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RESUMO
Objetivo: Avaliar a atividade antifúngica de extratos vegetais
brasileiros sobre os microrganismos Candida albicans
(ATCC289065) – C1, C. tropicalis (ATCC40042) – C2 e C.
krusei (ATCC40147) – C3. Material e Métodos: Os extratos
vegetais avaliados foram representados pelos óleos essenciais
de Citrus aurantium (laranja), Citrus limmom (limão siciliano),
Citrus reticulata (tangerina), Xylopia brasiliensis (pindaíba),
Campomanesia xanthocarpa (guabiroba), Ocimum basilicum
(manjericão) e Cymbopogon martinii (palmarosa). A atividade
antifúngica dos óleos essenciais foi verificada pela técnica de
difusão em Ágar. Suspensões fúngicas (1,5x106 microrganismos/
mL) foram semeadas em placas de Agar Sabouraud-Dextrose,
sobre as quais foram distribuídos discos de papel estéreis. Os
espécimes foram inundados com 20µL das soluções testadas e
do controle, em formulação pura. Os testes foram realizados
em duplicata e a Clorexidina 0,12% serviu de controle. Os
halos de inibição do crescimento fúngico, em milímetros, foram
mensurados e analisados descritivamente. Resultados: Para
C. aurantium, C. limmom, C. reticulata, X. brasiliensis, C.
xanthocarpa, O. basilicum, C. martinii e Clorexidina, a média
dos halos de inibição do crescimento foram, respectivamente:
14,5; 9,0; 11,5; 11,5; 20,0; 30,0; 40,0; 22,0 (C1); 16,5; 8,0;
10,5; 9,0; 36,0; 44,0; 36,0; 26,0 (C2); e 40,0; 8,0; 10,0; 9,5;
18,0; 34,0; 36,0; 22,0 (C3). Conclusão: Todos os produtos
testados apresentaram atividade antifúngica, sendo as maiores
medidas de halos de inibição apresentadas pelos óleos
essenciais de C. xanthocarpa, O. basilicum e C. martinii.

DESCRITORES
Produtos biológicos. Candidíase bucal. Produtos com ação
antimicrobiana.

SUMMARY
Objective: To evaluate the antifungal activity of Brazilian plant
extracts against strains of Candida albicans (ATCC289065) –
C1, C. tropicalis (ATCC40042) – C2 and C. krusei (ATCC40147)
– C3. Methods: The evaluated Brazilian plat extracts were
represented by essential oils from Citrus aurantium (orange),
Citrus limmom (lemon), Citrus reticulata (mandarin), Xylopia
brasil iensis (pindaiba), Campomanesia xanthocarpa
(guabiroba), Ocimum basilicum (basil) and Cymbopogon martinii
(palmarosa). The antifungal activity of essential oils was
determined by agar diffusion technique. Fungal suspensions
(1.5 x 106 organisms/mL) were sowed in Sabouraud Dextrose
Agar, over which were distributed discs of sterile paper. The
specimens were inundated with 20ìL of tested solutions and
control in pure formulation. The tests were performed in
duplicate and Chlorhexidine Digluconate (0.12%) served as
control. The inhibition areas of fungal growth, in millimeters,
were measured and analyzed descriptively. Results: For C.
aurantium, C. limmom,  C. reticulata, X. brasiliensis,  C.
xanthocarpa, O. basilicum, C. martinii and Chlorhexidine the
average of the inhibition zones of growth were, respectively:
14.5, 9.0, 11.5, 11.5, 20.0, 30.0, 40.0, 22.0 (C1), 16.5, 8.0,
10.5, 9.0, 36.0, 44.0, 36.0, 26,0 (C2), and 40.0, 8.0, 10.0, 9.5,
18.0, 34.0, 36.0, 22.0 (C3). Conclusions: All products tested
presented antifungal activity, highlighting the essential oils
from C. xanthocarpa, O. basilicum and C. martinii, with greatest
inhibition zones of fungal growth.

DESCRIPTORS
Biological products. Oral candidiasis. Products with
antimicrobial action
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A ocorrência de Candida pode ser observada na
cavidade oral, pois elas são leveduras comensais
que fazem parte microbiota oral normal, sem

implicar no desenvolvimento de infecções
(SAMARANAYAKE, SAMARANAYAKE, 2001). No
entanto, diante da perda do equilíbrio biológico, esses
microrganismos podem levar ao desenvolvimento da
candidíase bucal, considerada uma das infecções
humanas de natureza fúngica mais comum. Essa alteração
é descrita como uma infecção oportunista, frequen-
temente envolvida com a alteração da microbiota bucal,
doenças sistêmicas e redução da imunidade do
hospedeiro (AKPAN, MORGAN, 2002; CORRÊA,
ANDRADE, 2006)

A Candida albicans é a espécie mais prevalente
e de maior patogenicidade entre as cepas envolvidas
com o desenvolvimento da candidíase bucal (AKPAN,
MORGAN, 2002; NIKAWA, NISHIMURA, HAMADA
et al., 1999). As cepas C. tropicalis, C. krusei, C.
parapsilosis e C. guilliermondii também fazem parte
do curso da doença e, junto a C. albicans, chegam a
representar mais de 80% dos isolados clínicos (AKPAN,
MORGAN, 2002; CORRÊA, ANDRADE, 2006;
NIKAWA, NISHIMURA, HAMADA et al., 1999).

Em meio ao diagnóstico da candidíase bucal,
alguns estudos tem observado a sensibilidade das
leveduras envolvidas na etiologia da infecção frente a
antifúngicos sintéticos tópicos e sistêmicos (CROCCO,
MIMICA, MURAMATU et al., 2004; KURIYAMA,
WILLIANS, BAGG et al., 2005). Os poliênicos, como a
anfotericina B e a nistatina, e os derivados azólicos,
incluindo o miconazol, são os fármacos mais utilizados
para aplicação tópica. Os medicamentos sistêmicos são
representados pelo fluconazol e itraconazol
(KURIYAMA, WILLIANS, BAGG et al., 2005).
Entretanto, mesmo com o emprego de diversos fármacos,
há relatos de casos referentes à resistência medica-
mentosa da C. albicans frente a derivados azólicos, em
pacientes com diagnóstico de candidíase bucal (REX,
WALSH, SOBEL et al., 2000; PFALLER,MESSER,
BOYKEN et al., 2004).

Assim, frente à resistência das espécies de
Candida aos antifúngicos sintéticos observa-se o uso
de produtos naturais, na tentativa de obter-se melhor
desempenho sobre tais microrganismos (LIMA,
OLIVEIRA, LIMA et al., 2006; POZZATI, SCHEID,
SPADER et al., 2008). O uso de extratos vegetais frente
à Candida spp. foi relatado por alguns estudos labora-
toriais, com o objetivo de conhecer o potencial antifún-
gico dessas substâncias (POZZATI, SCHEID, SPADER
et al., 2008; ALMEIDA, CAVALCANTI, VIANA et al.,
2010; CAVALCANTI, ALMEIDA, PADILHA, 2011;
FREIRES, ALVES, JOVITO et al., 2011).

A extensa biodiversidade da flora brasileira
resulta em um número inestimável de espécies vegetais,

as são utilizadas popularmente no tratamento de doenças
(FENNER, BETTI, MENTZ et al., 2006). Por se tratar de
um país de caráter tropical, as plantas produzem de três
a quatro vezes mais constituintