo ficam com o crescimento 

limitado, ou sobrevivem numa forma latente, nos grãos, durante o armazenamento (Lacey et al., 

1980). Os géneros mais vulgarmente encontrados são Alternaria3, Cladosporium, Helminthosporium, 

Fusarium, Trichoderma, Curvularia, Stemphylium e Nigrospora (Wallace, 1973). 

 

São denominados fungos de armazenamento os organismos, adaptados a baixos teores de água do 

produto, que contaminam os grãos armazenados, provocando a deterioração e redução de qualidade. 

                                                           
3 Classificadores de todos os fungos presentes no texto estão descritos no Anexo I. 
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(Christensen, 1967; Mourato, 1984). Os géneros aos quais pertencem os fungos de armazenamento 

são  Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Paecilomyces (Christensen & Kaufman, 1969). 

 

O inóculo de fungos de armazenamento pode ser encontrado em alguns grãos presentes no armazém 

sob a forma de esporos dormentes à sua superfície (mais abundante), ou imediatamente abaixo do 

pericarpo sob a forma de micélio dormente (Magro, 2001). 

 

O género Fusarium é comummente dominante no campo quando a atividade da água (aw) não é um 

factor limitativo para a maioria do período de crescimento da cultura cerealífera; continua o seu 

desenvolvimento no armazenamento se a secagem dos grãos não for feita convenientemente (Magan 

& Lacey, 1984a, 1984b, 1984c). O género Aspergillus, pelo contrário é mais xerofílico e dominará a 

micoflora em situações mais limitantes, mesmo que tenha sido demonstrado que fungos do género 

Fusarium sejam mais competitivos que Aspergillus e Penicillium (Marin et al., 1998). Relativamente ao 

género Penicillium e, tal como no género Aspergillus, algumas espécies conseguem crescer a valores 

de aw reduzidos (menores que 0,80) como são os casos de P. brevicompactum e P. chrysogenum. 

Bastantes espécies deste género são psicrotróficas conseguindo deteriorar alimentos guardados em 

ambientes refrigerados (Pitt & Hocking, 1997). 

 

 

2.3.2. FATORES QUE INFLUENCIAM O ARMAZENAMENTO 

 

Os fatores que influenciam a deterioração de produtos armazenados podem ser de natureza abiótica 

ou biótica. As alterações no grão podem ser devidas à temperatura, à atividade da água, ao teor de 

água do produto, à composição nutricional, ao metabolismo e à integridade do próprio grão, ao grau 

de contaminação fúngica dos grãos antes do armazenamento, à presença de insetos, ácaros, roedores 

e aves, ao período de armazenamento, à presença de resíduos vegetais e outros materiais estranhos 

e às condições do próprio armazém (Magro, 2009).  

 

 

2.3.2.1. Teor de água do produto 

 

O teor de água do grão provém de três origens: da água do próprio grão, da humidade do ar e da 

atividade biológica. A secagem dos grãos previne a germinação, o desenvolvimento de fungos e 

bactérias e as condições favoráveis para os insetos. Este processo depende das condições locais, clima, 

estação, volume da colheita, situação financeira do agricultor e equipamento disponível. 
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Tendo em conta que a digestão nos fungos é extracelular, quanto mais elevado for o teor de água no 

grão danificado, mais fácil é o desenvolvimento fúngico devido à disponibilidade de nutrientes 

(Richardson, 1999). Assim, o teor de água no produto é o fator mais preponderante que condiciona o 

crescimento de fungos em produtos armazenados uma vez que, a água assume um papel importante 

como meio de transporte de nutrientes (Sweets, 2000). 

 

Os fungos desenvolvem-se melhor em ambientes húmidos e quentes; no entanto, mesmo a baixas 

temperaturas, o desenvolvimento de alguns fungos pode ocorrer. O baixo teor de água do produto 

não impede que os esporos que são resistentes a condições secas permaneçam viáveis durante um 

longo período de tempo (de Groot, 2004). 

 

O controlo do teor de água do grão é vital para evitar a sua alteração por fungos. Geralmente, um valor 

acima de 18% levará a que se tenha de realizar a secagem. O tempo correto para se atingir o teor de 

água depende da temperatura do grão: uma combinação de alta temperatura e humidade resulta num 

risco maior de desenvolvimento de fungos e de consequente produção de micotoxinas (HGCA, 2011). 

 
Uma vez que o grão troca água com o ar à sua volta até alcançar, em locais fechados, um balanço da 

humidade relativa de equilíbrio (HRE), é mais seguro o armazenamento a uma menor temperatura; à 

medida que a temperatura diminui, a HRE também diminui (HGCA, 2011). 

 
No caso do milho, o teor de água deve ser reduzido para 22% em 24 horas e 11% a 13% em 48 horas 

(Lee, 1994). O teor de água do produto entre 11% a 14% pode ser suficientemente baixo para prevenir 

a deterioração dos grãos armazenados por um período de tempo inferior a um ano mas, é necessário 

baixar para 10% a 12% para um período temporal maior (Brackett, 1997). A  susceptibilidade à quebra 

dos grãos é maior com o aumento do teor de água do milho na colheita e da temperatura do ar de 

secagem.  Assim, para evitar a quebra do grão durante a secagem, o grão deve ter 15% a 16,5% na 

colheita e ser seco a temperaturas de 40ºC a 60 ºC. Também se deve ter em conta que quanto mais 

seco estiver o grão, maiores serão as reduções no peso (Alves et al., 2001). 

 

A acidez e a percentagem dos grãos visivelmente infectados por fungos de armazenamento estão 

bastante dependentes do teor de água do produto (Paraginski et al., 2014). A humidade aliada à 

temperatura, não favoráveis, causam alterações na acidez e pH dos cereais e produtos de cereais 

(Huyghcbact & Schoner, 1999; Savich & Joldaspaeva, 1993; Zhang et al., 1997). 
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2.3.2.2. Atividade da água (aw) 

 
A atividade da água quantifica a relação entre o teor de água do produto e a capacidade dos 

microrganismos crescerem nesse produto e define-se como aw = p/p0, em que p é a pressão parcial do 

vapor de água no material de teste e p0 é a pressão de saturação do vapor de água pura sob as mesmas 

condições. Por exemplo, aw de 0,80 significa que a pressão de vapor é 80% do mesmo em água pura; 

é um parâmetro ou variável que aumenta com a temperatura. A condição de humidade de um produto 

pode ser medido como a HRE expressa em percentagem ou como a atividade da água expressa 

decimalmente (FDA, 1987). 

 

Este conceito é usado para expressar a disponibilidade de água para o crescimento de microrganismos 

e para a atividade enzimática (Lacey & Magan, 1991). 

 

Geralmente, os grãos e seus subprodutos são resistentes à deterioração provocada por fungos devido 

à sua baixa aw, o que faz com que haja uma diminuição da taxa de crescimento fúngico, devido ao 

aumento da fase lag (fase de adaptação) da curva de crescimento (International Commission on 

Microbiological Specifications for foods, 1980). O grau de tolerância a um baixo valor de aw é expresso, 

de forma simplificada, como o menor valor de aw a que um fungo se consegue desenvolver. São 

designados xerófilos, os fungos que crescem a valores de aw menores que 0,85 (Pitt, 1975). O valor 

limite para o qual os fungos não se conseguem desenvolver, situa-se entre 0,60 a 0,65 (Snow et al., 

1944). 

 

 

2.3.2.3. Temperatura 

 
A temperatura atmosférica, a temperatura do grão e a temperatura intergranular  são factores 

importantes que permitem controlar mais eficazmente a atividade de todos os inimigos dos produtos 

armazenados, de uma forma geral. 

 

O intervalo de temperatura ótima para o desenvolvimento da maioria dos insectos e fungos no 

armazenamento situa-se entre os 25oC e os 34oC e os 15oC e os 30oC, respectivamente (Taruvinga et 

al., 2014). No entanto, algumas espécies de Fusarium  (Joffe, 1962) e Penicillium (Mislivec & Tuit, 1970) 

crescem a temperatura negativas, entre -7oC e 0oC. Algumas espécies de Aspergillus toleram intervalos 
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de temperatura bastante alargados (termotolerantes), crescendo entre 8oC a 45oC como são exemplo 

A. flavus e A. niger (Panasenko, 1967). 

 

O metabolismo do grão, a atividade de insetos e fungos, produzem calor que se pode concentrar num 

local específico dentro da massa de grãos armazenados causando, na nomenclatura anglo-saxónica, 

os hot spots. Um hot spot causa a migração de insetos e a condensação de vapor de água em zonas 

mais frescas dos grãos, perto da superfície. Consequentemente o crescimento de fungos e o processo 

de germinação da semente ocorrem, o que leva à formação de novos hot spots. Assim, este processo, 

alimentado positivamente pelo teor de água do produto, autoestimula-se e o prejuízo dos grãos 

aumenta  (de Groot, 2004). 

 

 

2.3.2.4. Agentes biológicos 

 
A presença de agentes biológicos durante o armazenamento é passível de causar elevados estragos e 

prejuízos aos grãos armazenados. Por agentes biológicos compreendem-se os mais relevantes, os  

artrópodes e fungos, seguidos por roedores e aves. 

 
Os produtos destinados ao armazenamento devem ser protegidos no campo contra ataques de insetos 

que facilitam a contaminação por fungos e que se tornarão no inóculo para a posterior infeção durante 

o armazenamento (Magan & Aldred, 2007). 

 
Apesar dos insetos e ácaros serem, por si só, importantes causas de deterioração dos grãos 

armazenados, também intervêm, de diferentes formas, na colonização fúngica. Mais propriamente, os 

artrópodes produzem água proveniente do seu metabolismo, o que aumentará o teor de água do 

produto e a humidade relativa (Lacey et al., 1980; Sweets, 2000). Adicionalmente, na sua atividade 

alimentar, danificam o tegumento originando locais de fácil penetração dos fungos (Wallace & Sinha, 

1981). Para além disso, são vectores de esporos de fungos quer no campo, quer no armazém e o seu 

material fecal serve como substrato para facilitar a contaminação fúngica (Dunkel, 1988; Wallace & 

Sinha, 1981). 

 

Os roedores são responsáveis por estragos durante o armazenamento, devido ao facto de serem 

bastante comuns em toda parte, terem alta taxa de reprodução e difícil controlo ou erradicação. Para 

além dos grãos consumidos, os roedores podem causar estragos nas instalações ou nos 

sacos/embalagens de armazenamento dos grãos, contaminar os produtos com dejetos e propagar 

doenças como a toxoplasmose, leptospirose e febres causadas por bactérias do género Rickettsia, da 
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Rocha Lima, ou pelo Hantavírus. Os estragos causados por aves não costumam ser problemáticos, a 

não ser que se negligencie as boas práticas no armazenamento. No entanto podem causar problemas 

no campo ou nas pilhas de secagem de instalações abertas, contaminando os grãos com dejetos e 

serem vectores de Salmonella sp. (Taruvinga et al., 2014). 

 

 

2.3.2.5. Interação entre fatores 

 
A relação entre aw e o teor de água difere entre grãos ricos em amido e grãos ricos em lípidos e, em 

menor extensão entre diferentes tipos de grãos e variedades. Deste modo, o teor de água é expresso 

pela atividade da água, para poder-se comparar a disponibilidade de água para o crescimento 

microbiano em diferentes tipos de grãos.  

 
As condições sub-ótimas de um fator diminuem a capacidade do fungo tolerar condições extremas de 

outro fator. O mínimo de aw necessário para permitir o crescimento ocorre quando se atinge o ótimo 

de temperatura, assim como o intervalo ótimo de temperatura é atingido quando a aw é ótima. A aw 

interatua com a composição gasosa intergranular (Lacey et al., 1990). 

 

 

2.3.3. ESTRAGOS E PREJUÍZOS NO ARMAZENAMENTO 

 

Segundo Amaro (2003), a designação de estrago define-se como o efeito inconveniente provocado, 

direta ou indiretamente, pelos inimigos das culturas, no desenvolvimento das culturas ou nos seus 

produtos, enquanto que prejuízo define-se como a redução, com importância económica, da produção 

de uma cultura, quer em quantidade quer em qualidade, causada por inimigos da cultura. 

  

Assim o estrago pode ser tolerado se não implicar consequências económicas num nível previamente 

definido. Especificamente para o armazenamento, a diferença entre estes dois conceitos pode ser 

muito ténue, devido ao facto de, num local confinado, os estragos poderem atingir rapidamente 

prejuízos. Se não forem implementadas boas práticas no armazenamento, as reduções de produtos 

agrícolas após a colheita, principalmente em agricultura de subsistência ou de pequena escala, podem 

chegar a 30% (Taruvinga et al., 2014). 

 

O tipo de substrato, a atividade da água, a composição do ar e a temperatura são os parâmetros mais 

importantes que irão afetar o crescimento fúngico e a produção de micotoxinas, sendo assim, 

fundamental o seu controlo (Magan et al., 2003). 
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Os fungos são responsáveis pela alteração do sabor, textura e aparência dos grãos. Contribuem para 

o aquecimento e para a redução de matéria seca dos grãos devido à utilização dos glícidos como fonte 

de energia, degradação de proteínas e lípidos, para a redução da qualidade nutricional e viabilidade 

da semente (Magan & Aldred, 2007). Para além disso, há inúmeras espécies que podem causar 

problemas de saúde recorrentes da inalação dos esporos como alergias, asma e outros problemas 

broncopulmonares (Zabka et al., 2014).   

 

Durante o processo metabólico primário dos fungos um grande número de metabolitos são formados 

e podem-se acumular em certas condições, nomeadamente na decomposição dos hidratos de 

carbono, o etanol e ácidos orgânicos ou também a acumulação de glicogénio e lípidos (Filtenborg et 

al., 2004).  

 

Adicionalmente, os fungos produzem um vasto número de metabolitos secundários tais como, 

micotoxinas, insecticidas, antibióticos, inibidores de crescimentos das plantas e compostos voláteis 

como, por exemplo, o 3-metil-1-butanol, o hexanal e a 3-octanona a que se atribuem alterações das 

propriedades originais dos alimentos (Magro, 2001).  

 

2.3.3.1. Micotoxinas 

 

As micotoxinas são metabolitos secundários produzidos por fungos tanto no campo como no 

armazenamento, sendo que apresentam efeitos tóxicos para os animais e para o Homem (Caprioti et 

al., 2012; Bertiller et al., 2013). 

 

De entre centenas de micotoxinas conhecidas as mais importantes, pela sua toxicidade e percentagem 

e dispersão das estirpes produtoras, são as aflatoxinas, ocratoxinas, desoxinivalenol, zearalenona, 

fumonisinas e tricotecenos (Wagacha & Muthomi, 2008). No entanto, existem outras menos comuns, 

prejudiciais para a saúde e com potencial efeito sinergético ou aditivo como o ácido penicílico, à 

ocratoxina A, xantomegnina, viomeleina e vioxantina (Lindenfelser et al., 1973; Stoev et al., 2001). O 

efeito sinergético que tem a substância de baixa toxicidade, culmorina, com o desoxinivalenol, 

demonstrado em lagartas (Dowd et al., 1989) ou até o ácido ciclopiazónico (CPA) e as aflatoxinas, uma 

vez, que ocorrem em estirpes de A. flavus isoladas de amendoins (Vaamonde et al., 2003) e milho 

(Resnik et al., 1996). 
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As aflatoxinas têm efeitos carcinogénicos, hepatocarcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, de 

hepatotoxicidade e de imunotoxicidade (Raisuddin, 1993; Groopman et al., 2008). Os compostos 

produzidos são designados de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 e M1. São produzidas por cerca de 40% das 

estirpes de fungos da espécie A. flavus, que tem grande afinidade para a contaminação de culturas de 

milho, amendoins e outros frutos secos e sementes de algodão. Esta micotoxina é produzida por 

Aspergillus parasiticus em amendoins, em que todos os isolados conhecidos produzem ambas 

aflatoxinas B e G (Frisvad et al., 2006). Outras espécies produtoras são A. nominus, A. arachidicola e A. 

minisclerotigenes (Samson et al., 2010). 

 

A ocratoxina A (OA) é uma nefrotoxina com possibilidade de causar efeitos carcinogénicos, 

teratogénicos, de imunotoxicidade, de nefrotoxicidade e hepatotoxicidade (Beardall & Miller, 1994; 

Kuiper-Goodman & Scott, 1989; Pléstina, 1996; Schlatter et al., 1996), cujos principais fungos 

produtores do género Aspergillus pertencem ao subgénero Circumdati, nomeadamente,  A. 

westerdijkiae, A. steynii, A. ochraceus que podem ser encontrados em cereais. A. carbonarius e 

Petromyces alliaceus são importantes produtores desta toxina e podem ser encontrados em uvas e 

figos respectivamente. Apesar de A. niger ter poucas estirpes produtoras de OA, ao ser bastante 

comum e produzir OA em cultura pura, deve ser tido em conta. O género Penicillium contém dois 

importantes produtores de ocratoxina A, particularmente as espécies P. verrucosum em cereais 

armazenados e P. nordicum em carnes (Frisvad et al., 2006). 

 

No género Fusarium, destacam-se as fumonisinas, desoxinivalenol e T-2 (tricotecenos) e a zearalenona. 

As fumonisinas são, a par das aflatoxinas,  consideradas as mais relevantes micotoxinas em alimentos. 

As fumonisinas são hepatotóxicas em todas as espécies testadas e nefrotóxicas em muitas delas, para 

além de poderem potenciar carcinomas (Cousin et al., 2005). As espécies que produzem esta 

micotoxina são F. oxysporum, F. proliferatum, F. subglutinans e F. verticillioides (Samson et al., 2010). 

Com efeitos hematotóxicos e imunossupressores, existem centenas de tricotecenos identificados, 

destacando-se, porém, o desoxinivalenol produzido por F. graminearum e F. culmorum sobretudo em 

cereais e a toxina T-2 produzidas por F. sporotrichioides  e  F. langsethiae isolados igualmente de 

cereais. Zearalenona é uma micotoxina estrogénica, causando hiperestrogenismo, encontrada na 

cultura de trigo e milho em plantas atacadas por fusarioses. Esta é produzida por F. graminearum, F. 

culmorum, F. cerealis, F. equiseti e F. semitectum e pode potenciar tumores de dependência hormonal 

e problemas graves no aparelho reprodutor (Cousin et al., 2005; Frisvad et al., 2006; Samson et al., 

2010).  
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2.3.3.2. Controlo das micotoxinas 

 

O controlo dos níveis de toxinas nas culturas pode ser feito em três fases: na produção, no 

armazenamento e no processamento. Medidas de prevenção que evitem tratamentos com fungicidas 

são, declaradamente, mais eficazes se tivermos em conta todos os fatores socioeconómicos e 

ambientais. Na produção, o controlo dos fungos patogénicos faz-se através da proteção contra pragas, 

rega, fertilização, rotações culturais, colheita precoce e enterramento dos restos da cultura (Munkvold, 

2003; Champeil et al., 2004). A utilização de sementes melhoradas que conferem resistência contra 

pragas, no sentido clássico do melhoramento ou através da biotecnologia vegetal, são já usadas na 

agricultura como é o caso do milho transgénico que expressa a toxina de Bacillus thuringiensis Berliner 

(bt) em relação à resistência contra pragas. Além disto, a investigação no avanço da resistência da 

planta diretamente ao ataque do fungo é um objetivo a alcançar, uma vez que a existência de pragas 

é um factor que amplia a contaminação mas não é o único . Neste âmbito existem duas estratégias, 

uma através do controlo transgénico da capacidade do fungo conseguir colonizar a espiga pode ser 

obtido através da sobre expressão de genes que produzam proteínas e metabolitos anti fúngicos 

específicas ou do aumento da resistência da própria planta nos tecidos das espigas. Outra estratégia 

insere-se na prevenção da biossíntese de micotoxinas ou desintoxicação das micotoxinas na planta 

quando existe um maior risco de estirpes produtoras destas ou condições para a sua formação (Duvick, 

2001). Todavia, nem todo este conhecimento está no mercado, daí que tem sido realizada investigação 

no âmbito da proteção biológica. Nos EUA, em 2001, conseguiram-se reduzir os níveis de aflatoxinas 

em 80%, em sementes de algodão através da introdução de estirpes de A. flavus não toxigénicas 

(Robens & Riley, 2002), tal como Luongo et al. (2005) obtiveram a supressão parcial da colonização e 

esporulação de F. verticillioides e F. proliferatum pela introdução de fungos não patogénicos do género 

Fusarium; foi demonstrado que estirpes de Trichoderma controlam fungos patogénicos através de 

mecanismos de competição de espaço e nutrientes, antibioses, micoparasitismo, fertilização e 

estimulação das defesas das plantas (Benitez et al., 2004). 
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2.3.4. MEDIDAS PREVENTIVAS E MEIOS DE PROTEÇÃO 

 
As medidas preventivas começam no campo, na escolha de variedades menos susceptiveis a ataques 

de fungos e de insetos, escolhendo aquelas que têm sementes com um tegumento mais compacto e 

resistente e ainda realizar a colheita precocemente.  

 

A escolha e preparação do local temporário ou definitivo é uma etapa fundamental na garantia da 

segurança do armazenamento de grãos. A instalação deve incluir algumas características, como por 

exemplo, ser construída fora de locais propensos a cheias, longe dos campos de onde vieram os grãos 

e longe de empresas agropecuárias, limitando a contaminação por insectos e consequentemente por 

fungos (de Groot, 2004). Além disso os locais devem estar limpos de detritos, de colheitas anteriores, 

sem fugas ou rachas e com os equipamentos desinfectados (HGCA, 2011). 

 

Os grãos devem ser armazenados não danificados, sem restos de cultura e com um nível de humidade 

compatível com as boas práticas de conservação (de Groot, 2004). 

 

No caso de culturas como o milho, milho miúdo e sorgo é possível deixá-las secar antes da colheita. Na 

secagem industrial é possível aniquilar, pelas maiores temperaturas atingidas, ovos e larvas de insetos 

mesmo dentro dos grãos. Também é possível recorrer a cinza de madeira e de palha, argila cozida e 

arroz tostado como materiais absorventes adicionados à pilha do produto a secar em agricultura de 

subsistência principalmente em África (de Groot, 2004).  

 

No caso de ocorrência de flutuações de temperatura diárias, estas, devem ser minimizadas através do 

sombreamento, arejamento ou outro método (de Groot, 2004). Para um armazenamento de 12 meses, 

sem haver alterações no pH, amarelecimento ou acastanhamento, aumentos de acidez, solubilidade 

proteica e propriedades plásticas, o milho deve ser mantido a 5oC (Paraginski et al., 2014). 

 

Por fim, é necessário que se façam inspeções regulares aos grãos e que se mantenha um registo do 

tempo de armazenamento, das condições abióticas e medidas de controlo adotadas (de Groot, 2004). 

Ao combinarem-se diferentes estratégias preventivas que limitem estragos pelas pragas e doenças, 

permitirá que a utilização de pesticidas seja minimizada. 

 

Outros meios de luta podem ser utilizados na proteção dos grãos armazenados, especificamente, a 

radiação ionizante que danifica o DNA cromossómico dos fungos, os conservantes químicos nos quais 

se incluem os ácidos acético, láctico, propiónico, sórbico e benzoico, embora a maioria seja 
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bacteriostática ou fungistática e apenas para consumo animal, as atmosferas controladas com a 

manipulação da concentração de um ou mais gases, a utilização de ozono, o arrefecimento, o 

congelamento, a redução de aw, a restrição de nutrientes, a adição de substâncias naturais de origem 

vegetal nomeadamente os óleos essenciais e seus compostos ativos principais (Magro, 2001). No 

entanto, alguns destes métodos apresentam condicionantes quer económicas, quer físicas ou 

químicas. 

 

O ozono usado como fumigante neutraliza várias pragas de produtos armazenados como Tribolium 

castaneum, Rhyzopertha dominica, Oryzaephilus surinamensis, S. oryzae e  Ephestia elutella (Sousa et 

al., 2008). Adicionalmente, através de estudos em laboratório e de campo, comprovou-se a eficácia do 

ozono no controlo de insectos resistentes à fosfina (insecticida) (Qin et al., 2003). Assim, esta técnica 

é uma alternativa eficaz e ambientalmente aceitável no controlo de pragas dos grãos armazenados de 

cereais e leguminosas. 

 

Outra alternativa ao armazenamento tradicional que previne a contaminação de produtos 

armazenados consiste na utilização de sacos herméticos que criam uma alteração na composição do 

ar dentro dos próprios, baixando os níveis de oxigénio e aumentanto os de dióxido de carbono devido 

ao metabolismo dos grãos, dos insetos e dos fungos (Quezada et al., 2006). Um deste tipo de sacos 

herméticos designa-se de “Purdue Improved Crop Storage” (PICS) que são compostos por duas 

camadas de polietileno de alta densidade com 80 mm de expessura e uma camada exterior de 

polipropileno para permitir o manuseamento. Esta tecnologia permite que os grãos armazenados 

sejam menos contaminados do que noutro tipo de sacos uma vez que, ao impedir as trocas gasosas 

com o exterior, provoca hipoxia e hipercarbia diminuindo o ataque de insetos como, por exemplo, P. 

truncatus, S. zeamais e R. dominica e a dispersão dos esporos de fungos devido ao movimento dos 

insetos entre os grãos armazenados (Ellis et al., 1994; Hell et al., 2000; IFPRI, 2010). A tripla camada 

dos PICS bags diminui, também, os estragos causados pelas perfurações dos insectos, protege contra 

as variações da humidade relativa do ambiente exterior e contribui para a melhoria da capacidade 

germinativa dos grãos na maioria dos casos (Baoua et al., 2014). Os PICS bags inibem o 

desenvolvimento de A. flavus e a produção de aflatoxinas em vários teores de água do produto. Giorni 

et al. (2008) observaram que o ar com 25% de dióxido de carbono é suficiente para reduzir o 

crescimento de A. flavus. O grão de milho pode ser armazenado em PICS bags mesmo se não tiver sido 

convenientemente seco (com 18% a 21% de teor de água). No entanto, isto causa a perda total de 

capacidade germinativa em poucas semanas e a possibilidade de ocorrência de fermentação. Neste 

caso, os grãos para semente devem ser armazenados a 15% ou menos de teor de água (Williams et al., 

2014). 
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2.3.4.1. Extratos de plantas, óleos essenciais e compostos ativos principais 

 

As plantas sintetizam um vasto conjunto de metabolitos secundários que resultam de mecanismos de 

defesa, adaptativos a stresses bióticos e abióticos e a interações com o ambiente, nomeadamente, 

flavonóides, terpenos, terpenóides, carotenóides, cumarinas, alcalóides, aminoácidos não proteicos e 

compostos fenólicos (Bassole & Juliani, 2012; Matos et al., 2013). Estes metabolitos são utilizados 

como fragrâncias, estimulantes, tintas, alucinogéneos, venenos ou pesticidas (Matos 2001; Hill & Wang 

2009). Alguns destes metabolitos secundários fazem parte da composição de óleos essenciais obtidos 

a partir das plantas. 

 

Os óleos essenciais ocupam um lugar de destaque na história da humanidade. Vários registos 

documentais foram encontrados sobre a extração e uso destes na India (5000 aC), Mesoptamia ou 

Grécia (3000 aC) (Burdock & Carabin, 2009; Schmidt, 2010). Há quatro milénios, o óleo de canela era 

o principal ingrediente de uma pomada santa mencionada no Exodus 32:22–26. Devido às 

propriedades conservantes, a canela e o óleo essencial de canela eram usados no embalsamento pelos 

Egípcios (Adams & Taylor, 2010). Em 1480 aC, a rainha Hatshepsut do Egipto enviou uma expedição 

até Punt (Somália) para recolha de plantas aromáticas para a produção de perfumes, medicamentos, 

aromas e conservação de cadáveres (Brud, 2010).  

 

As primeiras investigações dos compostos dos óleos essenciais são atribuídas ao químico Francês M.J. 

Dumas (1800-1884) que analizou alguns compostos oxigenados, hidrocarbonados, sulfurados e 

azotados, publicando os seus resultados em 1833 (Kubeczka, 2010). No entanto, as investigações mais 

importantes foram realizadas por O. Wallach (1847-1931), observando que diversos terpenos descritos 

com diferentes nomes dependendo das diferentes origens eram quimicamente idênticos. Tentou 

também isolar e estudar as propriedades de cada composto (Nobelprize.org, 2014). 

 

Os óleos essenciais, também conhecidos por óleos voláteis, são misturas complexas de compostos 

ativos sintetizados por plantas pertencentes às famílias Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae, 

Asteraceae, Cupressaceae e Poaceae (Bassole & Juliani, 2012; Morcia et al., 2013). Estão armazenados 

em tecidos secretores como tricomas glandulares ou cavidades secretoras da parede celular e estão 

presentes como líquidos nas folhas, caules, cascas, flores, raízes e frutos. As características aromáticas 

dos óleos essenciais fornecem várias funções para as plantas, incluindo a atração ou repulsão de 

insetos, a proteção contra o calor ou o frio e a utilização dos compostos ativos como defesa contra 

organismos patogénicos (Robu et al., 2015).  
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De acordo com a Norma Portuguesa NP-90 de 1987, designam-se por óleos essenciais “os produtos 

aromáticos obtidos por destilação pelo vapor de água, de matérias vegetais de origem botânica 

determinada ou por expressão do pericarpo dos citrinos, e separados da fase aquosa por processos 

físicos e, ainda por alargamento, outros produtos aromáticos obtidos a partir de matérias vegetais, por 

outros processos de destilação ou por destilação fracionada, ou submetidos durante a sua preparação 

a tratamentos auxiliares tais como a filtração, a centrifugação, a retificação, o tratamento por 

adsorventes, por concentração seletiva ou por eliminação de certos constituintes”. 

São vários os fatores que influenciam a composição química dos óleos essenciais, como, por exemplo, 

a variedade da planta e a variação genética da mesma, a fertilização e a nutrição, a localização 

geográfica e as variações climáticas, a rega, o período fenológico da colheita e as condições de 

armazenamento. Adicionalmente, a parte da planta utilizada e o método de extração determinam o 

rendimento e a composição do óleo e, consequentemente, determinará as propriedades biológicas 

(Croteau, 1986; Alvarez-Castellanos & Pascual-Villalobos, 2003; Hussain et al., 2008).  

 

Os óleos essenciais podem ser extraídos por vários métodos (Quadro 1). O método utilizado depende 

do material vegetal, do estado e da forma desse material. O método de extração é um dos fatores mais 

importantes que determinam a qualidade de óleo essencial. Se o processo for inadequado pode levar 

a redução das características naturais e das propriedades bioativas. 
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Quadro 1. Métodos de extração de óleos essenciais (Dima & Dima, 2015). 

Métodos convencionais Métodos inovadores Métodos de pequena escala 

Hidrodestilação Extração com fluido supercrítica 
Destilação por método de 

“Clevenger” 

Destilação a vapor Extração com líquido subcrítica Microdestilação 

Destilação por hidrodifusão Extração assistida por ultrassons Extração em “headspace”. 

Extração com solvente orgânico Extração assistida por micro-ondas Microextração em fase sólida 

Prensagem a frio Hidrodifusão com micro-ondas  

Destilação a seco Destilação a vapor com micro-ondas  

 
Extração por micro-ondas sem 

solvente. 
 

 

A destilação a vapor é o método mais utilizado com capacidade de extração de 93% (Masango, 2005). 

A amostra é colocada em água a ferver ou em contacto com vapor de água que é responsável pela 

destruição das estruturas celulares. Como consequência, os compostos voláteis são libertados 

(Perineau et al., 1992). A hidrodestilação tornou-se no método padrão de extração de óleos essenciais 

de vários materiais vegetais como de madeira ou flores. O processo envolve a imersão da amostra em 

água, seguido de fervura. Este método fornece uma maior proteção em relação à destilação a vapor 

porque a água protege o óleo do sobreaquecimento. A extração por hidrodifusão é um tipo de 

destilação cuja diferença para a destilação a vapor está na entrada do vapor de água na parte de cima 

do reator, levando a menor tempo de extração e maior rendimento. Este método é utilizado quando 

o material foi previamente seco, uma vez que não é danificado à temperatura de ebulição. Em 

materiais frágeis ou delicados que não são tolerantes ao calor utiliza-se a extração por solvente, que 

consiste em misturar o solvente com a planta, aquecendo a mistura e seguido de filtração. O filtrado 

é depois concentrado e misturado com álcool, que evapora permanecendo o óleo extraído. Devido ao 

tempo de duração do processo, este método torna-se mais dispendioso (Li et al., 2009).  

 

Os métodos convencionais apresentam várias desvantagens, preparação morosa, grandes 

quantidades de solventes orgânicos usados que poderão contaminar o óleo, perdas e degradação de 

compostos voláteis e menores eficiências de extração (Deng et al., 2005; Jimenez-Carmona et al., 

1999).  

 

Novas técnicas de extração permitem eliminar muitas desvantagens dos métodos convencionais. A 

extração assistida por ultrassons e a extração assistida por micro-ondas utilizam formas alternativas 

de energia enquanto que a extração com líquido subcrítica e a extração com fluido supercrítica 

melhoram as características do solvente. O CO2 é maioritariamente utilizado na extração com fluido 
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supercrítica devido às suas propriedades como os baixos valores para os pontos críticos de 

temperatura e pressão, baixa reatividade, baixo preço e baixa toxicidade. A baixa pressão, o gás passa 

à fase líquida servindo de meio seguro, inerte e elevada difusividade para extração dos compostos 

aromáticos da amostra, não deixando resíduos (Dima & Dima, 2015).  

 

Na extração com líquido subcrítica, em que a água é usada como meio de extração, obtém-se um óleo 

essencial mais valioso, com maior quantidade de compostos oxigenados e menos terpenos, poupando 

tempo, custos energéticos e menos quantidade de amostra usada do que a hidrodestilação 

(Tongnuanchan & Benjakul, 2014).  

 

O método de extração por micro-ondas sem solvente é uma combinação de aquecimento por micro-

ondas e destilação a seco à pressão atmosférica, sem o uso de água ou solventes que permite a rápida 

extração dos óleos essenciais de plantas aromáticas, especiarias e frutos secos. As vantagens 

associadas a este método são maior rendimento e seletividade, menor período de extração, menor 

produção de resíduos, menores custos energéticos (Lopez-Avila et al., 1994; Farhat et al., 2010). 

 

Os compostos ativos dos óleos essenciais são terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos), compostos 

aromáticos (aldeídos, fenóis, álcoois, derivados de grupos metoxi) e terpenóides (isoprenóides) 

(Bakkali et al., 2008). Os monoterpenos são os constituintes maioritários da maioria dos óleos 

essenciais e dão às plantas propriedades odoríficas únicas devido às baixas temperaturas de ebulição. 

Estes podem ser classificados em dois grandes grupos, monoterpenos hidrocarbonados e 

monoterpenos oxigenados. O segundo grupo inclui os álcoois, os aldeídos, as cetonas, os éteres e os 

ácidos (Templeton, 1969).  

 

As diferentes técnicas que permitem a identificação destes compostos são a cromatografia de camada 

fina (TLC), cromatografia gasosa (GC), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-

MS) e cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) (Magro, 2009). 

 

A integridade dos óleos essenciais pode ser alterada devido a fatores físico-químicos como o oxigénio, 

luz, temperatura e pH. O oxigénio na presença da luz leva à oxidação dos componentes insaturados, 

levando à formação de radicais livres. A perda por volatilização é maior quando a temperatura 

aumenta. Alguns compostos são bastante instáveis com a variação do pH, como por exemplo o citral 

que é decomposto em ambiente ácido (Choi et al., 2009). A encapsulação é um processo que visa a 

redução das perdas dos óleos essenciais devido aos fatores ambientais, a preservação do sabor, da 
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atividade biológica, a redução das alterações organoléticas dos alimentos em contacto com os óleos e 

a transformação destes em pós solúveis em água (Augustin & Sanguansri, 2012). 

 

Na União Europeia, as utilizações mais comuns dos óleos essenciais são em intensificadores de sabor 

em alimentos, perfumes e em produtos farmacêuticos pelas suas propriedades funcionais (Van Welie, 

1997; Van de Braak & Leijten, 1999). Podem ter outras utilizações relevantes em agronomia, em 

cosmética e em produtos para desinfecção (Bakkali et al., 2008). No quadro 2 são apresentados os 

óleos essenciais mais utilizados e suas aplicações. 

 

Os extratos e os óleos essenciais de diversas plantas têm sido utilizados de forma tradicional, tanto na 

medicina como no controlo de pragas e doenças. No entanto, depois da segunda guerra mundial, foi 

dada primazia à utilização de pesticidas sintéticos baratos, produzidos e utilizados em larga escala, 

com grande espectro de ação, acarretando problemas graves e contaminação dos ecossistemas e 

levando ao aparecimento de resistências (Kumar et al., 2011).  

 

Na maioria dos países, o tipo e a dose dos fungicidas homologados para a aplicação em produtos 

armazenados estão restritos devido ao longo período de degradação e efeitos prejudiciais aos 

alimentos e à saúde e risco de resistências, o que fez com que os mais eficazes saíssem do mercado. 

No entanto, para produtos secos armazenados (cereais e leguminosas) esta restrição é total (Semple 

et al., s.d.). Adicionalmente, a preocupação da população em geral sobre a contaminação dos 

alimentos com pesticidas químicos alcançou uma maior proporção. Assim, considerando estes fatores, 

serão necessárias alternativas seguras e ao mesmo tempo económicas de controlo de fungos e insetos 

dos produtos armazenados (Cabral et al., 2013). 

 

As preferências dos consumidores seguem, cada vez mais, no sentido dos alimentos que contêm 

menores conservantes químicos e exibem um aspeto e características mais naturais. Os sais dos ácidos 

fracos, como o benzoato de sódio e sorbato de potássio, conseguem inibir o crescimento de vários 

fungos de armazenamento. O uso destas substâncias apresenta factos positivos como a reduzida 

toxicidade em mamíferos, largo espectro de ação e reduzidos custos, no entanto, são necessárias 

grandes quantidades para haver resultados fungicidas, trazendo potenciais alterações no sabor dos 

alimentos (Cabral et al., 2013). 
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Quadro 2. Consumo mundial de cada óleo essencial e suas aplicações industriais (Brud, 2010).  

Nome Consumo (toneladas) Aplicações 

Laranja (C. sinensis) 50000 Refrigerantes, doces e fragrâncias  

Mentha arvensis 25000 Dentríficos, pastilhas elásticas, 

confeitaria, fragrancias e cristais de 

mentol. 

Hortelã-pimenta (Mentha piperita) 4500 Dentríficos, pastilhas elásticas, 

confeitaria, bebidas alcoólicas e 

fragrâncias. 

Eucalipto (Eucalyptus globulus) 4000 Dentríficos, pastilhas elásticas, 

confeitaria, produtos farmacêuticos e 

fragrâncias. 

Limão (Citrus limon) 3500 Refrigerantes, doces, lacticínios, 

fragrâncias e produtos químicos 

domésticos. 

Citronela (Cymbopogon nardus) 3000 Perfumaria, produtos de higiene pessoal 

e produtos químicos domésticos. 

Eucalipto-Limão (Corymbia citriodora) 2100 Dentríficos, pastilhas elásticas, 

confeitaria, produtos farmacêuticos, 

fragrâncias. 

Cravinho (folha) (Syzygium aromaticum) 2000 Condimentos, doces, produtos 

farmacêuticos, tabaco, produtos de 

higiene pessoal e produtos químicos 

domésticos. 

Mentha spicata  2000 Dentríficos, pastilhas elásticas e 

confeitaria. 

Cedro (Juniperus virginiana) 1500 Perfumaria, produtos de higiene pessoal 

e produtos químicos domésticos. 

Lima (Citrus aurantifolia) 1500 Refrigerantes, doces, lacticínios e 

fragrâncias. 

Lavanda (Lavandula angustifolia) 1000 Perfumaria, cosméticos e produtos de 

higiene pessoal. 

May Chang (Litsea cubeba) 1000 Citral para refrigerantes e fragrâncias. 

Cedro (Cupressus funebris) 800 Perfumaria, produtos de higiene pessoal 

e produtos químicos domésticos.  

Canforeiro (Cinnamomum camphora) 700 Produtos farmacêuticos. 

Coentro (Coriandrum sativum) 700 Condimentos, conservas, alimentos 

processados e fragrâncias. 

Toranja (Citrus paradisi) 700 Refrigerantes e fragrâncias. 

Anis-estrelado (Illicium verum) 700 Bebidas alcoólicas, doces, panificação e 

produtos químicos domésticos. 

  

Os óleos essenciais têm a vantagem de serem biodegradáveis o que pode ser explorado como uma 

opção mais ecológica nos programas de proteção integrada, aliada ao facto da crescente consciência 

relativamente à sustentabilidade da agricultura. Assim, mais produtos produzidos pelas plantas, como 



26 
 

os compostos ativos principais, poderão ser explorados de modo a substituir os químicos sintéticos 

(Prakash et al., 2015). Numerosos óleos essenciais apresentam atividade biológica contra agentes 

patogénicos, bactérias, fungos, insetos e vírus (Marandi et al., 2011; Prakash, et al., 2012; Xing et al, 

2012). 

 

Relativamente aos mecanismos de actuação, a lipofilicidade dos óleos essenciais dá-lhes a capacidade 

de penetrar facilmente nas membranas dos fungos, resultando na expanção, no aumento da fluidez e 

permeabilidade destas, na alteração do funcionamento das proteínas constituintes das membranas, 

na inibição da respiração, na alteração do transporte iónico e na perda de iões e de conteúdo 

citoplasmático (Oonmetta-aree et al., 2006; Khan et al., 2010; Fadli et al., 2012).  

 

Os compostos fenólicos podem actuar por via da inibição enzimática, possivelmente pela reação com 

os grupos sulfidrilo ou por interacções com proteínas (Dambolena et al., 2008). A relativa atividade 

antifúngica dos óleos essenciais não é facilmente correlacionada com o efeito de um componente ativo 

particular na célula alvo, mas sim com a mistura dos diferentes compostos ativos principais e sua 

percentagem nos óleos (Ranasinghe et al., 2002; Hashem et al., 2010).  

 

Em teoria o uso combinado de moléculas proporciona um maior espectro de ação, com maior eficácia 

antifúngica.  No entanto, a combinação pode provocar três tipos de efeitos, efeitos aditivos, 

antagonistas e sinergistas. Os efeitos aditivos ocorrem quando a ação de dois compostos ativos resulta 

no dobro dos efeitos de quando são usados independentemente. Os antagonistas referem-se à eficácia 

reduzida dos dois compostos relativamente à soma dos resultados dos dois, testados 

independentemente. Por fim, os efeitos sinergistas ocorrem quando existe um aumento da atividade 

antifúngica, acima da proporcionada pela soma dos resultados individualizados (López-Malo, 2005). 

 

Existem fungicidas no mercado internacional que usam óleos essenciais nas suas formulações. Entre 

outros, o fungicida Sporatec AGTM com 18% de óleo essencial de alecrim, 10% de cravinho e 10% de 

tomilho (Brandt, s.d.), o Fitofortificante Ecológico Anti Fungos com 0,02% de extracto de algas 

marinhas (Ascosphyllum nodosum (L.) Le Jolis), 0,3% óleo essencial de canela, de cavalinha e de tomilho 

(Battle, s.d.), o Canol, com 70% de óleo essencial de canela (Biagro, s.d.), o Zero Tolerance™ que 

contém os óleos essenciais da planta de tomilho, de cravinho, de alecrim e de Gaultheria procumbens 

(Z-tolerance, s.d.), FungastopTM que tem na sua composição ácido cítrico e óleo essencial de menta 

(SoilTech, s.d.), Garden Safe® e Trilogy® baseados em óleo de “neem” (Gardensafe, s.d.; Peaceful Valley 

Farm & Garden Supply, s.d.), Final Stop® com óleo essencial de cravinho,  de alecrim, de hortelã-

pimenta e ácido málico (Dr. Earth, s.d.), All Natural 3 in 1 com 10% de óleo essencial de cravinho e 20% 
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de alecrim (Monterey, s.d.),  GC-3™e  Mildew cure® que usam na sua formulação os óleos das sementes 

da planta do algodão (30%), do milho (30%) e de alho (23%) (JH Biotech, s.d.). 

 

No entanto, a comercialização de pesticidas baseados em óleos essenciais compreende três barreiras 

principais: a escassez de matéria prima, a necessidade de controlo de qualidade e estandardização do 

processo químico e as dificuldades de registo, principalmente financeiras (Isman, 2000). 

Adicionalmente, os óleos essenciais detêm várias limitações para o seu uso industrial, nomeadamente 

as interações sinergéticas ou antagónicas entre compostos ativos de diferentes óleos ou outros 

conservantes, a diferença de resultados entre os testes in vitro e os in vivo, por falta de 

encapsulamento eficaz, principalmente devido a alterações de pH, temperatura, humidade, perda do 

óleo essencial por evaporação ou alteração do mesmo, o que influenciará as concentrações mínimas 

de inibição e, por fim, a possibilidade de alteração das propriedades organoléticas dos alimentos 

(Prakash et al., 2015). 

 

Em relação à segurança na ingestão dos óleos essenciais e seus compostos ativos, nos últimos anos 

têm sido feitos vários testes toxicológicos, com resultados positivos, fazendo com que estes sejam 

reconhecidos como substâncias seguras (Generally recognized as safe: GRAS) (US Code of Federal 

Regulations, 2013). 

 

O facto da baixa toxicidade em mamíferos, torna os óleos essenciais e os seus compostos ativos 

particularmente atrativos. Todavia, não são integralmente inócuos; o poejo pode causar hemorragia 

interna dos pulmões de cães levando à morte (Sudekum et al., 1992). Os efeitos tóxicos dos 

terpenoides cetonas são conhecidos. O metil iso-eugenol tem efeitos carcinogénicos em ratos. A 

pulegona e o mentofurano do óleo essencial do poejo tem efeitos hepatotóxicos (Gordon et al., 1982; 

Vigan, 2010). O limoneno é nefrotóxico e carcinogénico em ratos, fetotóxico e teratogénico em ratos 

e coelhos. No entanto, é difícil extrapolar estes efeitos para os humanos, uma vez que diferem de 

acordo com as espécies e o género (Vigan, 2010). Todos os dados dos estudos realizados suportam a 

conclusão de que os tumores renais produzidos pelo limoneno em ratos machos não são relevantes 

para os humanos (IARC, 1998). 

 

A toxicidade em humanos tem sido observada em várias situações como, por exemplo, exposição por 

contacto, ingestão acidental, ensaios clínicos. A ingestão de limoneno pode causar diarreia e 

proteinúria transitória em voluntários saudáveis. Os compostos ativos, 1,8-ineole, fencona, pulegona, 

canfora, mentol e mentona são conhecidos por exercer efeitos tóxicos em humanos levando a 

convulsões, necrose hepática, demência, ataxia e alucinações (Vigan, 2010). O óleo de cravinho é 
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conhecido como irritante (Dijoux et al., 2006; Dweck, 2009) e o composto ativo metil eugenol é 

carcinogénico em roedores (Burkey et al., 2000). 

 

A aplicação de óleos essenciais como fumigantes no controlo de agentes patogénicos após a colheita 

é uma vantagem pelo facto de os óleos, na fase líquida, poderem causar mais facilmente alterações 

organoléticas nos produtos armazenados. Além disso, a opção pela utilização de atmosferas saturadas 

limitará os riscos de toxicidade para a saúde humana (Anthony et al., 2003, Arrebola et al., 2010, Laird 

& Phillips, 2011). 

 

 

2.3.4.1.1. Cravinho e eugenol 

 

O cravinho, cujo nome científico é Syzygium aromaticum, é uma árvore de médio porte, 8 a 12 metros, 

da família Myrtaceae, nativa da Indonésia. Os botões florais, a parte comercializável desta especiaria, 

começam a ser colhidos a partir do quarto ano e antes da floração. Os maiores produtores são a 

Indonésia, India, Malasia, Sri Lanka, Madagascar e Tanzânia (Cortés-Rojas et al., 2014) 

 

Esta planta representa uma das mais importantes fontes de compostos fenólicos, nomeadamente, 

flavonóides, ácidos hidroxibenzóicos, ácidos hidroxicinamicos e propenos hidroxifenilos (Neveu et al., 

2010). 

 

 O óleo de cravinho é utilizado na medicina tradicional como medicamento diurético, odontálgico, 

gástrico, cardíaco e ajudante carminativo e estimulante (Muruganadan et al., 2001). Pode-se extrair 

óleo de três partes da planta, cada um com diferente composição e sabor, da folha, do caule e do 

botão floral, que é o de maior qualidade e mais dispendioso. Este óleo tem propriedades antioxidantes 

e, deste modo, pode ser usado para minimizar a oxidação de alimentos e medicamentos, retardando 

a formação de produtos tóxicos oxidantes, mantendo a qualidade nutricional e química, prolongando 

a durabilidade destes (El-Mesallamy et al., 2012). 

 

O consumo de óleo essencial de cravinho é considerado seguro para uma dose de 1500 mg por kg de 

comida ingerida. Adicionalmente, a Organização Mundial de Saúde estabeleceu o valor diário máximo 

aceitável de 2,5 mg/kg de massa corporal (Gülçin et al., 2012). 

 

Testes de toxicidade em água parada usando juvenis de truta (Oncorhynchus mykiss Walbaum) 

baseados nos valores de LC50 (96h), indicaram que o eugenol, principal composto ativo do óleo de 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535210001899
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cravinho, é 1500 vezes menos tóxico que o insecticida piretrina, 15000 vezes menos tóxico que o 

pesticida organofosforado azinfosmetil (Strohl et al., 1998). Adicionalmente o eugenol não é 

persistente em ecossistemas de água doce, enquanto que, no solo, é completamente degradado em 

ácidos orgânicos por bactérias presentes, do género Pseudomonas (Rabenhorst, 1996). 

 

As propriedades bactericidas do óleo de cravinho são comparáveis às dos desinfectantes aplicados em 

hospitais e foi provado que o eugenol consegue neutralizar bacterias resistentes a antibióticos como, 

por exemplo, Listeria monocytogenes (Murray, Webb & Swann.) Pirie, Escherichia. coli T. Escherich (Gill 

& Holley, 2006; Nostro et al., 2004). 

 

A composição química do óleo essencial de cravinho varia consoante a região geográfica e o órgão da 

planta que é extraído. O composto em maior concentração no óleo essencial de cravinho, é o eugenol 

em valores superiores a 70,0%. Seguidamente aparecem o β-cariofileno (4,2% a 19,3%), o acetato de 

eugenol (0,4% a 18,9%) e o α-humuleno (0,8% a 2,2%) (El-Mesallamy et al., 2012; Bluma & Etcheverry, 

2008; Manganyi et al., 2015; Srivastava et al., 2005). Como o cravinho é uma especiaria dispendiosa, o 

eugenol pode ser obtido comercialmente de outras fontes, nomeadamente, de Ocimum gratissimum, 

Ocimum tenuiflorum, O. sanctum, Cassia fistula e Zieria smithii. (Reddy et al., 2007). O óleo obtido da 

planta da canela (Cinnamomum verum) é, geralmente, rico em eugenol (86,0%) (Patel et al., 2007). 

 

O eugenol é um composto fenólico anfipático cuja estrutura química se encontra na Figura 8 (Freires 

et al., 2015). Usa-se na medicina dentária como calmante nerval depois da remoção de cáries; ao 

adicionar óxido de zinco, o eugenol forma um cimento usado pelos dentistas, também como 

estabilizantes e antioxidantes de plásticos e borrachas, na indústria (Lee & Shibamoto, 2001) e como 

ingrediente percursor da produção de vanilina (Srivastava et al., 2005). Este composto ativo principal 

está registado na Comissão Europeia para o uso como aromas em alimentos devido ao não efeito 

toxicológico em mamíferos e ao potencial conservativo (Hyldgaard, 2012; Tajkarimi, 2010). 
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Figura 8. Estrutura química do eugenol (Freires et al., 2015). 

 

O eugenol exibe tanto atividade antifúngica como antimicrobiana (Goñi et al., 2009). O eugenol 

consegue inibir tanto o crescimento como a produção de micotoxinas. Jayashree & Subranyam (1999), 

expuseram que o eugenol inibiu a produção de aflatoxina sem efeitos significativos no crescimento do 

organismo até uma concentração de 0,75mmol/L. Os mesmos autores expuseram que a ação 

antiaflatoxigénica do eugenol pode estar relacionada com a inibição das etapas ternárias da 

biossíntese da aflatoxina envolvendo peroxidação e oxigenação dos lípidos.  

 

 

2.3.4.1.2. Poejo e pulegona 

 

O género Mentha pertence à família Labiatae, que inclui 20 a 25 espécies dispersas pelo mundo (Erhan 

et al., 2012). Uma vez que várias plantas deste género são usadas na indústria alimentar e na 

aromaterapia, aumenta o interesse no seu uso como pesticida. Nas últimas décadas têm sido 

realizados vários estudos com o objectivo de estudar a sua eficácia, principalmente insecticida. O poejo 

(Mentha pulegium) é uma planta nativa da Europa, África e da Ásia temperada, que pode atingir caules 

de 40cm, de folhas escamosas e lanceoladas, com flores rosadas globosas, que se propaga facilmente 

por meio de rizomas (Kumar et al., 2011). 

 

Dependendo do tipo de planta e dos factores bióticos e abióticos a que estão sujeitas, que vão 

influenciar as vias metabólicas, o género Mentha pode ser dividido em espécies produtoras de óleos 

essenciais ricos em mentol, ricos em carvona e ricos em pulegona/piperitona (Kumar et al., 2011). 

 

A pulegona é um monoterpeno orgânico predominante na composição dos óleos essenciais de M. 

pulegium e M. microphylla, usado como condimento, em perfumes e aromaterapia (Lawrence, 1998; 

Aziz & Abbass, 2010). A sua estrutura química é apresentada na Figura 9. Dependendo da variedade 

da planta, da localização e modo de produção, de acordo com El Asbahani et al. (2015), Aziz & Craker 
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(2010), Zabka et al. (2014) e Bouchra et al. (2003), o óleo essencial de poejo contém pulegona numa 

proporção superior a 70%, seguida de isómeros de mentona (2,9% a 5,75%), do mentadieno-3,8-α-

tujona (5,3%), octeno-3-ol (2,4%), do isopulegol (1,8%), do limoneno (1,4%), e outros de concentrações 

menores. A pulegona também está presente em várias concentrações em óleos das folhas de 

Agathosma betulina e Agathosma crenulata com 3% e 50%, respectivamente (Kaiser et al., 1975).  

 

 

Figura 9. Estrutura química da pulegona (Kumar et al., 2011). 

 

A adição da pulegona em alimentos tem sido regulada impondo limites à sua utilização. De acordo com 

“Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives” (Speijers, 2001), a dose estimada per capita de 

pulegona é 2 µg por dia e 0,04 µg/kg de peso corporal por dia na Europa e 12 µg por dia e 0,03 µg/kg 

de peso corporal por dia nos EUA). Segundo o regulamento (CE) Nº 1334/2008 e o “Committee of 

Experts on Flavoring Substances” (CEFS) estão impostos os limites de 250 mg/kg para confeitos que 

contenham hortelã ou hortelã-pimenta (género Mentha), de 2000 mg/kg para rebuçados para 

refrescar o hálito, de 350 mg/kg para pastilhas elásticas, de 20 mg/kg para bebidas não alcoólicas que 

contenham hortelã ou hortelã-pimenta e alimentos, de 100 mg/kg para bebidas alcoólicas que 

contenham hortelã ou hortelã-pimenta. Nos EUA a utilização de pulegona está proibida como 

substância sintética aromatizante (DHHS-FDA, 2012) e a sua concentração não deve exceder 1% em 

cosméticos (Nair, 2001). 

 

O poejo e a pulegona têm sido utilizados em numerosos estudos contra pragas, nomeadamente 

causando 100% de mortalidade na praga de campo Mayetiola destructor (Lamiri et al., 2001); 

mostrando a maior eficácia como fumigante e como produto tóxico de contacto contra insetos vetores 

de doenças em comparação com outras mentas em vez de produto toxico tópico; atuando como 

inibidor da actividade reprodutora de Callosobruchus maculatus (82 a 88%) (Aziz & Abass, 2010); 

mostrando 100% de actividade insecticida contra Musca domestica, Blattella germanica, T. castaneum, 

S. oryzae e O. surinamensis. Assim, a pulegona apresenta a maior eficácia contra insectos em 

comparação com a carvona e o linalol e o mentol. Os monoterpenos oxigenados (carvacrol, linalol e 

terpineol) têm maior atividade inseticida em relação aos não oxigenados (p-cimeno, cinnamaldeído, 
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anetol) e, dentro dos oxigenados, a atividade biológica é diferenciada pelos grupos químicos e 

saturações. A diferença na actividade destes monoterpenos pode ser atribuída a diferentes 

mecanismos de ação, capacidade de difusão e lipofilicidade (Kumar et al., 2011). 

 

 

2.3.4.1.3. Limoneno 

 

O limoneno como outros monoterpenos, ocorre naturalmente em certas plantas. Existe na casca dos 

citrinos, endro, cominho, erva-doce e aipo, e na terebentina obtida da resina de coníferas. Os 

monoterpenos são libertados em quantidades significativas para a atmosfera, sendo que as fontes de 

emissões dos processos naturais poderão exceder as dos processos industriais (Dimitriades, 1981; 

Altshuller, 1983; Lamb et al., 1987).  

 

Este hidrocarboneto monocíclico cuja estrutura química se encontra na Figura 10, é utilizado como 

substituto de hidrocarbonetos, clorofluorcarbonetos e outros solventes como desengordurante em 

metais antes da pintura industrial, em limpeza na indústria electrónica e de impressão e como solvente 

de tintas. O limoneno é também utilizado como solvente nos laboratórios histológicos e como um 

aditivo de sabor e de aroma em alimentos, produtos de limpeza doméstica e perfumes. Para além 

disso, este composto tem sido utilizado como um solubilizante em caso de litíase biliar em seres 

humanos (Igimi et al., 1976, 1991). 

 

 

Figura 10. Estrutura química do limoneno (Kumar et al., 2011). 

 

O limoneno, tal como o eugenol e a pulegona, é um líquido incolor com um característico aroma cítrico 

à temperatura ambiente (NICNAS, 2003). 

 

A pressão de vapor nos isómeros de limoneno (l-limoneno e d-limoneno) não é elevada, contudo a 

taxa de evaporação no ambiente pode ser elevada devido à baixa solubilidade em água e a um valor 
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elevado da constante de Henry. Estes isómeros são designados como compostos orgânicos voláteis. 

Na presença da luz e ar a oxidação do limoneno ocorre dando origem a variados terpenos monocíclicos 

oxigenados. Os produtos da oxidação primária são hidroperóxidos, instáveis e rapidamente 

degradados em produtos secundários como a carvona, se sujeitos continuamente à luz e ao ar (Nilsson 

et al., 1999). Se o processo de oxidação continuar são criados polímeros e o líquido se tornará viscoso 

(Karlberg & Dooms-Goossens, 1997). 

 

O composto ativo principal dos óleos essenciais de plantas do género Citrus é o limoneno extraído 

principalmente da casca de Citrus sinensis e Citrus limon. Mais especificamente, encontra-se em Citrus 

reticulata, de 60,7% a 80,3% (Tao et al., 2009; Tao et al, 2014; Sawamura et al., 2004),  Citrus sinensis, 

84,2% (Sharma & Tripathi, 2006, 2008)  e em Citrus  limon, 65,9% (Stević et al., 2014). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1. MATERIAL BIOLÓGICO 

 

As amostras de milho farináceo e de feijão manteiga provieram de uma exploração agrícola da região 

da Malveira em Setembro de 2014. Foram congeladas a 18ºC negativos durante quinze dias e 

posteriormente refrigeradas a 6ºC. 

 

 

3.2. ÓLEOS ESSENCIAIS E COMPOSTOS ATIVOS PRINCIPAIS 

 

Os óleos essenciais de poejo e cravinho foram adquiridos à empresa Quimind. Os compostos ativos 

principais pulegona e limoneno foram adquiridos à empresa Sigma-Aldrich e o eugenol à empresa 

Arcos. A composição química dos óleos essenciais de poejo e cravinho e as metodologias de 

quantificação e identificação estão referidos no anexo V.  

 

 

3.3. AVALIAÇÃO DA EFICÁCIA DOS ÓLEOS ESSENCIAIS E DOS COMPOSTOS ATIVOS PRINCIPAIS  

EM ATMOSFERA SATURADA 

 

Estes ensaios foram realizados no âmbito do projeto “MICROPROTECT - Uso de óleos essenciais 

encapsulados para proteção de cereais e leguminosas armazenados (PTDC/AGR-ALI/119270/2010)” 

que já estava a decorrer. 

 

Colocaram-se em caixas de Petri, com 90mm de diâmetro, 20mL de meio de Agar de Batata Dextrosada 

(PDA) suplementado com cloranfenicol (1%). Este meio foi previamente esterilizado em autoclave a 

121oC durante 15 minutos. Em seguida foram colocadas por caixa 10 sementes equitativamente 

separadas. Na parte superior de cada caixa colocou-se uma folha de papel de filtro esterilizado 

(Whatman nº1) impregnado com a substância a estudar. Estas caixas foram seladas com parafilm e 

colocadas numa estufa a 28oC, verificando, semanalmente o aparecimento e desenvolvimento de 

fungos. Fizeram-se dez repetições por caixa por substância a estudar num total de 100 grãos/feijões 

por ensaio. 

 



35 
 

Para os ensaios em branco, foi feita a esterilização dos grãos superficialmente durante cinco minutos 

com hipoclorito de sódio a 2% pelo método descrito por Pitt & Hocking (2009) e Magro (2009).   

 

Nos Quadros 3 e 4 encontram-se o resumo de todos ensaios efectuados em atmosfera saturada com 

os óleos essenciais, os compostos ativos principais e as suas misturas. 

 

Quadro 3. Óleos essenciais e compostos ativos principais e suas concentrações utilizados nos ensaios 
em grãos de milho e em feijão. 

Produto OE/CAP Volume (mL) Concentração (µL/mL) 

Milho limoneno 100 ; 250 1,0 ; 2,5  
    

Feijão 

cravinho 50 ; 100 ; 250 0,5 ; 1,0 ; 2,5 
poejo 50 ; 100 ; 250 0,5 ; 1,0 ; 2,5 

eugenol 50 ; 100 ; 250 0,5 ; 1,0 ; 2,5 
pulegona 50 ; 100 ; 250 0,5 ; 1,0 ; 2,5 
limoneno 100 ; 250 1,0 ; 2,5 

 Nota: OE-óleo essencial; CAP-composto ativo principal. 

 
 
Quadro 4. Misturas de compostos ativos principais e concentrações utilizadas nos ensaios em grãos de  

milho e em feijão. 

Produto Mistura de CAP Volume (mL) Concentrações (µL/mL) 

Milho 
eugenol e pulegona 

75 ; 75 0,75 : 0,75 

100 ; 50 1,0 : 0,5 

250 ; 250 2,5 : 2,5 

   
Feijão 250 ; 250 2,5 : 2,5 

Nota: CAP- composto ativo principal. 

 

Após o término dos ensaios em atmosfera saturada, foram retirados os grãos das caixas de Petri 

apenas no caso de se ter verificado a ausência de contaminações nas 10 caixas e colocados novamente 

em caixas com 20mL de PDA sem a adição de nenhuma substância, na estufa a 28oC. Este 

procedimento serviu para verificar se a ação da inibição de crescimento de fungos foi fungicida ou 

apenas fungistática. 
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3.4. IDENTIFICAÇÃO DOS FUNGOS ASSOCIADOS À AMOSTRAS DE GRÃOS DE MILHO E EM FEIJÃO  

 

Nos ensaios em branco foram isolados os fungos que apareceram nos grãos de milho e no feijão para 

novas caixas de Petri contendo na mesma 20mL de PDA, de modo a proceder-se ao seu isolamento e 

identificação ao nível de género e de espécie. Tendo-se para o efeito utilizado uma lupa binocular e 

um microscópio óptico. Sempre que necessário executaram-se repicagens sucessivas para obtenção 

de culturas puras.  

 

As medições das estruturas de frutificação foram feitas através de uma lâmina rápida ou através da 

técnica da câmara de Riddell.  

 

A técnica da câmara de Riddell consiste na inoculação do fungo em dois lados extremos de um 

quadrado fino de meio de agar ou PDA colocado numa lâmina esterilizada, com dimensões menores 

da lamela esterilizada que o cobre. A lâmina coloca-se numa caixa de Petri com água destilada 

esterilizada sobre uma vareta com forma em vê. A caixa permanece numa estufa a 28oC até se verificar 

um crescimento suficiente para a observação microscópica. Para isso, retira-se a lamela com a ajuda 

de uma pinça e agulha esterilizadas e coloca-se numa nova lâmina com lactofenol ou azul de algodão, 

dependendo se o fungo a observar é hialino ou não. Esta técnica é importante para medição do 

conidióforo e de outras estruturas em que, no uso da técnica da lâmina rápida, se encontram 

demasiado danificadas devido à ação mecânica invasiva da ansa ou agulha na sua colheita ou com uma 

elevada densidade de conídios na colónia. 

 

A identificação ao nível da espécie foi possibilitada através da observação do tipo de estrutura, da 

medição do comprimento e largura de trinta estruturas de reprodução diferentes,  nomeadamente 

para as espécies do género Aspergillus, Penicillium, Alternaria e Fusarium. Para a identificação apenas 

ao nível do género, como o caso dos géneros Cladosporium, Stemphylium, Ulocladium, Acremonium, 

Papularia, Monilia e Rhizopus, observaram-se as formas das suas estruturas de reprodução no 

microscópio óptico. 

 

A medição dos fungos e a caracterização macroscópica das colónias foram feitas após sete dias de 

crescimento numa estufa a 28oC, numa caixa de Petri com 20 mL de meio de malte agar (MEA) com 

inóculo inicial de 5mm de diâmetro. A caracterização macroscópica incluiu a identificação da cor 

recorrendo ao Manual de Rayner (1970), a textura da colónia, o tipo de margem da colónia, a existência 

de sulcos e de exsudados. 
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Para a identificação dos fungos isolados recorreu-se aos manuais de identificação e respectivas chaves 

dicotómicas, que incluem características culturais, estruturas reprodutoras e morfológicas,  de  Booth 

(1971), Ellis (1971), Barnett & Hunter (1972), Raper & Fennel (1977), Pitt & Hocking (1997), Klich (2002) 

e Samson et al. (2004).   

 

No caso dos fungos que não produziram estruturas de reprodução, foi induzida a esporulação através 

da introdução de inóculo numa folha de gramínea em caixa de Petri com 20mL de agar e colocado 

numa estufa a 28oC. Especificamente para os fungos do género Fusarium foram utilizadas folhas de 

craveiro. 

 

 

3.5. ANÁLISE DE RESULTADOS 

 

Para analisar e comparar os resultados obtidos do número de espécies identificadas nos ensaios em 

branco e dos ensaios com os óleos essenciais calcularam-se as frequências absolutas (ni) e relativas (fi) 

dos diferentes taxa isolados. A frequência absoluta representa o número de vezes que esse indivíduo 

é isolado e a frequência relativa corresponde ao quociente entre a frequência absoluta e o número 

total de indivíduos isolados das diferentes taxa multiplicando por cem. 

 

Para o cálculo da percentagem de grãos contaminados ao longo do tempo, subtraiu-se os grãos 

contaminados por bactérias ao total de grãos disponíveis. 

 

Em relação à frequência relativa e, segundo Tan et al. (1981) e Poonyth et al. (2001), as espécies de 

fungos podem ser classificadas como “muito frequentes” acima de 20%, “frequentes” entre 10 a 20% 

e “pouco frequentes” se for inferior a 10%. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A evolução da percentagem de grãos e feijões contaminados ao longo do tempo está apresentada nas 

Figuras 11 a 14. As observações do número de contaminações iniciaram-se após uma semana do 

começo do ensaio e a duração do ensaio encontra-se descrita nos quadros 5 e 6. O número limitado 

de observações nos ensaios do milho 0,75µL/mL:0,75µL/mL de eugenol e pulegona, no feijão nas 

concentrações 0,5 µL/mL de pulegona, poejo, eugenol e cravinho e em todos os ensaios do limoneno 

deve-se aos elevados valores de contaminação em pouco tempo, o que torna as concentrações em 

questão desinteressantes na ótica do armazenamento destes produtos por várias semanas.  

 

Quadro 5. Número de observações para os ensaios do milho. 

Produto OE/CAP Mistura de CAP 
Concentração 

(µL/mL) 

Número de 
observações 
(semanas) 

Milho 

limoneno 
 1,0  1 

 2,0 1 

 
 

eugenol:pulegona 
0,75 : 0,75 7 

 1,0 : 0,5 23 
 2,5 : 2,5 23 

 

Quadro 6. Número de observações para os ensaios do feijão. 

OE/CAP Mistura de CAP 
Concentração 

(µL/mL) 
Número de observações 

(semanas) 

cravinho ; poejo ; eugenol ; 
pulegona 

 0,5 6 
 1,0 24 

 2,5 24 

    
limoneno 

 1,0 1 

 2,5 1 

 
eugenol:pulegona 2,5 : 2,5 23 

 

Para a determinação das percentagens de contaminação foram subtraídos ao total de grãos 

disponíveis, os contaminados com bactérias, uma vez que aquando da colonização por bactérias, 

existirá menor possibilidade dos fungos identificados neste trabalho crescerem nesse grão. No 

armazenamento interessa a menor contaminação possível e, assim, quanto menor a percentagem de 

contaminação, melhor serão os resultados.  

 

Através da observação da composição do óleo de cravinho utilizado e apresentado no Quadro V1 do 

anexo 5, constata-se que os três compostos ativos de maior concentração são eugenol (78,1%), -
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cariofileno (13,4%) e acetato de eugenol (5,2%) e estão de acordo com os resultados obtidos por El-

Mesallamy et al. (2012); Bluma & Etcheverry (2008); Manganyi et al. (2015); Srivastava et al. (2005). 

No Quadro V2 do mesmo anexo está descrita a composição química do óleo de poejo, com os três 

compostos ativos de maior concentração a serem 86,0% de pulegona, 2,5% de cis-isopulegona e 2,2% 

de piperitenona. De acordo com El Asbahani et al. (2015), Aziz & Craker (2001) em, Aziz & Abbas (2010), 

Zabka et al. (2014) e Bouchra et al. (2003), a pulegona é o composto ativo maioritário do óleo essencial 

de poejo. Comparando o óleo essencial de cravinho e o óleo essencial de poejo verificou-se que este 

último apresenta na sua constituição uma maior variação dos compostos presentes, como se pode 

constatar nos ensaios executados por Bouchra et al. (2003) em que foi utilizada uma amostra 

proveniente de Marrocos em que o segundo composto maioritário era mentadieno-3,8-α-tujona, 

composto esse ausente de todas as outras amostras de óleo essencial de poejo.  

 

Nas Figuras 11, 12, 13 e 14 estão representadas as percentagens de grãos de milho e de feijões 

contaminados com fungos, ao longo das semanas, para os óleos essenciais e compostos ativos 

testados. 

 

Figura 11. Evolução da percentagem de grãos de milho contaminados nos ensaios com misturas de  

0,75µL/mL:0,75µL/mL, 1,0µL/mL:0,5µL/mL e 2,5µL/mL:2,5µL/mL de eugenol e pulegona, 

ao longo de 23 semanas. 
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Pela observação dos ensaios feitos com misturas  de eugenol e pulegona em grãos de milho (Figura 

11), constata-se que, quanto maior a concentração de eugenol melhor os resultados, 

independentemente da concentração de pulegona, uma vez que comparando os resultados das 

concentrações 0,75µL/mL:0,75µL/mL e 1,0µL/mL:0,5µL/mL há menor contaminação para a mesmo 

período de observação. Mais propriamente, no primeiro caso a contaminação dos grãos ultrapassa os 

90% em apenas sete semanas enquanto que no segundo a percentagem de contaminações chega aos 

70% em 23 semanas. No mesmo período e na concentração mais elevada, ainda houve cerca de 20% 

de grãos contaminados. 

 

 

Figura 12. Evolução da percentagem de feijão contaminado no ensaio com 0,5µL/mL de pulegona, 

poejo, eugenol e cravinho ao longo de 6 semanas de observação. 

 

Na Figura 12 estão representados os resultados respeitantes ao ensaio em feijão com a concentração 

de 0,5µL/mL de pulegona, poejo, cravinho e eugenol, em que, ao longo de apenas seis semanas se 

chegou a níveis de contaminação, respectivamente, de 100%, 83%, 70% e 63%. Nesta concentração 

não é possível armazenar feijão por 24 semanas. 
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Figura 13. Evolução da percentagem de feijão contaminado no ensaio com 1,0µL/mL de pulegona, 

poejo, eugenol e cravinho ao longo de 24 semanas de observação. 

 

 

A concentração de 1,0µL/mL (Figura 13) possibilitou melhores resultados que na anterior (Figura 12) 

em 24 semanas de contagens. No ensaio com o óleo essencial de poejo foi onde se registaram piores 

resultados apresentando contaminações de 75% em comparação com 38% de pulegona, 14% de 

eugenol e 0% de cravinho. Assim e, tendo em conta a menor eficácia do óleo essencial de poejo e o 

seu composto ativo principal, a pulegona, pode existir um ou mais antagonismos entre os compostos 

ativos deste óleo essencial.  

 

No caso do óleo essencial de cravinho verifica-se que este é mais eficaz que o eugenol. Este resultado 

poderá resultar de sinergismos entre um ou mais compostos que estão presentes no óleo essencial.  

 

Neste ensaio observaram-se diversas contaminações com bactérias resistentes ao cloranfenicol, 

principalmente nas caixas saturadas com óleo de cravinho, não tendo sido identificadas por não ser 

um objetivo deste trabalho. 
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Figura 14. Evolução da percentagem de feijão contaminado no ensaio com 2,5µL/mL de pulegona, 

poejo, eugenol e cravinho ao longo de 24 semanas de observação. 

 

A Figura 14 representa a evolução da percentagem de contaminação de feijão, ao longo das semanas, 

com os mesmos óleos essenciais e compostos ativos principais, mas a uma concentração de 2,5µL/mL. 

Tal como na Figura 13, o óleo essencial de poejo foi aquele que apresentou piores resultados uma vez 

que à 16ª semana verificou-se que 31% dos feijões estavam contaminados, quando comparado com o 

ensaio com a pulegona verificou-se que apenas  1% dos feijões estavam contaminados.  No entanto 

no final do período de observação a diferença entre os valores obtidos no caso do óleo essencial de 

poejo e no caso da pulegona era de apenas 8% sendo a percentagem de contaminados de 34% e 26%, 

respectivamente. Neste caso a pulegona começou a perder eficácia após a 16ª semana. 

 

Para a concentração 2,5µL/mL, o óleo essencial de cravinho e o eugenol inibiram completamente o 

crescimento de fungos. Para se verificar a ação fungicida ou fungistática destas substâncias, os feijões 

provenientes destes ensaios foram colocados em meio de PDA sem óleo essencial de cravinho ou 

eugenol, tendo-se verificado que, nesta concentração, estas substâncias apresentaram ação fungicida. 

 

Neste trabalho o óleo essencial de cravinho foi o mais eficaz como antifúngico seguido do eugenol, da 

pulegona e do óleo essencial de poejo. Isto significa que para além dos 78,1% de eugenol, um ou mais 

compostos ativos em menor proporção no óleo essencial, podem ter influenciado positivamente a sua 

eficácia (efeito sinergético ou aditivo). Marín et al. (2004) observaram que os óleos essenciais de canela 

e de cravinho, tendo o eugenol como o componente principal, respectivamente 82,3% e 88,2%, 

apresentaram efeitos diferentes na inibição da produção de zearalenona por parte de Fusarium 

graminearum; o óleo essencial de cravinho inibiu a produção enquanto que o óleo essencial de canela 
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não teve efeito significativo.  Pelo contrário, Combrinck et al. (2011) observaram que o eugenol 

apresentou uma inibição de crescimento mais elevada quando comparado com óleo essencial de 

cravinho, de fungos patogénicos de fruta (Lasiodiplodia theobromae, Colletotrichum gloeosporioides, 

Alternaria citrii, Botrytis cinerea e Penicillium digitatum). Estes resultados mostram a possível 

importância e o efeito dos compostos ativos em menor percentagem nos óleos essenciais que podem 

justificar estes resultados. 

 

Para espécies de Aspergillus da secção flavi o óleo essencial de cravinho teve um efeito inibitório de 

crescimento e produção de aflatoxina B1 menor que os óleos essenciais de Peumus boldus, de 

Hedeoma multiflora e de Lippia integrifolia mas maior do que o de Pimpinella anisum (Bluma & 

Etcheverry, 2008). Montes-Belmont e Carvajal (1998) avaliaram as propriedades fungicidas de 

Cinnamomum zeylanicum, Mentha piperita, Ocimum basilicum, Origanum vulgare, 

Dysphania ambrosioides, Syzygium aromaticum, e Thymus vulgaris. Estes óleos essenciais inibiram 

crescimento de Aspergillus flavus nos grãos a concentrações entre 3% a 8%.  

 

Manganyi et al. (2015) reportaram a igual eficácia da concentração de 0,5 µL/mL dos óleos essenciais 

de tomilho e cravinho e dos compostos ativos timol, eugenol e citral na inibição de crescimento de 

Fusarium oxysporum durante nove dias. Neste trabalho apenas foi identificado F. oxysporum numa 

amostra de 1,0 µL/mL de pulegona (Quadro 9). El-Mesallamy et al. (2012) verificaram que o óleo 

essencial de cravinho teve eficácia inibitória crescente para Trichoderma sp, A. niger, F. oxysporum e 

Penicillium sp. Estes resultados não estão de acordo com o verificado para os ensaios de grãos de milho 

que mostraram a maior sensibilidade de A. niger em várias misturas de eugenol e pulegona (Quadro 

8). O óleo essencial de cravinho mostrou atividade antifúngica contra várias espécies do género 

Colletotrichum, embora aquém dos resultados proporcionados pelo gengibre amarelo (Curcuma 

longa) e pela noz moscada (Myristica fragrans) (Radwan et al, 2014). 

 

O eugenol inibiu totalmente o crescimento e a produção de aflatoxina B1 por A. flavus em grãos de 

sorgo e, adicionalmente, provocou a inibição da germinação das sementes (Komala et al., 2012). 

Similarmente, resultados positivos na inibição do crescimento e produção de micotoxinas por A. flavus 

em vários valores de aw, foi reportado por Passone et al. (2012). Abd-ElSalam & Khokhlov  (2015) 

verificaram que o eugenol inibiu não só o crescimento radial de F. oxysporum, mas também a 

esporulação e a pigmentação, causando distorções, tumefacções e bifurcações anómalas no micélio. 

 

Morcia et al. (2012) testaram a eficácia de cinco moléculas, o timol, o eugenol, a carvona, o terpineno-

4-ol e o 1,8-cineol, tendo verificado que estas evidenciaram diferentes níveis de eficácia, de acordo 
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com uma escala decrescente: timol, eugenol, carvona, terpineno-4-ol e 1,8-cineol. Também Kurita e 

Koike (1983) observaram que a atividade antifúngica dos óleos essenciais dependem dos seus 

compostos ativos principais e seguem a regra por ordem decrescente de eficiência: fenol, álcool, 

aldeído, cetona, éter e hidrocarboneto.   

 
Para além de S. aromaticum outras plantas podem ter na sua composição química uma proporção em 

eugenol que lhes confere atividade inibidora no crescimento fúngico e na produção de micotoxinas. 

Fandohan et al. (2004) observaram que o óleo essencial de Ocimum basilicum do Benin, com 22% de 

eugenol inibiu a produção de fumonisina pelo fungo F. verticillioides, enquanto que Dambolena et al. 

(2010) concluiram que o óleo essencial da mesma planta do Quénia, sem eugenol, não teve qualquer 

efeito na produção desta toxina pelo mesmo fungo. Dos mesmo autores o óleo essencial proveniente 

das folhas de Ocimum gratissimum, colhidas em dois locais no Quénia (70.1% e 95.5% de eugenol), 

tiveram uma elevada actividade inibitória na produção de fumonisina, o que pode ser explicado pelo 

seu conteúdo em eugenol (Dambolena et al., 2010). 

 
O eugenol atua na membrana celular por um mecanismo que envolve a inibição da biossíntese de 

ergosterol (de Oliveira et al., 2013). Como é um composto lipofílico, consegue entrar entre as cadeias 

de ácidos gordos que compõem a dupla camada da membrana celular, alterando, assim, a 

permeabilidade e fluidez das membranas celulares (Gill & Holley, 2006; Braga et al., 2007).  

 

Apesar de ser um bom inseticida o óleo essencial de poejo e a pulegona têm efeitos medianos no 

combate a fungos de armazenamento, quando comparado com os resultados obtidos com o óleo 

essencial de cravinho e o eugenol deste trabalho. Estes resultados estão de acordo com Magro (2009), 

que verificou que é necessária uma concentração de 5,0L/mL de óleo essencial de poejo para inibir 

durante, pelo menos, 25 semanas A. candidus e A. niger ao contrário da concentração mínima de 

1,0L/mL de eugenol e de óleo essencial de cravinho. El Asbahani et al. (2015) também observaram a 

baixa eficácia do óleo essencial de M. pulegium, na inibição de crescimento de A. niger e P. funiculosum 

em comparação com o óleo essencial de tomilho (Thymus leptobotrys), mais eficaz, e ao óleo essencial 

de pelargónio (Pelargonium graveolens), segundo mais eficaz. A ação moderada na inibição de fungos 

do género Fusarium foi observada por Daferera et al. (2003); para uma redução de 50% do crescimento 

de Fusarium sp. foram necessários 400 g/mL de concentração de óleo essencial de poejo, 

comparando com 50 g/mL de orégão, 71 g/mL de tomilho, 668 g/mL de alecrim e 1000 g/mL de 

salvia. Zabka et al. (2014), estudaram os efeitos inibidores de 1 µg/mL de vários óleos essenciais em 

fungos patogénicos vulgarmente presentes no interior de edifícios húmidos e com mau arejamento, 

nomeadamente, Alternaria alternata, Stachybotrys chartarum, Cladosporium cladosporioides e A. 
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niger. O óleo essencial de poejo inibiu, respectivamente pela respectiva ordem referida dos fungos 

citados, 88,6%, 96,0%, 91,8% e 44,4%, contrastando com o poder inibitório de 100% de óleos essenciais 

de plantas mais eficazes como Origanum vulgari, Thymus vulgaris e T. satureioides Coss. & Ball. e 

Pimenta racemosa (Mill.) J.W.Moore.  

 

O limoneno apresentou uma baixa atividade fungicida em fungos de armazenamento, tanto em feijão 

como no milho, nas concentrações testadas. Dado que após uma semana depois da realização do 

ensaio os grãos de milho e os feijões estarem totalmente contaminados, fez-se apenas uma 

observação e que nos leva a concluir que esta substância às concentrações 1,0 µL/mL e 2,5 µL/mL, não 

tem qualquer efeito fungicida quando existem condições ideais para o desenvolvimento de fungos. De 

acordo com Marei et al. (2012), num ensaio de eficácia de monoterpenos contra fungos patogénicos 

de plantas, mais especificamente Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Penicillium digitatum e A. 

niger o limoneno a par do 1,8-cineol revelaram eficácia contra R. solani, P. digitatum e A. niger e 

eficácia moderada na inibição de F. oxysporum, comparativamente à substância mais eficiente que foi 

o timol. Contrariamente, a (R)-carvona e o  (R)-cânfora exibiram pior eficácia antifúngica.  

 

Neste ensaio foi também estudado o efeito do limoneno nas enzimas celulases e da 

pectinametilesterase. A inibição da celulase por parte dos compostos ativos reduz os patogenicidade 

dos fungos, uma vez que esta enzima é usada por estes para degradar as paredes celulares dos 

hospedeiros. A enzima pectinametilesterase modifica o grau da metilesterificação das pectinas que 

são o componente principal das paredes celulares dos fungos e, alterações das estruturas da pectina, 

são associadas a mudanças na adesão celular, plasticidade, pH e constituintes iónicos.  O limoneno 

inibiu mais eficazmente a atividade das celulases de A. niger e P. digitatum e da pectinametilesterase 

de R. solani e P. digitatum.  

 

Segundo Tao et al. (2014), a concentração mínima inibitória do óleo essencial de Citrus reticulata com, 

entre outros compostos ativos, 60,7% de d-limoneno, 10,0% de -terpineno e 7,4% de -mirceno foi 

de 2,5 µL.mL-1 e 40,0 µL.mL-1 para P. italicum e P. digitatum, respetivamente, enquanto que, dos 

mesmos autores, o limoneno exibiu uma atividade moderada contra P. digitatum e estimulou o 

crescimento micelial de P. italicum. As concentrações para as quais houve uma inibição do crescimento 

destes fungos provocaram alterações na morfologia das hifas, nomeadamente, ramificação irregular, 

perda de linearidade, e a formação de superfícies rugosas. Ao nivel das células verificou-se um 

aumento da condutividade e diminuição do conteúdo em lípidos. Adicionalmente, em relação apenas 

a P. italicum, o óleo essencial de C. reticulata provocou a rutura de células, a formação de uma camada 

de exsudados que cobriu partes do micélio e, para P. digitatum, o aparecimento de pequenas vesiculas 
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à superfície das hifas, o que pode inferir na redução da estrutura e estabilidade da membrana celular. 

Noutro ensaio, o óleo essencial de C. sinensis com as concentrações dos compostos ativos de maior 

proporção, 84,2% de limoneno, 4,4% de linalol e 4,1% de mirceno, inibiu integralmente o crescimento 

de A. niger a 3,0 g/mL e a germinação de esporos a 1,5 g/mL. Das observações microscópicas, os 

autores identificaram diversas mudanças morfológicas, como por exemplo, alterações na 

pigmentação, falhas na esporulação e desenvolvimento aberrante dos conidióforos, aparecimento de 

zonas tumefactas, bifurcações anómalas nas hifas e espaçamento claro entre a parede celular e o 

citoplasma. Estas observações indicam que o óleo essencial, através de processos enzimáticos, 

perturba a estrutura e a síntese da parede celular (Sharma & Tripathi, 2008). Dos mesmo autores 

(Sharma & Tripathi, 2006), verificou-se que 300 a 500 ppm do mesmo óleo essencial, inibem a 

germinação de esporos de vários fungos de armazenamento de frutos, como A. alternata, P. 

expansum, A. mali, C. cladosporioides, entre outros. Por outro lado, o limoneno e o óleo essencial de 

C. sinensis apresentaram baixa eficácia na inibição de L. theobromae, C. gloeosporioides, A. citrii e P. 

digitatum, no entanto o limoneno apresentou boa eficácia em relação ao fungo B. cinerea, 

contrastando com a elevada eficácia dos óleos essenciais de Cinnamomum zeylanicum, Thymus 

vulgaris e dos compostos ativos timol e eugenol (Combrinck et al., 2011). 

 

Seguidamente apresenta-se, no Quadro 7, a lista de fungos identificados nos ensaios em branco e nos 

ensaios sobre a influência dos óleos essenciais e compostos ativos principais estudados em grãos de 

milho e em feijão. 
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Quadro 7. Lista de fungos identificados nas diversas amostras de milho e de feijão. 

Taxa 

Milho Feijão 

Branco 
Óleos 

essenciais 
Branco 

Óleos 
essenciais 

Acremonium sp.* - x - - 
Alternaria alternata * - - x - 
Alternaria infectoria * - - x x 
Aspergillus sp.(1) ** - x - - 
Aspergillus flavus** x x - x 
Aspergillus niger** x - - - 
Aspergillus niveus** - x - - 
Aspergillus melleus** - x - - 
Aspergillus parvulus** x - - - 
Aspergillus sydowii** - - - x 
Aspergillus terreus** - x - - 
Aspergillus ustus** - - x - 
Cladosporium sp.* - - x x 
Eurotium chevalieri** - - x - 
Fusarium culmorum.** - - x - 
Fusarium oxysporum** - - - x 
Monilia sp* - - - x 
Papularia sp.* - - - x 
Penicillium sp.(1)** - - x - 
Penicillium sp.(2)** - - x - 
Penicillium sp.(3)** - - x - 
Penicillium sp.(4)** - x - - 
Penicillium aurantiogriseum** - - - x 
Penicillium chrysogenum** - - - x 
Penicillium citrinum** - - x x 
Penicillium corylophilum** - - x x 
Penicillium glabrum** - - x - 
Penicillium purpurogenum** - - x x 
Penicillium verrucosum** - - x - 
Rhizopus sp.* x - x - 
Stemphylium sp.* - - x - 
Ulocladium sp.* - - x - 

Nota: (*) - fungos de campo e (**) - fungos de armazenamento 

 

Através da análise do Quadro 7 podemos observar o reduzido número de espécies encontradas nos 

ensaios em branco do milho, o que pode ser explicado pela contaminação quase limitada a um taxum, 

neste caso, A. niger. Este facto é corroborado pelo quadro do cálculo das frequências absolutas e 

relativas (Quadro 8).  

 

 A impossibilidade de discriminação das espécies de fungos dos ensaios em branco do feijão, três do 

género Penicillium, deveu-se à perda destas devido a uma contaminação das estufas por ácaros 

micetófagos. No caso dos ensaios dos óleos essenciais, no género Aspergillus e Penicillium no milho, a 
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alteração morfológica dos fungos devido à ação do eugenol e da pulegona impediu a sua identificação 

ao nível da espécie. 

 

Quadro 8. Frequências absolutas e relativas dos fungos isolados a partir das amostras de milho. 

 
branco 

eugenol e pulegona 
0,75µL/mL:0,75µL/mL 

eugenol e pulegona 
1,0 µL/mL:0,5µL/mL 

eugenol e pulegona 
2,5µL/mL:2,5µL/mL  

Taxa ni fi ni fi ni fi ni fi 

Acremonium sp. - - 17 19,5 2 2,5 - - 

Aspergillus sp.(1) - - 19 21,8 9 11,3 - - 

Aspergillus flavus 2 0,6 40 46,0 44 55,0 17 65,4 

Aspergillus niger 180 58,3 - - - - - - 

Aspergilllus niveus - - - - - - 2 7,7 

Aspergillus parvulus 1 0,3 - - - - - - 

Aspergillus terreus - - - - 25 31,3 7 26,9 

Penicillium sp.(4) - - 11 12,6 - - - - 

Rhizopus sp. 126 40,8 - - - - - - 

Total de indivíduos 309  87  80  26  

Nota: ni – frequência absoluta e fi – frequência relativa (ni/total*100); (-)fungo não isolado na amostra.  

 

Para avaliar a proporção de contaminação nos grãos, dos fungos identificados nas diferentes amostras, 

foram calculadas as frequências absolutas e relativas destes (Quadro 8). Para os grãos de milho e no 

ensaio em branco, A. niger e Rhizopus sp. foram muito frequentes enquanto que A. flavus e A. parvulus 

apareceram pouco frequentes. No ensaio de eugenol e pulegona a 0,75µL/mL:0,75µL/mL os fungos 

muito frequentes foram Aspergillus sp.(1) e A. flavus, Acremonium sp. e como frequente Penicillium 

sp.(4). No ensaio eugenol e pulegona a 1,0µL/mL:0,5µL/mL, as espécies muito frequentes foram A. 

flavus e A. terreus, enquanto que Aspergillus sp.(1) foi frequente e Acremonium sp. pouco frequente. 

Às concentrações de 2,5µL/mL:2,5µL/mL de eugenol e pulegona, A. flavus e A. terreus apareceram 

muito frequente nos grãos contaminados enquanto que Aspergillus niveus apareceu como pouco 

frequente. Destes resultados observa-se que as amostras de milho vinham inicialmente muito 

contaminadas com A. niger, o que limita a comparação entre ensaios em branco e ensaios com os 

óleos essenciais, mas que nos leva a concluir que este fungo é predominante na micoflora encontrada, 

quando as condições de desenvolvimento são ótimas.  

 

A resistência a altas temperaturas ou a altas exposições solares faz com que indivíduos da espécie A. 

niger ou da secção Nigri sejam comuns no solo, contaminem culturas em amadurecimento que serão 

posteriormente armazenadas na zona mediterrânica, subtropical e tropical (Soares et al., 2013). Dos 

mesmos autores, foi observada uma elevada incidência de contaminação de grãos de milho por A. 

niger no Ribatejo e Alentejo. Sendo também, segundo Pitt & Hocking (1997), um dos contaminantes 
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de alimentos mais vulgarmente isolado, justifica a elevada frequência encontrada nas amostras 

estudadas. 

 

 Ao longo das crescentes concentrações de eugenol e das concentrações de pulegona associadas a esse 

ensaio composto (com misturas dos dois), observa-se que A. niger é muito sensível à ação do eugenol 

e da pulegona. Houve a substituição da sua presença, principalmente e crescentemente por A. flavus, 

pelo fungo de campo Acremonium sp., cuja frequencia diminui com o aumento da concentração de 

eugenol, e A. terreus, cujo aparecimento ocorreu no ensaio 1,0µL/mL:0,5µL/ml e 2,5µL/mL:2,5µL/ml 

com uma frequência relativa semelhante, devido à inibição de crescimento, nestas concentrações, dos 

fungos de desenvolvimento mais rápido (Acremonium sp. e Aspergillus spp.).  

 

Nas amostras estudadas, uma nota para a presença de apenas fungos do género Aspergillus na 

concentração mais elevada, o que prova a maior resistência deste género a condições adversas, 

estando de acordo com o verificado por Magro (2009).  

 

De acordo com Kpodo et al. (2000) e Gonzáslez et al. (2003), o grão de milho é um bom substrato para 

a infeção fúngica e potencial produção de micotoxinas perigosas para a saúde de humanos e animais. 

Os fungos mais comuns encontrados durante a fase de produção são A. flavus, A. parasiticus, F. 

graminearum, F. verticillioides, Penicillium spp. e Stenocarpella maydis. Em milho armazenado no 

Estado do Iowa os fungos isolados de maior importância encontrados foram do género Eurotium 

(principalmente E. amstelodami e E. chevalieri), Aspergillus restritus e duas espécies do género 

Penicillium, P. aurantiogriseum e P. viridicatum (Barron & Lichtwardt, 1959). De amostras de milho da 

Tailândia, similarmente e não só o género Eurotium foi muito frequente, mas também os fungos 

Wallemia sebi, A. flavus, A. wentii, A. tamarii e A. niger foram identificados. Resultados semelhantes 

foram obtidos de amostras de milho da Indonésia e Filipinas (Pitt et al., 1993).   

 

Especificamente para as espécies do género Penicillium que contaminam os grãos de milho, Mislivec 

& Tuite (1970a,b) observaram que apesar de ser comum no campo, P. funiculosum raramente foi 

isolado no armazém, ao contrário de P. aurantiogriseum e P. viridicatum; P. citrinum e P. oxalicum que 

estiveram sempre presentes. Na Tailândia, Indonésia e Filipinas, P. citrinum foi o fungo mais frequente 

isolado de milho, seguido por P. funiculosum, P. pinophilum, P. oxalicum e P. raistrickii (Pitt & Hocking, 

1997). Dawood &. Elshamry (2015), ao estudarem o milho proveniente da Arábia Saudita, 10% do total 

de contaminantes da micoflora interna e 8,3% da micoflora externa dos grãos pertenciam a espécies 

do género Penicillium. Em Espanha, 16,8% das amostras de farinha de milho testadas foram 

contaminadas com fungos do género Penicillium (Albroch et al., 2012). Nesta dissertação, apenas foi 
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identificado uma espécie de Penicillium 12,6% (frequente) no ensaio eugenol e pulegona 

0,75µL/mL:0,75µL/mL o que dificulta a comparação dos resultados com a bibliografia. 

 

Na fase de crescimento e amadurecimento da cultura do milho, os fungos do género Fusarium são os 

maiores patogénios responsáveis pela deterioração da espiga, sendo os mais comuns F. graminearum, 

F. verticillioides e F. subglutinans. Os fungos adquiridos do campo, nomeadamente Fusarium 

verticillioides, F. proliferatum, F. oxysporum e A. flavus, podem persistir no milho armazenado e o 

micélio, conídios e metabolitos secundários aparecerem em produtos como farinhas, snacks, tortilhas 

e cereais de pequeno almoço (Bullerman & Tsai, 1994; Zohri et al., 1995).  

 

De amostras de milho do Paquistão recolhidas de mercados tradicionais e identificadas por Saleemi et 

al. (2012), P. verrucosum, A. niger, A. ochraceus e A. flavus foram as espécies mais frequentes. Hell et 

al. (2003) investigaram a micoflora de grãos de milho de vários locais do Benin e observaram que das 

espécies de Fusarium identificadas 62,8% correspondiam à espécie F. verticillioides, 25,7% 

correspondeiam a F. proliferatum, 8,6% a F. oxysporum e 2,9% a F. poae. Do género Aspergillus 82% 

pertenciam a A. flavus, 12% a A. niger e 2% a A. tamarii. Do mesmo país, e depois de armazenados 

durante sete a nove meses, foram identificados como mais frequentes A. versicolor, F. verticillioides, 

Penicillium spp., A. glaucus, A. flavus e A. fumigatus, nos grãos de milho (Ayalew, 2010). De amostras 

armazenadas por mais de seis meses em três regiões do Uganda os contaminantes fúngicos de maior 

incidência correspondem às espécies A. flavus, F. verticillioides, A. wentii e R. stolonifer (Kaaya & 

Kyamuhangire, 2006). As espécies de fungos identificados mais frequentemente de amostras de milho 

provenientes de silos de metal das Honduras foram F. verticillioides, F. subglutinans, Stenocarpella 

maydis, Acremonium spp. e P. oxalicum (Julian et al., 1995). 

 

Neste trabalho, nas amostras de milho, não foram identificados fungos do género Fusarium, revelando 

três possíveis factores: este género é menos agressivo na colonização do que A. niger e bastante 

sensível à ação dos óleos essenciais e dos compostos ativos principais estudados ou as amostras não 

vieram contaminadas, o que contrasta com a bibliografia consultada em que pelo menos uma destas 

espécies , F. verticillioides ou  F. oxysporum foram identificadas como frequentes ou muito frequentes 

na micoflora do grão ou farinha de milho em amostras provenientes do Paquistão, Arábia Saudita, 

Etiópia e Espanha (Albroch et al., 2012; Dubale et al., 2014; Dawood & Elshamry, 2015; Hussain et al., 

2013). 

 

No Quadro 9 estão presentes as frequências absolutas e relativas calculadas para os taxa de fungos 

identificados nos feijões, para os ensaios em branco e para as diferentes concentrações do óleo 
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essencial de poejo e componentes ativos principais utilizados. Dos ensaios com os óleos, não estão 

representados o cravinho na concentração  1,0µL/mL nem o eugenol e o cravinho na concentração 

2,5µL/mL por não ter ocorrido qualquer contaminação fungica no período de observação. Nas 

amostras dos ensaios em branco os fungos muito frequentes foram Penicillium corylophilum e 

Stemphylium sp., frequente foi apenas Rhizopus sp. e, por fim, os restantes, pouco frequentes, 

nomeadamente, Alternaria alternata, A. infectoria, Aspergillus ustus, Cladosporium sp., Eurotium 

chevalieri, Fusarium culmorum, Penicillium sp.(1), Penicillium sp.(2), Penicillium sp.(3), P. citrinum, P. 

glabrum, P. purpurogenum, P. verrucosum e Ulocladium sp. Verificou-se que a ação dos óleos ao inibir 

alguns indivíduos como A. alternata,  A. ustus, Rhizopus sp., Stemphylium sp., Ulocladium sp., 

diminuindo a variabilidade encontrada, possibilitou o aparecimento de fungos de campo não antes 

identificados, como o género Papularia que apareceu frequentemente em poejo 1,0µL/mL e o género 

Monilia dominante (muito frequente) em todos os ensaios em que houve contaminações. Apenas foi 

identificada uma espécie do género Fusarium (F. oxysporum) e pouco frequente. Cladosporium sp., 

pouco frequente nos ensaios em branco, dado o seu crescimento lento e rapidamente superado por 

espécies mais competitivas, apareceu em 16% dos feijões sob efeito da concentração 1,0µL/mL de 

pulegona. Adicionalmente, foram identificados novos fungos de armazenamento como A. flavus, 

muito frequente, em pulegona e poejo a 2,5µL/mL, A. melleus, cuja frequência diminui no sentido de 

maiores concentrações e maior sensibilidade ao poejo que à pulegona, A. sydowii passando de pouco 

frequente a frequente, de 1,0µL/mL a 2,5µL/mL de pulegona. Apenas A. sydowii e Monilia sp. foram 

identificados na concentração de 1,0µL/mL de eugenol, respetivamente, frequente e muito frequente. 

Penicillium corylophilum é a espécie que predominantemente contaminou estas amostras de 

sementes de feijão e, ainda dentro deste género, P. purpurogenum e P. citrinum não foram inibidos 

pela pulegona nas concentrações 1,0µL/mL e 2,5µL/mL, respetivamente. Como as restantes espécies 

identificadas (P. aurantiogriseum e P. chrysogenum), não apareceram nos ensaios em branco, 

impossibilita concluir sobre a maior ou menor ação inibitória dos óleos nestes fungos. P. corylophilum 

tal como P. citrinum, P. aurantiogriseum e P. chrysogenum são quatro espécies bastante comuns em 

diversos substratos, alimentos incluídos, nas regiões temperadas (Samson et al., 2010).  
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Quadro 9. Frequências absolutas e relativas dos fungos isolados a partir das amostras de feijão. 

   
1,0 µL/mL 2,5 µL/mL 

 branco eugenol pulegona  poejo  pulegona poejo 

Taxa ni fi ni fi ni fi ni fi ni fi ni fi 

Alternaria alternata 12 6,8 - - - - - - - - - - 

Alternaria infectoria 1 0,6 - - 1 4,0 - - - - - - 

Aspergillus flavus - - - - - - - - 10 33,3 6 26,1 

Aspergillus melleus - - - - 6 24,0 10 17,5 4 13,3 1 4,3 

Aspergilllus sydowii - - 1 14,3 1 4,0 - - 4 13,3 - - 

Aspergillus ustus 10 5,6 - - - - - - - - - - 

Cladosporium sp. 1 0,6 - - 4 16,0 1 1,8 - - - - 

Eurotium chevalieri 1 0,6 - - - - - - - - - - 

Fusarium culmorum 1 0,6 - - - - - - - - - - 

Fusarium oxysporum - - - - 1 4,0 - - - - - - 

Monilia sp. - - 6 85,7 - - 11 19,3 7 23,3 10 43,5 

Papularia sp. - - - - - - 6 10,5 - - - - 

Penicillium sp.(1) 2 1,1 - - - - - - - - - - 

Penicillium sp.(2) 2 1,1 - - - - - - - - - - 

Pencillium sp. (3) 1 0,6 - - - - - - - - - - 

Penicillium aurantiogriseum - - - - - - 6 10,5 - - - - 

Penicillium chrysogenum - - - - 1 4,0 - - - - - - 

Penicillium citrinum 2 1,1 - - - - - - 5 16,7 - - 

Penicillium corylophilum 63 35,6 - - 8 32,0 23 40,4 - - 6 26,1 

Penicillium glabrum 3 1,7 - - - - - - - - - - 

Penicillium purpurogenum 4 2,3 - - 3 12,0 - - - - - - 

Penicillium verrucosum 6 3,4 - - - - - - - - - - 

Rhizopus sp. 20 11,3 - - - - - - - - - - 

Stemphylium sp. 41 23,2 - - - - - - - - - - 

Ulocladium sp. 7 4,0 - - - - - - - - - - 

Total de indivíduos 177  7  25  57  30  23  

Nota: ni – frequência absoluta e fi – frequência relativa (ni/total*100); (-) fungo não isolado na amostra.  

 

Yesuf & Sangchote (2005) ao estudarem a micoflora de feijão comum de amostras da Etiópia, 

identificaram como fungo mais comum Colletotrichum lindemuthianum, seguido de Phaeoisariopsis 

griseola, Ascochyta phaseolorum e Macrophomina phaseoli. Mahmoud et al., 2013, de amostras do 

Egito, identificaram R. solani como fungo mais frequente seguido por F. oxysporum. Nenhum destes 

fungos de campo foram identificados nas amostras de feijão excepto apenas um feijão com F. 

oxysporum.  

 

A. alternata foi a espécie mais frequente da micoflora de amostras recolhidas na Argentina juntamente 

com outras frequentes como Sclerotinia sclerotiorum, R. solani, Fusarium semitectum, Acremonium 

strictum e F. graminearum (Castillo et al., 2004). Igualmente para amostras de sementes de feijão da 

Polónia, Alternaria alternata foi a espécie dominante secundada por Fusarium spp. e Penicillium spp., 
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num total de 13 géneros diferentes identificados (Tylkowska et al., 2010). De 22 fungos identificados 

da micoflora de duas variedades de feijão (Varun e Waghya) provenientes da India, os três mais 

dominantes foram, por ordem, Macrophomina phaseoli, A. niger e F. oxysporum (Mahamune & Kakde, 

2011). Excepcionalmente, da bibliografia pesquisada, apenas em amostras de feijão da Arábia Saudita, 

os fungos de armazenamento apareceram com incidência elevada, tendo sido identificados A. flavus, 

A. niger, A. sydowii, Rhizopus stonolifer, P. citrinum e F. oxysporum (Abdel-Hafez, 1984). Estes 

resultados estão de acordo com os obtidos nos ensaios em branco e sob efeito dos óleos e compostos 

ativos principais.  Assim, A. flavus, A. niger, A. sydowii e A. terreus são espécies bastante comuns no 

armazenamento de grãos e leguminosas, principalmente nas zonas tropicais e subtropicais (Pitt & 

Hocking, 1997). 

 

Apesar de serem diferentes em termos botânicos e de composição nutricional, os dados de estudos 

sobre a micoflora de feijões de Vigna unguiculata e Vigna radiata podem permitir comprender os 

contaminantes fúngicos que eventualmente poderão ser contaminantes de Phaseolus vulgaris. Os 

contaminantes fúngicos mais frequentes encontrados em amostras de Vigna ungiculata colhidas em 

mercados de rua na África do Sul foram A. flavus, A. niger, Cladosporium sp., Phoma sp e Penicillium 

sp., e no Benin foram A. flavus, Curvularia sp., Lasiodiplodia theobromae, Mucor sp. (Kritzinger et al., 

2003). Os contaminantes fúngicos mais frequentes em Vigna radiata na Tailândia, Indonésia e Filipinas 

foram A. flavus, A. niger, Eurotium rubrum, E. chevalieri, P. citrinum e, apenas em algumas amostras 

da Tailândia e Indonésia, P. olsonii (Pitt et al., 1994). De amostras provenientes da India e depois de 

seis meses armazenadas, as espécies mais comuns do género Aspergillus identificadas foram  A. flavus, 

A. niger, A. terreus e A. versicolor (Gopinath et al., 2011). 

 

Os fungos do género Alternaria são encontrados mundialmente e algumas espécies estão associadas 

a determinados alimentos ou plantas ou a ambientes de interior. As espécies pertencentes ao grupo 

A. infectoria estão mais associadas a cereais, enquanto que as do grupo de A. arborescens a pomóideas 

e prunoideas (Samson et al., 2010). Ao contrário destas, A. alternata além de ser um patogénio de 

algumas plantas, é o fungo saprófita mais comum e com grande variedade de subtratos do seu género 

(Pitt & Hocking, 1997). Igualmente, Cladosporium sp. é um género encontrado em numerosas zonas 

do globo.  Tanto taxa do género Stemphylium, Cladosporium e Acremonium podem ser fungos 

patogénicos de plantas ou saprófitas e, deste modo, serem encontrados em alimentos ou restos de 

materiais vegetais (Samson et al., 2010). Apesar de o género Ulocladium estar amplamente distribuído 

no mundo e, exceptuando o mais comum U. botrytis, não é frequentemente isolado de alimentos 

(Simmons, 1967). No entanto, Pitt et al. (1993,1994) isolaram espécies deste género em feijão comum 

vermelho.  Este tipo de fungos pode aparecer mais ou menos frequentemente nas amostras de vários 
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tipos de alimentos, uma vez que os seus esporos permanecem viáveis, apesar de não se 

desenvolverem durante as condições restritas do armazenamento.  
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5. CONCLUSÕES 

 

O grande conhecimento que hoje existe sobre as plantas aromáticas e a utilidade dos seus compostos 

ativos na indústria deve ser aproveitado para uma continuação de estudos dos mecanismos de ação 

biológicos em novas aplicações na saúde, na agricultura e no ambiente.  

 

A elevada volatilidade dos óleos essenciais, o preço e a possibilidade de alterar as propriedades 

organolépticas dos alimentos se utilizados na fase líquida são os maiores problemas na aplicação dos 

óleos essenciais na indústria alimentar. Os seus custos podem ser minimizados com a produção em 

larga escala utilizando variedades de plantas mais rentáveis. Esta situação pode levantar problemas 

devido ao facto de ser necessário grandes áreas de cultivo para se obter quantidades moderadas do 

produto e pode também provocar a redução de variabilidade genética por se utilizarem apenas as 

variedades mais produtivas. No entanto, a vantagem da utilização de compostos ativos principais dos 

óleos essenciais ultrapassa os fatores negativos da utilização dos próprios óleos essenciais. 

 

A maior vantagem dos óleos essenciais e seus compostos ativos é a sua bioatividade na fase de vapor, 

o que possibilita a aplicação como fumigante em atmosferas saturadas diminuindo os riscos de 

alteração organoléptica dos alimentos, a presença de resíduos nos mesmos e os problemas 

toxicológicos para os consumidores. 

 

A concentração mínima inibitória (CMI) é o indicador mais utilizado pela maioria dos investigadores 

como medida da eficácia antibacteriológica e antifúngica. A definição da CMI varia entre as publicações 

o que dificulta comparações entre estudos. Adicionalmente, outros fatores afetam a linearidade das 

comparações dos métodos científicos. O tipo de procedimento de extração do óleo e a parte da planta 

usada, volume do inóculo, o meio de cultura e o tempo de incubação e as condições abióticas são 

alguns destes fatores. 

  

Neste estudo, foi demonstrado que o óleo essencial de cravinho possui maior eficácia antifúngica, 

seguido do composto ativo principal eugenol, da pulegona e do óleo essencial de poejo. O óleo 

essencial de cravinho possui na sua constituição outros compostos que lhe podem conferir maior 

eficácia, um efeito aditivo ou sinergético. Apesar disto, o eugenol também mostrou elevada eficácia 

no controlo de fungos de armazenamento e, ao ser uma molécula biodegradável e produzida 

laboratorialmente é uma melhor opção em termos financeiros, comparando com o óleo essencial de 

cravinho. O óleo essencial de poejo, ao ser menos eficaz que a pulegona, mostra que pode existir um 

ou mais antagonismos nos seus compostos ativos. A eficácia destes dois compostos pode não ser 
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suficiente para serem utilizados como meio de proteção contra fungos em grãos de milho ou em feijões 

armazenados. A escolha dependerá do período de armazenamento desejado.  No entanto, face a 

estudos de vários autores sobre a eficácia do poejo e da pulegona na proteção contra pragas, faz 

sentido que estes compostos sejam utilizados numa mistura com o óleo essencial de cravinho ou com 

o eugenol, acautelando os possíveis riscos de antagonismos entre elas. A mistura de eugenol e 

pulegona (2,5µL/mL:2,5µL/mL), tal como os 2,5µL/mL de eugenol e cravinho, tiveram uma atividade 

fungicida nos contaminantes do feijão. 

 

 O limoneno é um composto ativo principal que mostrou não ser eficaz na inibição do crescimento da 

micoflora tanto nos grãos de milho como no feijão. 

 

De um modo geral, os resultados desta investigação são concordantes com os encontrados na 

bibliografia à excepção do limoneno que, nesses estudos, apresenta uma atividade antifúngica 

moderada. 

 

Relativamente à ação dos óleos e dos compostos ativos estudados sobre os fungos que contaminaram 

as amostras de milho e feijão, conclui-se que os fungos do género Aspergillus são os mais resistentes 

em condições restritas excepto a espécie A. niger, apesar de ser um dos fungos mais agressivos no 

crescimento em condições óptimas. A contaminação das amostras de milho com A. niger 

impossibilitou o estudo mais aprofundado de outros fungos da micoflora e eficácia dos antifúngicos 

utilizados nestes. 

 

No futuro, deverá ser investigado o modo de ação dos óleos essenciais e compostos ativos principais 

na morfologia dos fungos de forma a perceber mais pormenorizadamente os mecanismos a nível 

celular. Por fim, terá de se passar dos estudos laboratoriais para estudos no armazém. Esta passagem 

constituirá um outro nível de investigação mais próximo da realidade permitindo obter dados mais 

fiáveis. 

 

A descoberta de novas estratégias para proteção das culturas e controlo de contaminantes biológicos 

no armazenamento com base em moléculas naturais está a direcionar-se para uma abordagem mais 

integrada, podendo envolver várias disciplinas. Através do melhor conhecimento dos mecanismos de 

ação dos compostos ativos a nível celular é possível optimizar a sua utilização, sozinhos ou combinados 

e maximizar o efeito antifúngico. 
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A redução dos prejuízos no armazenamento é um objetivo perseguido por muitos produtores e 

armazenistas no mundo. Através das boas práticas agrícolas e boas práticas no armazenamento e 

aliando-as à proteção integrada no armazenamento esse objectivo é cumprido. Os óleos essenciais e 

os seus compostos ativos são uma alternativa sem os efeitos secundários atribuídos a muitos meios 

de proteção, ou um complemento aos compostos sintéticos, de modo a atingir-se um efeito 

sinergístico no combate aos fungos de armazenamento de produtos agrícolas secos. 
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ANEXOS 

 

 

Anexo I. Classificadores das espécies de plantas, das espécies de insetos e  dos géneros e 

espécies de fungos. 

Quadro I1. Classificadores das espécies de plantas (segundo Natural Resources Conservation Service, 

s.d.). 

Agathosma betulina (Berg.) Pillans Mentha arvensis L. 

Agathosma crenulata (L.) Pillans Mentha microphylla C. Koch 

Cassia fistula L. Mentha piperita L. 

Cinnamomum camphora L. Mentha pulegium L. 

Cinnamomum verum J.Presl Mentha spicata L. 

Cinnamomum zeylanicum L. Myristica fragrans Houtt. 

Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle Ocimum basilicum L. 

Citrus limon (L.) Burm.f. Ocimum gratissimum L. 

Citrus paradisi Macfad. Ocimum sanctum L. 

Citrus reticulata Blanco Ocimum tenuiflorum L. 

Citrus sinensis (L.) Osbeck Origanum vulgare L. 

Coriandrum sativum L. Pelargonium graveolens  L'Hér. 

Cupressus funebris Endl. Peumus boldus Mol. 

Curcuma longa L. Phaseolus vulgaris L. 

Cymbopogon nardus (L.) Rendle Pimenta racemosa (Mill.) J.W.Moore.   

Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants Pimpinella anisum L. 

Eucalyptus globulus Labill Syzygium aromaticum (L.) Merrill & Perry 

Gaultheria procumbens L. Thymus leptobotrys Murb. 

Hedeoma multiflora Benth Thymus satureioides Coss. & Ball. 

Illicium verum Hook.f. Thymus vulgaris L. 

Juniperus virginiana L. Vigna radiata (L.) R. Wilczek 

Lavandula angustifolia Mill. Vigna unguiculata (L.) Walp. 

Lippia integrifolia (Griseb.) Hieron Zea mays L. 

Litsea cubeba (Lour.) Pers. Zieria smithii Jacks 
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Quadro I2. Classificadores das espécies de insetos (segundo Biological Records Centre, s.d.; 

Entomological Society of America, 2015). 

Acanthoscelides obtectus Say Prostephanus truncatus Horn. 

Blattella germanica L. Rhyzopertha dominica Fabricius 

Callosobruchus maculatus Fabricius Sitophilus oryzae L. 

Ephestia elutella Hübner Sitophilus zeamais Motschulsky 

Mayetiola destructor Say Sitotroga cerealella Olivier 

Musca domestica L. Tribolium castaneum Herbst 

Oryzaephilus surinamensis L. Zabrotes subfasciatus Boheman 

 

Quadro I3. Classificadores dos géneros de fungos (segundo Pitt & Hocking, 1997; Samson et al., 2004; 

Mycobank, s.d.). 

Acremonium Link Papularia Fr. 

Alternaria Nees:Fr. Penicillium Link 

Ascochyta Libert Petromyces Malloch & Cain 

Aspergillus Fr.:Fr. Phaeoisariopsis Ferraris 

Botrytis P. Micheli:Fr Phoma Saccardo 

Cladosporium Link Rhizoctonia DeCandolle 

Colletotrichum Corda Rhizopus Ehrenb. 

Curvularia Boedjin Sclerotinia Fuckel 

Eurotium Link: Fr. Stachybotrys Corda 

Fusarium Link Stemphylium Wallr. 

Helminthosporium Link Stenocarpella Sydow & P. Sydow 

Lasiodiplodia Ellis & Everh. Trichoderma Pers. 

Macrophomina Petrak Ulocladium Preuss 

Monilia Bonord. Wallemia Johan-Olsen 

Mucor Fresenius  

Paecilomyces Bainier  
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Quadro I4. Classificadores das espécies de fungos (segundo Pitt & Hocking, 1997; Samson et al., 2004; 

Mycobank, s.d.). 
Acremonium strictum W. Gams F. proliferatum (Matsush.) Nirenberg 

Alternaria alternata (Fr.) Keissl. F. semitectum Berk. & Ravenel 
A. infectoria E.G. Simmons F. sporotrichioides Sherb. 
A. mali Roberts F. subglutinans  (Wollenw. & Reinking) P.E. Nelson, 

Toussoun & Marasas 
 F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg 
Ascochyta phaseolorum Saccardo  
 Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. 
Aspergillus spp. Fr.:Fr.  
A. arachidicola Pildain, Frisvad & Samson Macrophomina phaseoli (Maublanc) S.F. Ashby 
A. candidus Link  
A. carbonarius (Bainier) Thom Penicillium spp. Link 
A. flavus Link P. aurantiogriseum Dierckx 
A. fumigatus Fresen. P. brevicompactum Dierckx 
A. glaucus (L.) Link P. chrysogenum Thom 
A. melleus Yukawa P. citrinum Thom 
A. minisclerotigenes Vaamonde, Frisvad & Samson P. corylophilum Dierckx 
A. niger van Tiegh. nom. cons. P. digitatum (Pers.: Fr.) Sacc. 
A. niveus Blochwitz P. expansum Thom 
A. nominus Kurtzman, B.W. Horn & Hesselt. P. funiculosum Thom 
A. ochraceus K. Wilh. P. glabrum (Wehmer) Westling 
A. parasiticus Speare P. italicum Wehmer 
A. parvulus G. Smith P. oxalicum  Currie & Thom 
A. steynii Frisvad & Samson P. pinophilum Hedgcock 
A. sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church P. purpurogenum Stoll 
A. tamarii Kita P. nordicum Dragoni & Cantoni 
A. terreus Thom P. raistrickii G. Sm. 
A. ustus (Bainier) Thom & Church P. verrucosum Dierckx 
A. versicolor (Vuill.) Tirab. P. viridicatum Westling 
A. wentii Wehmer  
A. westerdijkiae Frisvad & Samson Petromyces alliaceus Malloch & Cain 
  
Botrytis cinerea Pers Phaeoisariopsis griseola (Saccardo) Ferraris 
  
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de 
Vries 

Rhizoctonia solani J.G. Kühn 

 Rhizopus stonolifer (Ehrenb.: Fr.) Linder 
Colletotrichum gloeosporioides (Penzig) Penzig & 
Saccardo 

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary 

Colletotrichum lindemuthianum (Saccardo & 
Magnus) Briosi & Cavara 

 

 Stachybotrys chartarum (Ehrenb.) S. Hughes 
Eurotium amstelodami L. Mangin  
Eurotium chevalieri L. Mangin  
Eurotium rubrum König, Spieckermann & Bremer. Stenocarpella maydis (Berkeley) B. Sutton 
  
Fusarium cerealis (Cooke) Sacc.  
F. culmorum (W.G.Smith) Sacc. Ulocladium botrytis Preuss 
F. equiseti (Corda) Sacc.  
F. graminearum Schwabe Wallemia sebi (Fries) Arx 
F. langsethiae Torp & Nirenberg  
F. oxysporum Schlecht.  
F. oxysporum f. sp. vasinfectum W.C. Snyder & H.N. 
Hansen 

 

F. poae (Peck) Wollenw  
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Anexo II. Registo fotográfico de alguns isolados  

Registo fotográfico da face superior (1) e inferior (2) de alguns isolados em meio de MEA em 7 dias (exceto 

Cladosporium sp. e E. chevalieri em 14 dias). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura II1. A1 e A2-Acremonium sp.; B1 e B2-Alternaria alternata; C1 e C2-Alternaria infectoria; D1 e D2-Aspergillus spp. 

 

A1 A2 

B1 B2 

C1 C2 

D1 D2 
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 Figura II2. E1 e E2-A. flavus;F1 e F2-A. melleus;G1 e G2-A. niger; H1 e H2-A.niveus;I1 e I2-A. parvulus.  
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G1 G2 

H1 H2 

I1 I2 
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Figura II3. J1 e J2-A. sydowii;K1 e K2-A. terreus; L1 e L2-A. ustus;M1 e M2-Cladosporium sp.;N1 e N2-E. chevalieri. 

J1 J2 

K1 K2 

L1 L2 

M1 M2 

N1 N2 
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Figura II4. O1 e O2-F. culmorum;P1 e P2-F. oxysporum; Q1 e Q2-P. auranteogriseum;R1 e R2-P. chrysogenum;S1 e S2-P. 

citrinum. 
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Figura II5. T1 e T2-P. corylophilum;U1 e U2-P. glabrum; V1 e V2-P. purpurogenum;W1 e W2-P. verrucosum.;X1 e X2-

Stemphylium sp. 

T1 T2 

U1 U2 

V1 V2 

W2 W1 

X1 X2 
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 Figura II6. Y1 e Y2-Ulocladium sp. 

Y1 Y2 
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Anexo III. Características biométricas dos isolados 

 

Acremonium sp. 

Em meio de MEA, a colónia mostrou, a face superior cor de rosa ténue (Flesh 374), aspecto micelial farinoso, sem 

zonagem ou exsudado, crescimento regular e face inferior bege (Saffron 10). O diâmetro médio de crescimento 

da colónia após 7 dias a 28ºC foi de 7,5cm. 

Micélio vegetativo constituído pr hifas hialinas deptadas regularmente, Fiálides 11,4-25,7 m; Conídios 5,7-11,4 

m, hialinos, unicelulares, cilíndricos a elipsoidais, agrupados por gota mucilaginosa, parede lisa.  

Alternaria alternata 

Em meio de MEA, a colónia apresentou, a face superior verde oliva escura (Olevaceous Black 108), densidade do 

micélio média a forte de aspecto uniforme e feltroso, margem regular e ausência de exsudado e de zonagem. A 

face inferior mostrou uma cor acastanhada (Greyish Sepia 106). A dimensão da colónia em 7 dias a temperatura 

de 28ºC variou entre 5,6cm de diâmetro médio. 

Micélio vegetativo constituído por hifas septadas regulrmente; Conídios 14,3-37,1 x 5,7-12,8 m, piriformes a 

clavados, parede lisa a ligeiramente ornamentada, com septos transversais e longitudinais, sendo os transversais 

mais numerosos que os longitudinais. 

Alternaria infectoria 

Em meio de MEA, a colónia apresentou, a face superior cinzento pérola (Pale Purplish Gray 127), margem regular, 

densidade do micélio média de aspecto uniforme cotonoso e ausência de exsudado e zonagem. A face inferior 

apresentou uma cor cinzento escuro acastanhado (Fuscous Black 104). O diâmetro médio de crescimento da 

colónia após 7 dias a 28ºC foi de 6,4cm. 

Micélio vegetativo constituído por hifas septadas regulrmente; Conídios 17,1-31,4 x 5,7-8,6 m, elípticos a 

ovóides, parede lisa, com septos transversais. 

Aspergillus flavus 

Em meio de MEA, a face superior da colónia mostrou-se verde amarelada (Citrine 13), margem regular, micélio 

de aspecto irregular cotonoso a farinoso com densidade média, por vezes com a presença de esclerócios. A face 

inferior mostrou uma cor verde com tons de amarelo e cinzento (Greyish Yellow Green 68). O diâmetro médio 

de crescimento da colónia após 7 dias a 28ºC foi de 8,3cm. 

Micélio vegetativo hialino, com hifas septadas regularmente; Cabeças conidiogénicas radiadas; Vesículas 11,5-

71,3 m de diâmetro, hialinas, globosas a subglobosas; Conídios 3,7-5,7 m, hialinos, globosos a subglobosos e 

equinulados. 

Aspergillus melleus 

Em meio de MEA, a face superior apresentou uma cor ocre (Ochreous 44) com margem radial de crescimento 

branca, micélio de densidade média de aspecto farinoso, margem regular e a margem inferior apresentou uma 

cor amarela (Ambar 47). O diâmetro médio de crescimento da colónia após 7 dias a 28ºC foi de 4,0cm. 

                                                           
4 Carta de cores de Rayner (1970). 
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Cabeças conidiogénicas globosas; Vesículas globosas 32,2-46 m; Métulas 12,8-17,1 m; Fiálides 8-11,4 m; 

Conídios 2,9-3,1 m, globosos, lisos. Presença de esclerócios globosos com cerca de 300 m. 

Aspergillus niger 

Em meio de MEA, a face superior da colónia apresentou uma cor negra fuliginosa (Fuscous Black 104), aspecto 

micelial farinoso e zonagem ausente. A face inferior mostrou-se de cor cinzenta clara (Greyish Sepia 106). O 

diâmetro médio de crescimento da colónia após 7 dias a 28ºC foi de 8,1 cm. 

Cabeças conidiogénicas radiadas; Vesículas 36,3-57,0 m de diâmetro, globosas a sub-globosas; Conídios 2,9-4,3 

m globosos a subglobosos, castanhos e ornamentados 

Aspergillus niveus 

Em meio de MEA, a face superior da colónia mostrou-se de cor branca, de aspecto cotonoso, com margem 

regular. A face inferior apresentou uma cor amarelada (Amber 47). O diâmetro médio de crescimento da colónia 

após 7 dias a 28ºC foi de 6,9 cm. 

Micélio vegetativo hialino, com hifas septadas regularmente. Vesículas 8,6-17,1 m de diâmetro, hemisféricas; 

Conídios 2,9 m, esféricos, lisos a levemente rugosos. 

Aspergillus parvulus 

Em meio de MEA, a face superior mostrou-se de cor bege rosada (Vinaceuos Buff 86) de aspecto micelial denso 

e feltroso, margem regular, com exsudado incolor. A face inferior exibiu uma cor ocre (Ochreous 44). O diâmetro 

médio de crescimento da colónia após 7 dias a 28ºC foi de 6,0 cm. 

Cabeças conidiogénicas pequenas e esparsamente radiadas; Vesículas arredondadas em forma de garrafa 8,6-

11,4 m; Fiálides 5,7-11,4 m; Conídios 2,9-4,3 m, globosos e lisos.  

Aspergillus sydowii 

Em meio de MEA, a face superior apresentou uma cor verde acinzentada (Mouse Grey 118), com zonagem radial 

por vezes em tons azulados e uma margem de crescimento branca e de crescimento regular e um aspecto micelial 

feltroso. A face inferior apresentou uma cor castanha (Hazel 88). Apresentou exsudados pretos durante a fase 

de crescimento inicial em meio de PDA. O diâmetro médio de crescimento da colónia após 7 dias a 28ºC foi de 

2,8 cm. 

Micélio vegetativo hialino, com hifas septadas regularmente. Cabeças conidiogénicas radiadas e por vezes 

bastante reduzidas e simples; Vesículas 7,1-17,1 m de diâmetro, hialinas, globosas, por vezes espatuladas a 

subclavadas com paredes ligeiramente rugosas; Conídios 3,2-4,3 m hialinos, globosos e equinulados. 

Aspergillus terreus 

Em meio de MEA, a face superior mostrou-se de cor castanha com pigmentos amarelos (Hazel 88) e zonagem 

radial de crescimento branca, com margem regular, aspecto micelial farinoso. A face inferior apresentou uma 

cor amarela alaranjada (Luteous 12). O diâmetro médio de crescimento da colónia após 7 dias a 28ºC foi de 7,5 

cm. 

Micélio vegetativo hialino, com hifas septadas regularmente; Cabeças conídiogénicas compactas com aspecto 

levemente colunar; Vesículas 12,8-17,1 m de diâmetro, hialinas e subglobosas; Conídios 2,0-3,1 m, hialinos, 

globosos e lisos. 
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Aspergillus ustus 

Em meio de MEA, a colónia exibuiu uma cor cincenta arroxeada (Vinaceous Gray 116) na face superior, margem 

regular, micélio feltroso a cotonoso e cor de mel (Honney 64) na face inferior. O diâmetro médio de crescimento 

da colónia após 7 dias a 28ºC foi de 3,7 cm. 

Cabeças conidiogénicas radiadas a hemisféricas; Vesículas subglobosas 5,7-14,3 m de diâmetro; Métulas 2,9-

5,7 m; Fiálides 5,7-8,6 m; Conídios 2,9-4,6 m, globosos, equinulados, acastanhados; Células de hülle 

abundantes. 

Cladosporium sp. 

Em meio de MEA, a colónia apresentou uma cor na face superior verde oliva (Olevaceous 44), margem regular, 

micélio com textura feltrosa e com sulcos. Na face inferior exibiu uma cor verde oliva escuro (Olevaceous Black 

108). O diâmetro médio de crescimento da colónia após 14 dias a 28ºC foi de 2,0 cm. 

Células (ramos) que dão origem aos conídios com 8,6-20,0 m, cilindricos. Conídios 5,7-8,6 m, elipsoidais ou 

com forma de limão, lisos a ligeiramente rugosos. 

Eurotium chevalieri 

Em meio de MEA, a colónia apresentou na face superior zonagem radial com uma cor verde oliva acinzentada 

(Olevaceous Grey 121) na margem e verde oliva acinzentado claro (Pale Olevaceous Grey 120) no centro, frente 

de crescimento regular, com sulcos e micélio de aspecto feltroso. A face inferior exibiu uma cor de mel (Honey 

64). O diâmetro médio de crescimento da colónia após 14 dias a 28ºC foi de 2,4 cm. 

Cabeças conidiogénicas radiadas devido às cadeias de conídios divergentes; Vesículas 5,7-22,8 m, globosas; 

Conídios 2,9 esféricos e equinulados; Cleistotecas 54,2-111,2 m, alaranjadas, globosas a subglobosas; 

Ascósporos 5,7-6,3 m, de forma lenticular, com paredes lisas, surgindo na zona equatorial sulcos salientes em 

forma de disco. 

Fusarium culmorum 

Em meio de MEA, a face superior da colónia surgiu de cor roxa clara (Pale Vinaceous 85), com crescimento de 

margem regular e aspecto micelial farinoso.  A face inferior mostrou-se com uma coloração vermelha clara 

arrozeada (Livid Red 56). O diâmetro médio de crescimento da colónia após 7 dias a 28ºC foi de 8,1 cm. 

Fusarium oxysporum 

Em meio de MEA, a colónia exibiu uma cor na face superior e inferior creme (Buff 45) com zonagem de cor violeta 

(Livid Vinaceous 83) e violeta escuro (Dark Vinaceous 82), um crescimento de margens regulares, com aspecto 

micelial farinoso. O diâmetro médio de crescimento da colónia após 7 dias a 28ºC foi de 8,4 cm. 

Microconídios 4,3-9,1 X 2,9 m, elipsoidais a cilíndricos, na sua maioria com ausência de septos, desenvolvidos 

a partir de monofiálides laterais a partir das hifas ou a partir de conidióforos curtos. Macroconídios 20,0-34,2 m 

,fusiformes e com 2 a 3 septos. Presença de clamidósporos simples, duplos e em cadeia com diâmetro 8,6-11,4 

m. 

Monilia sp. 

Em meio de PDA, a colónia apresentou a face superior branca nas zonas de crescimento mais recente e uma cor 

creme (Buff 45) nas mais antigas, fortemente sulcada, de margem regular e de aspeto micelial cotonoso. A face 



90 
 

inferior exibiu uma cor (Sienna 8). A colónia não se desenvolveu em meio de MEA. Dado que as condições de 

crescimento em meio de PDA e a 28ºC para este isolado não tenham sido as propícias e se ter observado um 

crescimento da colónia após 14 dias inexistente, foi definido um diâmetro de 0,5 cm correspondente ao inóculo 

inicial. 

Papularia sp. 

Em meio de MEA, tanto a face superior como a inferior mostraram-se de cor branca. No entanto após o 

desenvolvimento dos conídios a colónia foi escurecendo. O crescimento micelial teve um aspecto farinoso de 

margem regular. O diâmetro médio de crescimento da colónia após 7 dias a 28ºC foi de 8,7 cm. 

Penicillium aurantiogriseum 

Em meio de MEA, a face superior da colónia apresentou-se de cor azul acinzentada (Glaucous Grey 109) com 

zonagem de crescimento exterior branca, margem regular e aspeto micelial feltroso. A face inferior apresentou 

uma cor verde acastanhada (Olevaceous Buff 89). O diâmetro médio de crescimento da colónia após 7 dias a 

28ºC foi de 3,0 cm. 

Na maioria terverticilado; Métulas 10,0-14,3 m de comprimento; Fiálides ampuliformes com 5,7 a 8,6 m; 

conídios com 2,9 m e diâmetro, esféricos e lisos. 

Penicillium corylophilum 

Em meio de MEA, a colónia apresentou na face superior uma cor verde acinzentada (Olevaceous Gray 121), com 

zonagem radial branca na margem regular e aspeto micelial feltroso. A face inferior apresentou uma cor verde 

acastanhada (Olevaceous Buff 89). O diâmetro médio de crescimento da colónia após 7 dias a 28ºC foi de 4,0 cm. 

Biverticilado mas frequentemente Monoverticilado em meio de MEA; Métulas 10,0-12,8 m; Fiálides 8,6-11,4 

m ampuliformes; Conídios 2,9-3,4 m, esféricos e lisos.  

Penicillium citrinum 

Em meio de MEA, a colónia exibiu uma cor verde escuro acinzentada (Iron Grey 122) na face superior, margem 

de crescimento branca e regular e aspecto micelial feltroso. A face inferior mostrou-se alaranjada (Luteous 12). 

O diâmetro médio de crescimento da colónia após 7 dias a 28ºC foi de 2,0 cm. 

Biverticilado; Métulas 8,6-16,1 m; Fiálides 4,3-9,1 m ampuliformes; Conídios 2,6-3,1 m esféricos a 

subesféricos lisos em longas e bem definidas cadeias. 

Penicillium chrysogenum 

Em meio de MEA, a face superior da colónia surgiu verde azulada (Glaucous Blue Green 94), margens regulares 

com zonagem branca na zona de crescimento mais recente e aspeto micelial feltroso. A face inferior apresentou 

uma cor verde acastanhada (Olevaceous Buff 89). O diâmetro médio de crescimento da colónia após 7 dias a 

28ºC foi de 4,0 cm. 

Terverticilado; Métulas 8,6 a 14,3 m; Fiálides ampuliformes 5,7-10,0 m; conídios 2,9-3,4 m lisos, elipsoidais, 

formando cadeias longas e irregulares.  

Penicillium glabrum 

Em meio de MEA, a colónia apresentou uma face superior com três zonas distintas, a do centro de cor castanha 

(Greyish sépia 106), a intermédia azul (Leaden Grey 112) e a exterior branca. De margem regular e o aspeto 

micelial feltroso. A face inferior apresentou uma cor castanha escura (Brown Vinaceous 84) no centro e uma 
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castanha (Hazel 88) na zona mais nova da colónia. O diâmetro médio de crescimento da colónia após 7 dias a 

28ºC foi de 3,5 cm. 

Monoverticilado com vesícula; Fiálides 11,4-14,3 m ampuliformes; Conídios 3,1-3,6 m esféricos a subesféricos, 

lisos e em longas cadeias bem definidas. 

Penicillium purpurogenum 

Em meio de MEA, a colónia apresentou na face superior zonagem radial com uma cor verde amarelada (Yellow 

Green 71) no centro, uma zona nas extremidades amarelada (Primrose 66) e ainda uma zona de crescimento 

micelial branca. Caracterizou-se pelas margens regulares, presença de exsudado laranja e um aspecto micelial 

feltroso. A face inferior exibiu uma cor ocre (Ochreous 44) e a produção de corante vermelho. O diâmetro médio 

de crescimento da colónia após 7 dias a 28ºC foi de 4,2 cm. 

Biverticilado; Métulas 10,0-12,0 m; Fiálides 6,3-10,0 m unidas; Conídios 2,85-3,1 m elipsoidais, lisos 

foramndo cadeias curtas. 

Penicillium verrucosum 

Em meio de MEA, a colónia exibiu zonagem radial, na face superior, de cor cinzenta no interior (Mouse Gray 118) 

e creme no exterior (Buff 45), margem regular, com sulcos, exsudado incolor e aspeto micelial feltroso. A face 

inferior surgiu cor creme (Saffron 10). O diâmetro médio de crescimento da colónia após 7 dias a 28ºC foi de 2,8 

cm. 

Biverticilado e Terverticilado; Métulas 10,0-12,8 m; Fiálides 7,1-8,6 m, ampuliformes; Conídios 2,3-2,9 m 

eféricos a subesféricos e lisos.  

Rhizopus sp. 

Em meio de PDA, a colónia apresentou a face superior e inferior de cor cinzenta clara (Pale Purplish Grey 127), 

margem regular, densidade de micélio fraca, aspeto micelial farinoso. O diâmetro médio de crescimento da 

colónia após 7 dias a 28ºC foi de 9,0 cm. 

Micélio constituídos por hifas hialinas asseptadas. 

Stemphylium sp. 

Em meio de MEA, a face superior apresentou-se com cor branca/creme (Salmon 41), frente de crescimento 

regular e aspeto micelial cotonoso. A face inferior apresentou duas cores, no centro laranja escuro (Sienna 8) e 

no resto laranja (Orange 7). Observou-se a produção de corante amarelo. O diâmetro médio de crescimento da 

colónia após 7 dias a 28ºC foi de 5,0 cm. 

Conídios 11,4-18,8 m x 5,7-11,4 m, solitários, oblongos, arredondados nas extremidades, coloração castanha 

e com septos transversais e longitudinais. 

Ulocladium sp. 

Em meio de MEA, a face superior apresentou-se com cor branca/creme (Salmon 41), frente de crescimento 

regular e aspeto micelial cotonoso. A face inferior apresentou duas cores, no centro avermelhado (Rust 39) e no 

resto ocre (Ochreus 44). O diâmetro médio de crescimento da colónia após 7 dias a 28ºC foi de 5,4 cm. 

Conídios 14,3-20,0 x 11,4-17,1 m solitários, ovoídes ou piriformes, acastanhados, lisos e com septos transversais 

e longitudinais. 
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Anexo IV. Meios de cultura (retirado de Magro, 2009). 

Meio de Agar a 1,5% 

 Pesar 15 g de Agar-agar 

 Dissolver em 1000 mL de água destilada 

 Esterilizar o meio de cultura em autoclave a 121oC durante 15 minutos 

 Retirar e colocar em caixas de Petri 

 

Meio de Agar com extrato de folhas de craveiro 

 Cortar folhas de craveiro saudáveis, sem traços de fungicidas ou insecticidas, em pedaços de 

5 mm imediatamente após a colheta 

 Secar a cerca de 70ºC durante 2 horas 

 As folhas são então esterilizadas por radiação gama ou com óxido de propileno 

 Os pedaços estéreis são colocados, em condições de assepsia, em caixas de Petri contendo 

Meio de Agar (1,5%), previamente preparado. 

Meio de Agar com material vegetal 

 Cortar fragmentos de folha de gramínea 

 Colocar os fragmentos em caixas de Petri 

 Esterilizar em autoclave a 121oC durante 15 minutos. 

 Colocar um fragmento por caixa de Petri contendo Meio de Agar (1,5%), previamente 

preparado. 

Meio de Agar com Extrato de Malte 

 Extrato de Malte – 20 g 

 Glucose – 20 g 

 Peptona – 1 g 

 Agar – 15 g 

 Água destilada – 1000 mL 

 Esterilizar o meio de cultura em autoclave a 115oC durante 45 minutos 

 Retirar e colocar 20 mL de meio em caixas de Petri. 

Meio de Agar de Batata Dextrosada 

 Pesar 39 g do meio de cultura e juntar 1000 mL de água destilada 

 Dissolver homogeneamente 

 Esterilizar o meio de cultura em autoclave a 121oC durante 15 minutos 

 Retirar e colocar 20 mL de meio em caixas de Petri 
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Anexo V. Composição química dos óleos essenciais de cravinho e de poejo. 

 

 

As análises químicas dos óleos essenciais de cravinho e poejo foram efetuadas no Centro de 

Biotecnologia Vegetal da Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa pela Prof. Doutora Ana 

Cristina Figueiredo em 2014. Para a quantificação foi utilizado o método de cromatografia gasosa e 

para a identificação dos compostos ativos foi utilizada cromatografia gasosa combinada com 

espectrometria de massa, segundo Faria et al. (2014). Os resultados obtidos estão descritos nos 

Quadro V1 e V2. 

 

 

 

Quadro V1. Composição em percentagem do óleo essencial de Syzygium aromaticum. 

Compostos IR Syzygium aromaticum 

Salicilato de metilo 1159 0,1 
Eugenol 1327 78,1 

-Cubebeno 1345 0,1 

-Copaeno 1375 0,3 

-Cariofileno 1414 13,4 

-Humuleno 1447 1,5 

Acetato de eugenol 1493 5,2 

trans,trans--Farneseno 1500 0,1 

trans-Calameneno 1505 0,1 
δ-Cadineno 1505 0,1 

Óxido de -cariofileno 1561 0,4 

Epóxido de humuleno* 1580 0,1 
% de Identificação  99,5 
Compostos agrupados   
Fenilpropanóides  83,3 
Sesquiterpenos hidrocarbonados  15,6 
Sesquiterpenos oxigenados  0,5 

Derivados de ácidos benzóicos  0,1 
Nota: (IR) Índices de retenção relatives a uma série de n-alcanos C9-C15, numa coluna DB-1.  
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Quadro V2. Composição em percentagem do óleo essencial de Mentha pulegium. 

Compostos IR Mentha pulegium 

3-Metil-ciclohexanona 914 0,3 

-Pineno 930 0,5 

Canfeno 938 t 
Sabineno 958 0,1 

-Pineno 963 0,4 

3-Octanol 974 0,8 
p-Cimeno 1000 t 
1,8-Cineole 1005 0,1 
Limoneno 1009 0,9 
Terpinoleno 1064 0,1 
Mentona 1120 0,3 
p-Men-3-te-8-ol* 1120 0,8 
Isomentona 1126 0,2 
Mentofurão 1134 t 
cis-Isopulegona 1134 2,5 
Pulegona 1207 86,0 
Piperitenona 1289 2,2 

-Cariofileno 1414 0,7 

-Humuleno 1447 1,1 

Óxido de -Cariofileno 1561 0,1 

Epóxido de Humuleno 1580 0,2 
% de Identificação  97,3 
Compostos agrupados   
Hidrocarbonetos monoterpénicos  2,0 
Monoterpenos oxigenados  92,1 
Sesquiterpenos hidrocarbonados  1,8 

Sesquiterpenos oxigenados  0,3 
Outros  1,1 

Nota: (IR) Índices de retenção relatives a uma série de n-alcanos C9-C15, numa coluna DB-1.  
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Anexo VI. Registo das observações do número de feijões e grãos de milho contaminados por semana. 

Quadro VI1. Registo do número de grãos de milho contaminados nos ensaios das misturas de eugenol e pulegona. 

Semana 0,75µL/mL:0,75µL/mL 1,0 µL/mL:0,5µL/mL 2,5 µL/mL:2,5µL/mL 

1ª semana placa 1 2 contaminados placa 1 sem contaminações placa 1 Sem contaminações 
 placa 2 1 bact. placa 2 sem contaminações placa 2 Sem contaminações 
 placa 3 4 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 Sem contaminações 
 placa 4 2 contaminados placa 4 sem contaminações placa 4 Sem contaminações 
 placa 5 3 contaminados placa 5 sem contaminações placa 5 Sem contaminações 
 placa 6 1 contaminado placa 6 sem contaminações placa 6 Sem contaminações 

 placa 7 1 contaminado placa 7 sem contaminações placa 7 Sem contaminações 

 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 

 placa 9 5 contaminados placa 9 sem contaminações placa 9 Sem contaminações 
 placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 Sem contaminações 
       
2ª semana placa 1 2 contaminados placa 1 sem contaminações placa 1 Sem contaminações 
 placa 2 4 bact. placa 2 sem contaminações placa 2 Sem contaminações 
 placa 3 4 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 Sem contaminações 
 placa 4 4 contaminados placa 4 sem contaminações placa 4 Sem contaminações 
 placa 5 5 contaminados placa 5 sem contaminações placa 5 Sem contaminações 
 placa 6 3 contaminados placa 6 sem contaminações placa 6 Sem contaminações 
 placa 7 4 contaminados placa 7 2 contaminados placa 7 Sem contaminações 
 placa 8 2 contaminados placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 
 placa 9 6 contaminados placa 9 sem contaminações placa 9 Sem contaminações 
 placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 Sem contaminações 
       
3ª semana placa 1 2 contaminados placa 1 1 contaminado placa 1 Sem contaminações 
 placa 2 4 bact. placa 2 sem contaminações placa 2 Sem contaminações 
 placa 3 4 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 Sem contaminações 

 placa 4 4 contaminados placa 4 1 contaminado placa 4 Sem contaminações 
 placa 5 5 contaminados placa 5 sem contaminações placa 5 Sem contaminações 
 placa 6 3 contaminados placa 6 1 contaminado placa 6 Sem contaminações 
 placa 7 4 contaminados placa 7 2 contamnados placa 7 Sem contaminações 
 placa 8 2 contaminados placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 
 placa 9 6 contaminados placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado 
 placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 1 contaminado 
       
4ª semana placa 1 2 contaminados placa 1 1 contaminado placa 1 Sem contaminações 
 placa 2 4 bact. placa 2 sem contaminações placa 2 Sem contaminações 
 placa 3 4 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 Sem contaminações 
 placa 4 6 contaminados placa 4 1 contaminado placa 4 Sem contaminações 
 placa 5 5 contaminados placa 5 1 contaminado placa 5 Sem contaminações 
 placa 6 4 contaminados placa 6 1 contaminado placa 6 Sem contaminações 
 placa 7 5 contaminados placa 7 2 contaminados placa 7 Sem contaminações 
 placa 8 2 contaminados placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 
 placa 9 4 contaminados placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado 
 placa 10 1 contaminado placa 10 sem contaminações placa 10 1 contaminado 

continua 
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Quadro VI1. Registo do número de grãos de milho contaminados nos ensaios das misturas de eugenol e pulegona (cont.). 
5ª semana placa 1 2 contaminados placa 1 1 contaminado placa 1 Sem contaminações 

 placa 2 4 bact. placa 2 sem contaminações placa 2 Sem contaminações 
 placa 3 4 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 Sem contaminações 
 placa 4 6 contaminados placa 4 1 contaminado placa 4 Sem contaminações 
 placa 5 5 contaminados placa 5 1 contaminado placa 5 Sem contaminações 
 placa 6 4 contaminados placa 6 1 contaminado placa 6 Sem contaminações 
 placa 7 5 contaminados placa 7 2 contaminados placa 7 Sem contaminações 
 placa 8 2 contaminados placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 
 placa 9 tudo contaminado placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado 
 placa 10 1 contaminado placa 10 sem contaminações placa 10 1 contaminado 
       
6ª semana placa 1 2 contaminados placa 1 1 contaminado placa 1 Sem contaminações 
 placa 2 4 bact. placa 2 sem contaminações placa 2 Sem contaminações 
 placa 3 4 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 Sem contaminações 
 placa 4 6 contaminados placa 4 1 contaminado placa 4 Sem contaminações 
 placa 5 5 contaminados placa 5 3 contaminado placa 5 Sem contaminações 
 placa 6 4 contaminados placa 6 2 contamiados placa 6 Sem contaminações 
 placa 7 5 contaminados placa 7 2 contaminados placa 7 Sem contaminações 
 placa 8 2 contaminados placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 
 placa 9 tudo contaminado placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado 

 placa 10 1 contaminado placa 10 sem contaminações placa 10 1 contaminado 
         

7ª semana placa 1 tudo contaminado placa 1 1 contaminado placa 1 Sem contaminações 

 placa 2 10 bact. placa 2 sem contaminações placa 2 1 contaminado 
 placa 3 tudo contaminado placa 3 sem contaminações placa 3 Sem contaminações 
 placa 4 tudo contaminado placa 4 1 contaminado placa 4 Sem contaminações 
 placa 5 tudo contaminado placa 5 3 contaminado placa 5 Sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado placa 6 4 contamiados placa 6 Sem contaminações 
 placa 7 tudo contaminado placa 7 2 contaminados placa 7 Sem contaminações 
 placa 8 2 contaminados placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 
 placa 9 tudo contaminado placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado 
 placa 10 tudo contaminado placa 10 sem contaminações placa 10 1 contaminado 
        

8ª semana   placa 1 2 contaminados placa 1 Sem contaminações 

    placa 2 sem contaminações placa 2 1 contaminado 
    placa 3 sem contaminações placa 3 Sem contaminações 
    placa 4 2 contaminados placa 4 Sem contaminações 
    placa 5 4 contaminados placa 5 Sem contaminações 
    placa 6 7 contaminados placa 6 Sem contaminações 
    placa 7 2 contaminados placa 7 Sem contaminações 
    placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 
    placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado 
    placa 10 sem contaminações placa 10 1 contaminado 

Continua 
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Quadro VI1. Registo do número de grãos de milho contaminados nos ensaios das misturas de eugenol e pulegona (cont.). 
9ª semana   placa 1 2 contaminados placa 1 Sem contaminações 
    placa 2 sem contaminações placa 2 1 contaminado 

    placa 3 sem contaminações placa 3 Sem contaminações 

    placa 4 5 contaminados placa 4 Sem contaminações 
    placa 5 4 contaminados placa 5 Sem contaminações 
    placa 6 9 contaminados placa 6 Sem contaminações 
    placa 7 2 contaminados placa 7 Sem contaminações 
    placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 
    placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado 
    placa 10 sem contaminações placa 10 1 contaminado 
         
10ª semana   placa 1 3 contaminados placa 1 Sem contaminações 
    placa 2 sem contaminações placa 2 1 contaminado 
    placa 3 1 contaminado placa 3 Sem contaminações 
    placa 4 8 contaminados placa 4 Sem contaminações 
    placa 5 7 contaminados placa 5 Sem contaminações 
    placa 6 tudo contaminado placa 6 Sem contaminações 
    placa 7 5 contaminados placa 7 Sem contaminações 
    placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 
    placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado 
    placa 10 1 contaminado placa 10 1 contaminado 
         

11ª semana   placa 1 3 contaminados placa 1 Sem contaminações 
    placa 2 sem contaminações placa 2 1 contaminado 
    placa 3 1 contaminado placa 3 Sem contaminações 
    placa 4 8 contaminados placa 4 Sem contaminações 
    placa 5 7 contaminados placa 5 Sem contaminações 
    placa 6 tudo contaminado placa 6 Sem contaminações 
    placa 7 5 contaminados placa 7 Sem contaminações 
    placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 
    placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado 
    placa 10 1 contaminado placa 10 1 contaminado 
         
12ª semana   placa 1 7 contaminados placa 1 Sem contaminações 
    placa 2 sem contaminações placa 2 2 contaminados 
    placa 3 3 contaminados placa 3 Sem contaminações 
    placa 4 5 contaminados placa 4 Sem contaminações 
    placa 5 8 contaminados placa 5 Sem contaminações 
    placa 6 tudo contaminado placa 6 Sem contaminações 
    placa 7 7 contaminados placa 7 Sem contaminações 
    placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 
    placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado 
    placa 10 sem contaminações placa 10 1 contaminado 

Continua 
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Quadro VI1. Registo do número de grãos de milho contaminados nos ensaios das misturas de eugenol e pulegona (cont.). 
13ª semana   placa 1 8 contaminados placa 1 Sem contaminações 
    placa 2 sem contaminações placa 2 3 contaminados 
    placa 3 5 contaminados placa 3 Sem contaminações 
    placa 4 5 contaminados placa 4 Sem contaminações 
    placa 5 tudo contaminado placa 5 Sem contaminações 
    placa 6 tudo contaminado placa 6 Sem contaminações 
    placa 7 8 contaminados placa 7 Sem contaminações 
    placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 
    placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado 
    placa 10 sem contaminações placa 10 1 contaminado 
         
14ª semana   placa 1 tudo contaminado placa 1 Sem contaminações 
    placa 2 sem contaminações placa 2 4 contaminados 
    placa 3 8 contaminados placa 3 Sem contaminações 
    placa 4 tudo contaminado placa 4 Sem contaminações 
    placa 5 tudo contaminado placa 5 Sem contaminações 
    placa 6 tudo contaminado placa 6 Sem contaminações 
    placa 7 tudo contaminado placa 7 Sem contaminações 
    placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 

    placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado 

    placa 10 1 contaminado placa 10 1 contaminado 
         
15ª semana   placa 1 tudo contaminado placa 1 Sem contaminações 
    placa 2 sem contaminações placa 2 4 contaminados 
    placa 3 9 contaminados placa 3 Sem contaminações 
    placa 4 tudo contaminado placa 4 Sem contaminações 
    placa 5 tudo contaminado placa 5 Sem contaminações 
    placa 6 tudo contaminado placa 6 Sem contaminações 
    placa 7 tudo contaminado placa 7 Sem contaminações 
    placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 
    placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado 
    placa 10 1 contaminado placa 10 1 contaminado 
         
16ª semana   placa 1 tudo contaminado placa 1 Sem contaminações 
    placa 2 sem contaminações placa 2 4 contaminados 
    placa 3 9 contaminados placa 3 Sem contaminações 
    placa 4 tudo contaminado placa 4 Sem contaminações 
    placa 5 tudo contaminado placa 5 Sem contaminações 
    placa 6 tudo contaminado placa 6 Sem contaminações 
    placa 7 tudo contaminado placa 7 Sem contaminações 
    placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 
    placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado 
    placa 10 2 contaminados placa 10 1 contaminado 

Continua 
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Quadro VI1. Registo do número de grãos de milho contaminados nos ensaios das misturas de eugenol e pulegona (cont.). 

17ª semana    placa 1 tudo contaminado placa 1 Sem contaminações 

     placa 2 sem contaminações placa 2 6 contaminados 

     placa 3 9 contaminados placa 3 Sem contaminações 

     placa 4 tudo contaminado placa 4 Sem contaminações 

     placa 5 tudo contaminado placa 5 Sem contaminações 

     placa 6 tudo contaminado placa 6 Sem contaminações 

     placa 7 tudo contaminado placa 7 Sem contaminações 

     placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 

     placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado 

     placa 10 3 contaminados placa 10 1 contaminado 
          
18ª semana    placa 1 tudo contaminado placa 1 Sem contaminações 

     placa 2 sem contaminações placa 2 8 contaminados 

     placa 3 9 contaminados placa 3 Sem contaminações 

     placa 4 tudo contaminado placa 4 Sem contaminações 

     placa 5 tudo contaminado placa 5 Sem contaminações 

     placa 6 tudo contaminado placa 6 Sem contaminações 

     placa 7 tudo contaminado placa 7 Sem contaminações 

     placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 

     placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado 

     placa 10 5 contaminados placa 10 1 contaminado 
          
19ª semana    placa 1 tudo contaminado placa 1 Sem contaminações 

     placa 2 sem contaminações placa 2 Tudo contaminado 

     placa 3 tudo contaminado placa 3 Sem contaminações 

     placa 4 tudo contaminado placa 4 Sem contaminações 

     placa 5 tudo contaminado placa 5 Sem contaminações 

     placa 6 tudo contaminado placa 6 Sem contaminações 

     placa 7 tudo contaminado placa 7 Sem contaminações 

     placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 

     placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado 

     placa 10 5 contaminados placa 10 1 contaminado 
          
20ª semana    placa 1 tudo contaminado placa 1 Sem contaminações 

     placa 2 sem contaminações placa 2 Tudo contaminado 

     placa 3 tudo contaminado placa 3 Sem contaminações 

     placa 4 tudo contaminado placa 4 Sem contaminações 

     placa 5 tudo contaminado placa 5 Sem contaminações 

     placa 6 tudo contaminado placa 6 Sem contaminações 

     placa 7 tudo contaminado placa 7 Sem contaminações 

     placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 

     placa 9 sem contaminações placa 9 6 contaminados 

     placa 10 6 contaminados placa 10 1 contaminado 

Continua 
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Quadro VI1. Registo do número de grãos de milho contaminados nos ensaios das misturas de eugenol e pulegona (cont.). 

21ª semana    placa 1 tudo contaminado placa 1 Sem contaminações 

     placa 2 sem contaminações placa 2 Tudo contaminado 

     placa 3 tudo contaminado placa 3 Sem contaminações 

     placa 4 tudo contaminado placa 4 Sem contaminações 

     placa 5 tudo contaminado placa 5 Sem contaminações 

     placa 6 tudo contaminado placa 6 Sem contaminações 

     placa 7 tudo contaminado placa 7 Sem contaminações 

     placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 

     placa 9 sem contaminações placa 9 7 contaminados 

     placa 10 6 contaminados placa 10 1 contaminado 
          
22ª semana    placa 1 tudo contaminado placa 1 Sem contaminações 

     placa 2 sem contaminações placa 2 Tudo contaminado 

     placa 3 tudo contaminado placa 3 Sem contaminações 

     placa 4 tudo contaminado placa 4 Sem contaminações 

     placa 5 tudo contaminado placa 5 Sem contaminações 

     placa 6 tudo contaminado placa 6 Sem contaminações 

     placa 7 tudo contaminado placa 7 Sem contaminações 

     placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 

     placa 9 sem contaminações placa 9 8 contaminados 

     placa 10 tudo contaminado placa 10 1 contaminado 
          
23ª semana    placa 1 tudo contaminado placa 1 Sem contaminações 

     placa 2 sem contaminações placa 2 Tudo contaminado 

     placa 3 tudo contaminado placa 3 Sem contaminações 

     placa 4 tudo contaminado placa 4 Sem contaminações 

     placa 5 tudo contaminado placa 5 Sem contaminações 

     placa 6 tudo contaminado placa 6 Sem contaminações 

     placa 7 tudo contaminado placa 7 Sem contaminações 

     placa 8 sem contaminações placa 8 Sem contaminações 

     placa 9 sem contaminações placa 9 9 contaminados 

     placa 10 tudo contaminado placa 10 1 contaminado 
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Quadro VI2. Registo do número de feijões contaminados nos ensaios com a concentração de 0,5µL/mL de poejo, pulegona, eugenol e cravinho. 

Semana poejo pulegona eugenol cravinho 
1ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 1 bact. 
 placa 2 3 contaminados  placa 2 sem contaminações placa 2 1 contaminado placa 2 1 contaminado  
 placa 3 3 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 4 bact. 
 placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 1 contaminado  
 placa 5 sem contaminações placa 5 9 contaminados placa 5 1 contaminado; 1 bact. placa 5 3 bact. 
 placa 6 6 contaminados placa 6 sem contaminações placa 6 2 bact. placa 6 1 contaminado 
 placa 7 4 contaminados placa 7 sem contaminações placa 7 1 contaminado; 2 bact. placa 7 2 bact. 
 placa 8 3 contaminados placa 8 2 contaminados placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 1 bact. 
 placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 2 contaminados placa 10 1 bact. 
         
2ª semana placa 1 4 contaminados placa 1 5 contaminados placa 1 sem contaminações placa 1 2 bact. 
 placa 2 10 contaminados placa 2 5 contaminados placa 2 2 contaminados; 1 bact. placa 2 3 contaminados 
 placa 3 4 contaminados placa 3 1 bact. placa 3 sem contaminações placa 3 6 bact. 
 placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 1 contaminado; 3 bact. 
 placa 5 1 contaminado placa 5 tudo contaminado placa 5 2 contaminados; 1 bact. placa 5 7 bact. 
 placa 6 9 contaminados placa 6 2 contaminados placa 6 tudo são placa 6 3 contaminados; 1 bact. 
 placa 7 7 contaminados placa 7 2 contaminados placa 7 7 contaminados; bact. placa 7 2 bact. 
 placa 8 5 contaminados  placa 8 4 contaminados placa 8 1 contaminado placa 8 5 bact. 
 placa 9 2 contaminados placa 9 1 contaminado placa 9 10 bact. placa 9 6 bact. 
 placa 10 sem contaminações placa 10 2 contaminados placa 10 4 contaminados placa 10 9 bact. 
         
3ª semana placa 1 10 contaminados placa 1 tudo contaminado placa 1 sem contaminações placa 1 3 bact. 
 placa 2 10 contaminados placa 2 6 contaminados placa 2 3 contaminados; 1 bact. placa 2 5 contaminados 
 placa 3 10 contaminados placa 3 10 bact. placa 3 sem contaminações placa 3 8 bact. 
 placa 4 sem contaminações placa 4 8 contaminados placa 4 sem contaminações placa 4 8 contaminados 
 placa 5 5 contaminados placa 5 tudo contaminado placa 5 2 contaminados; 1 bact. placa 5 10 bact. 
 placa 6 10 contaminados placa 6 8 contaminados placa 6 2 contaminados placa 6 3 contaminados; 7 bact. 
 placa 7 10 contaminados placa 7 tudo contaminado placa 7 8 contaminados; 2 bact. placa 7 4 bact. 
 placa 8 10 contaminados placa 8 tudo contaminado placa 8 3 contaminados placa 8 7 bact. 
 placa 9 10 contaminados placa 9 2 contaminados placa 9 10 bact. placa 9 6 bact. 
 placa 10 sem contaminações placa 10 tudo contaminado placa 10 5 contaminados placa 10 10 bact. 
         
4ª semana placa 1 10 contaminados placa 1 tudo contaminado placa 1 sem contaminações placa 1 3 bact. 
 placa 2 10 contaminados placa 2 7 contaminados placa 2 3 contaminados; 1 bact. placa 2 5 contaminados 
 placa 3 10 contaminados placa 3 10 bact. placa 3 sem contaminações placa 3 10 bact. 
 placa 4 sem contaminações placa 4 9 contaminados placa 4 sem contaminações placa 4 8 contaminados 
 placa 5 5 contaminados placa 5 tudo contaminado placa 5 2 contaminados; 1 bact. placa 5 4 bact. 
 placa 6 10 contaminados placa 6 tudo contaminado placa 6 6 contaminados placa 6 3 contaminados; 7 bact. 
 placa 7 10 contaminados placa 7 tudo contaminado placa 7 8 contaminados; 2 bact. placa 7 8 bact. 
 placa 8 10 contaminados placa 8 tudo contaminado placa 8 3 contaminados; 5 bact. placa 8 10 bact. 
 placa 9 10 contaminados placa 9 4 contaminados placa 9 10 bact. placa 9 8 bact. 
 placa 10 10 bact. placa 10 tudo contaminado placa 10 5 contaminados placa 10 10 bact. 
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Quadro VI2. Registo do número de feijões contaminados nos ensaios com a concentração de 0,5µL/mL de poejo, pulegona, eugenol e cravinho (cont.). 
5ª semana placa 1 10 contaminados placa 1 tudo contaminado placa 1 sem contaminações placa 1 10 bact. 
 placa 2 10 contaminados placa 2 tudo contaminado placa 2 5 contaminados; 1 bact placa 2 5 contaminados 
 placa 3 10 contaminados placa 3 10 bact. placa 3 sem contaminações placa 3 10 bact. 
 placa 4 sem contaminações placa 4 tudo contaminado placa 4 sem contaminações placa 4 8 contaminados 
 placa 5 5 contaminados placa 5 tudo contaminado placa 5 2 contaminados; 1 bact. placa 5 10 bacterias 
 placa 6 10 contaminados placa 6 tudo contaminado placa 6 tudo contaminado placa 6 3 contaminados; 7 bact. 
 placa 7 10 contaminados placa 7 tudo contaminado placa 7 8 contaminados; 2 bact. placa 7 10 bact. 
 placa 8 10 contaminados placa 8 tudo contaminado placa 8 3 contaminados; 5 bact. placa 8 10 bact. 
 placa 9 10 contaminados placa 9 tudo contaminado placa 9 10 bact. placa 9 10 bact. 
 placa 10 10 bact. placa 10 tudo contaminado placa 10 5 contaminados placa 10 10 bact. 
         
6ª semana placa 1 tudo contaminado placa 1 tudo contaminado placa 1 6 bact. placa 1 10 bact. 
 placa 2 tudo contaminado placa 2 tudo contaminado placa 2 9 contaminados; 1 bact placa 2 5 contaminados 
 placa 3 tudo contaminado placa 3 10 bact. placa 3 3 contaminados placa 3 10 bact. 
 placa 4 sem contaminações placa 4 tudo contaminado placa 4 sem contaminações placa 4 8 contaminados 
 placa 5 5 contaminados placa 5 tudo contaminado placa 5 5 contaminados; 1 bact. placa 5 10 bacterias 
 placa 6 tudo contaminado placa 6 tudo contaminado placa 6 tudo contaminado placa 6 3 contaminados; 7 bact. 
 placa 7 tudo contaminado placa 7 tudo contaminado placa 7 8 contaminados; 2 bact. placa 7 10 bact. 
 placa 8 tudo contaminado placa 8 tudo contaminado placa 8 5 contaminados; 5 bact. placa 8 10 bact. 
 placa 9 tudo contaminado placa 9 tudo contaminado placa 9 10 bact. placa 9 10 bact. 
 placa 10 10 bact. placa 10 tudo contaminado placa 10 7 contaminados placa 10 10 bact. 

 

 

Quadro VI3. Registo do número de feijões contaminados nos ensaios com a concentração de 1,0µL/mL de poejo, pulegona, cravinho e eugenol. 

Semana poejo pulegona cravinho eugenol 
1ª semana placa 1 sem contaminação  placa 1 sem contaminação  placa 1 sem contaminação  placa 1 1 contaminado; 3 bact. 

 placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminação 
 placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminação 
 placa 4 1 contaminado  placa 4 sem contaminação  placa 4 2 bact.   placa 4 sem contaminação 
 placa 5 sem contaminação  placa 5 sem contaminação  placa 5 sem contaminação  placa 5 sem contaminação 
 placa 6 1 contaminado  placa 6 sem contaminação  placa 6 sem contaminação  placa 6 sem contaminação 
 placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminação 
 placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminação 
 placa 9 sem contaminação  placa 9 sem contaminação  placa 9 sem contaminação  placa 9 sem contaminação 
 placa 10 1 contaminado  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminação 
               

2ª semana placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminação  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 3 bact. 
 placa 2 sem contaminações  placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 1 contaminado  placa 4 sem contaminação  placa 4 6 bact.   placa 4 1 contaminado 
 placa 5 sem contaminações  placa 5 sem contaminação  placa 5 sem contaminação  placa 5 sem contaminações 
 placa 6 2 contaminados  placa 6 1 contaminado  placa 6 sem contaminação  placa 6 1 contaminado 
 placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações  placa 9 sem contaminação  placa 9 5 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 3 contaminados  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
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Quadro VI3. Registo do número de feijões contaminados nos ensaios com a concentração de 1,0µL/mL de poejo, pulegona, cravinho e eugenol (cont.). 
3ª semana placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 3 bact. 

 placa 2 sem contaminações  placa 2 1 bact.   placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 1 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 4 contaminados  placa 4 sem contaminações  placa 4 10 bact.   placa 4 5 contaminados 
 placa 5 1 contaminado  placa 5 1 bact.   placa 5 1 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 4 contaminados  placa 6 5 contaminados  placa 6 1 bact.   placa 6 1 contaminado 
 placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 2 contaminados  placa 8 sem contaminações  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações  placa 9 sem contaminações  placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
               

4ª semana placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 4 bact. 
 placa 2 sem contaminações  placa 2 1 bact.   placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 1 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 5 contaminados  placa 4 sem contaminações  placa 4 10 bact.   placa 4 5 contaminados 
 placa 5 5 contaminados  placa 5 1 bact.   placa 5 8 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 8 contaminados  placa 6 6 contaminados  placa 6 7 bact.   placa 6 2 contaminados 
 placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 6 contaminados  placa 8 sem contaminações  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 1 bact.   placa 9 2 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
               

5ª semana placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 
 placa 2 sem contaminações  placa 2 2 bact.   placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 1 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 5 contaminados  placa 4 sem contaminações  placa 4 10 bact.   placa 4 5 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 1 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 9 contaminados  placa 6 7 contaminados  placa 6 10 bact.   placa 6 2 contaminados 
 placa 7 1 contaminado  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 7 contaminados  placa 8 sem contaminações  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 1 bact.   placa 9 4 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
               

6ª semana placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 
 placa 2 sem contaminações  placa 2 2 bact.   placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 1 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 6 contaminados  placa 4 sem contaminações  placa 4 10 bact.   placa 4 5 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 2 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 7 contaminados  placa 6 10 bact.   placa 6 2 contaminados 
 placa 7 1 contaminado  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 7 contaminados  placa 8 sem contaminações  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 1 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
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Quadro VI3. Registo do número de feijões contaminados nos ensaios com a concentração de 1,0µL/mL de poejo, pulegona, cravinho e eugenol (cont.). 
7ª semana placa 1 1 contaminado  placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 

 placa 2 2 contaminados  placa 2 2 bact.   placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 1 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 7 contaminados  placa 4 sem contaminações  placa 4 10 bact.   placa 4 5 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 2 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 8 contaminados  placa 6 10 bact.   placa 6 2 contaminados 
 placa 7 2 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 9 contaminados  placa 8 sem contaminações  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 3 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
           

8ª semana placa 1 1 contaminado  placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 
 placa 2 2 contaminados  placa 2 2 bact.   placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 1 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 9 contaminados  placa 4 sem contaminações  placa 4 10 bact.   placa 4 5 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 2 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 9 contaminados  placa 6 10 bact.   placa 6 2 contaminados 
 placa 7 2 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 tudo contaminado  placa 8 sem contaminações  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 3 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
           

9ª semana placa 1 2 contaminados  placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 
 placa 2 3 contaminados  placa 2 4 bact.   placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 5 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 9 contaminados  placa 4 sem contaminações  placa 4 bacterias   placa 4 5 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 2 bact.   placa 5 bacterias   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 tudo contaminado  placa 6 bacterias   placa 6 2 contaminados 
 placa 7 3 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 tudo contaminado  placa 8 sem contaminações  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 6 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 bacterias   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
           10ª semana placa 1 2 contaminados  placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 
 placa 2 3 contaminados  placa 2 4 bact.   placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 5 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 tudo contaminado  placa 4 sem contaminações  placa 4 10 bact.   placa 4 5 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 2 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 tudo contaminado  placa 6 10 bact.   placa 6 2 contaminados 
 placa 7 3 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 tudo contaminado  placa 8 sem contaminações  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 6 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
           11ª semana placa 1 2 contaminados  placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 
 placa 2 3 contaminados  placa 2 4 bact.   placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 10 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 tudo contaminado  placa 4 1 contaminado  placa 4 10 bact.   placa 4 6 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 2 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 tudo contaminado  placa 6 10 bact.   placa 6 2 contaminados 
 placa 7 3 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 tudo contaminado  placa 8 sem contaminações  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 7 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
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Quadro VI3. Registo do número de feijões contaminados nos ensaios com a concentração de 1,0µL/mL de poejo, pulegona, cravinho e eugenol (cont.). 

12ª semana placa 1 2 contaminados  placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 
 placa 2 3 contaminados  placa 2 4 bact.   placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 10 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 tudo contaminado  placa 4 2 contaminados  placa 4 10 bact.   placa 4 6 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 2 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 tudo contaminado  placa 6 10 bact.   placa 6 2 contaminados 
 placa 7 3 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 tudo contaminado  placa 8 sem contaminações  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 7 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
           

13ª semana placa 1 2 contaminados  placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 
 placa 2 3 contaminados  placa 2 1 contaminado; 6  bact. placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 10 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 tudo contaminado  placa 4 2 contaminados  placa 4 10 bact.   placa 4 6 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 3 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 tudo contaminado  placa 6 10 bact.   placa 6 2 contaminados 
 placa 7 3 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 tudo contaminado  placa 8 sem contaminações  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 8 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
           

14ª semana placa 1 2 contaminados  placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 
 placa 2 3 contaminados  placa 2 1 contaminado; 6  bact. placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 10 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 tudo contaminado  placa 4 2 contaminados  placa 4 10 bact.   placa 4 6 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 3 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 tudo contaminado  placa 6 10 bact.   placa 6 2 contaminados 
 placa 7 3 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 tudo contaminado  placa 8 sem contaminações  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 8 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
           15ª semana placa 1 2 contaminados  placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 
 placa 2 3 contaminados  placa 2 1 contaminado; 9  bact. placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 10 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 tudo contaminado  placa 4 3 contaminados  placa 4 10 bact.   placa 4 7 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 3 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 tudo cont   placa 6 10 bact.   placa 6 2 contaminados 
 placa 7 3 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 tudo contaminado  placa 8 sem contaminações  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 8 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
           16ª semana placa 1 2 contaminados  placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 
 placa 2 3 contaminados  placa 2 1 contaminado; 9  bact. placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 10 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 tudo contaminado  placa 4 3 contaminados  placa 4 10 bact.   placa 4 7 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 3 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 tudo cont   placa 6 10 bact.   placa 6 2 contaminados 
 placa 7 3 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 tudo contaminado  placa 8 sem contaminações  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 8 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
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Quadro VI3. Registo do número de feijões contaminados nos ensaios com a concentração de 1,0µL/mL de poejo, pulegona, cravinho e eugenol (cont.). 
17ª semana placa 1 2 contaminados  placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 

 placa 2 6 contaminados  placa 2 1 contaminado; 9  bact. placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 10 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 tudo contaminado  placa 4 3 contaminados  placa 4 10 bact.   placa 4 7 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 5 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 tudo contaminado  placa 6 10 bact.   placa 6 2 contaminados 
 placa 7 5 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 tudo contaminado  placa 8 1 contaminado  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 8 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
           

18ª semana placa 1 2 contaminados  placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 
 placa 2 6 contaminados  placa 2 1 contaminado; 9  bact. placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 10 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 tudo contaminado  placa 4 3 contaminados  placa 4 10 bact.   placa 4 7 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 6 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 tudo contaminado  placa 6 10 bact.   placa 6 2 contaminados 
 placa 7 5 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 tudo contaminado  placa 8 1 contaminado  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 8 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
           

19ª semana placa 1 2 contaminados  placa 1 2 contaminados  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 
 placa 2 7 contaminados  placa 2 1 contaminado; 9  bact. placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 10 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 tudo contaminado  placa 4 4 contaminados  placa 4 10 bact.   placa 4 7 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 10 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 tudo contaminado  placa 6 10 bact.   placa 6 3 contaminados 
 placa 7 5 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 tudo contaminado  placa 8 3 contaminados  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 8 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
           20ª semana placa 1 2 contaminados  placa 1 2 contaminados  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 
 placa 2 7 contaminados  placa 2 1 contaminado; 9  bact. placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 10 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 tudo contaminado  placa 4 4 contaminados  placa 4 10 bact.   placa 4 7 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 10 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 tudo contaminado  placa 6 10 bact.   placa 6 3 contaminados 
 placa 7 6 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 tudo contaminado  placa 8 3 contaminados  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 8 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
           21ª semana placa 1 2 contaminados  placa 1 2 contaminados  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 
 placa 2 7 contaminados  placa 2 1 contaminado; 9  bact. placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 10 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 tudo contaminado  placa 4 4 contaminados  placa 4 10 bact.   placa 4 7 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 10 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 tudo contaminado  placa 6 10 bact.   placa 6 3 contaminados 
 placa 7 7 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 tudo contaminado  placa 8 3 contaminados  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 8 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
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Quadro VI3. Registo do número de feijões contaminados nos ensaios com a concentração de 1,0µL/mL de poejo, pulegona, cravinho e eugenol (cont.). 
22ª semana placa 1 2 contaminados  placa 1 3 contaminados  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 

 placa 2 7 contaminados  placa 2 1 contaminado; 9  bact. placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 10 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 tudo contaminado  placa 4 4 contaminados  placa 4 10 bact.   placa 4 7 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 10 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 tudo contaminado  placa 6 10 bact.   placa 6 3 contaminados 
 placa 7 7 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 tudo contaminado  placa 8 4 contaminados  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 8 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
               

23ª semana placa 1 2 contaminados  placa 1 3 contaminados  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 
 placa 2 7 contaminados  placa 2 1 contaminado; 9  bact. placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 10 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 tudo contaminado  placa 4 4 contaminados  placa 4 10 bact.   placa 4 7 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 10 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 tudo contaminado  placa 6 10 bact.   placa 6 4 contaminados 
 placa 7 8 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 tudo contaminado  placa 8 4 contaminados  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 8 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 
               

24ª semana placa 1 2 contaminados  placa 1 3 contaminados  placa 1 sem contaminação  placa 1 2 contaminados; 8 bact. 
 placa 2 7 contaminados  placa 2 1 contaminado; 9  bact. placa 2 sem contaminação  placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações  placa 3 10 bact.   placa 3 sem contaminação  placa 3 sem contaminações 
 placa 4 tudo contaminado  placa 4 4 contaminados  placa 4 10 bact.   placa 4 7 contaminados 
 placa 5 tudo contaminado  placa 5 10 bact.   placa 5 10 bact.   placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado  placa 6 tudo contaminado  placa 6 10 bact.   placa 6 4 contaminados 
 placa 7 9 contaminados  placa 7 sem contaminações  placa 7 sem contaminação  placa 7 sem contaminações 
 placa 8 tudo contaminado  placa 8 5 contaminados  placa 8 sem contaminação  placa 8 sem contaminações 
 placa 9 2 contaminados; 8 bact. placa 9 10 bact.   placa 9 10 bact.   placa 9 sem contaminações 
 placa 10 5 contaminados; 5 bact. placa 10 sem contaminações  placa 10 sem contaminação  placa 10 sem contaminações 

 

 

 

Quadro VI4. Registo do número de feijões contaminados nos ensaios com a concentração de 2,5µL/mL de poejo, pulegona, cravinho e eugenol. 

Semana poejo pulegona cravinho eugenol 
1ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminação 
 placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminação 
 placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminação 
 placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminação 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminação 
 placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminação 
 placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminação 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminação 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminação 
 placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminação 
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Quadro VI4. Registo do número de feijões contaminados nos ensaios com a concentração de 2,5µL/mL de poejo, pulegona, cravinho e eugenol (cont.) 
2ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
         
3ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
         
4ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
         5ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
         6ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
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Quadro VI4. Registo do número de feijões contaminados nos ensaios com a concentração de 2,5µL/mL de poejo, pulegona, cravinho e eugenol (cont.). 
7ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações  placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 1 contaminado placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 1 contaminado placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
         
8ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 1 contaminado placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 1 contaminado placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 1 contaminado placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 1 contaminado placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
         
9ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 1 contaminado placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 2 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 1 contaminado placa 4 1 contaminado placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 2 contaminados placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 1 contaminado placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
         10ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 1 contaminado placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 2 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 1 contaminado placa 4 1 contaminado placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 2 contaminados placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 1 contaminado placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
         11ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 2 contaminados placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 1 contaminado placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 1 contaminado placa 4 1 contaminado placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 2 contaminados placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 2 contaminados placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
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Quadro VI4. Registo do número de feijões contaminados nos ensaios com a concentração de 2,5µL/mL de poejo, pulegona, cravinho e eugenol (cont.). 
12ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 4 contaminados placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 1 contaminado placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 1 contaminado placa 4 1 contaminado placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 4 contaminados placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 4 contaminados placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
            
13ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 5 contaminados placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 3 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 1 contaminado placa 4 1 contaminado placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 6 contaminados placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 5 contaminados placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 1 contaminado placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
            
14ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 5 contaminados placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 4 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 1 contaminado placa 4 1 contaminado placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 7 contaminados placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 6 contaminados placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 1 contaminado placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
            
15ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 5 contaminados placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 5 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 1 contaminado placa 4 1 contaminado placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 9 contaminados placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 8 contaminados placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 1 contaminado placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
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Quadro VI4. Registo do número de feijões contaminados nos ensaios com a concentração de 2,5µL/mL de poejo, pulegona, cravinho e eugenol (cont.). 
16ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 5 contaminados placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 5 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 1 contaminado placa 4 1 contaminado placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 9 contaminados placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 1 contaminado placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
            
17ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 5 contaminados placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 5 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 1 contaminado placa 4 6 contaminados placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 tudo contaminado placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 1 contaminado placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
            
18ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 5 contaminados placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 5 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 1 contaminado placa 4 6 contaminados placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 tudo contaminado placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 1 contaminado placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
            
19ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 5 contaminados placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 5 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 1 contaminado placa 4 6 contaminados placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 tudo contaminado placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 1 contaminado placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 1 contaminado placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
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Quadro VI4. Registo do número de feijões contaminados nos ensaios com a concentração de 2,5µL/mL de poejo, pulegona, cravinho e eugenol (cont.). 
20ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 5 contaminados placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 5 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 1 contaminado placa 4 6 contaminados placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 tudo contaminado placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 1 contaminado placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 1 contaminado placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 1 contaminado placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
         
21ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 5 contaminados placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 5 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 1 contaminado placa 4 6 contaminados placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 tudo contaminado placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 1 contaminado placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 3 contaminados placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 1 contaminado placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
         
22ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 5 contaminados placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 6 contaminados placa 3 4 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 1 contaminado placa 4 6 contaminados placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 tudo contaminado placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 1 contaminado placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 5 contaminados placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 1 contaminado placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
         23ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 5 contaminados placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 6 contaminados placa 3 4 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 1 contaminado placa 4 9 contaminados placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 tudo contaminado placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 2 contaminados placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 6 contaminados placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 1 contaminado placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 
         24ª semana placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações placa 1 sem contaminações 
 placa 2 6 contaminados placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações placa 2 sem contaminações 
 placa 3 6 contaminados placa 3 4 contaminados placa 3 sem contaminações placa 3 sem contaminações 
 placa 4 1 contaminado placa 4 9 contaminados placa 4 sem contaminações placa 4 sem contaminações 
 placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações placa 5 sem contaminações 
 placa 6 tudo contaminado placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações placa 6 sem contaminações 
 placa 7 tudo contaminado placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações placa 7 sem contaminações 
 placa 8 sem contaminações placa 8 3 contaminados placa 8 sem contaminações placa 8 sem contaminações 
 placa 9 sem contaminações placa 9 tudo contaminado placa 9 sem contaminações placa 9 sem contaminações 
 placa 10 1 contaminado placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações placa 10 sem contaminações 

 


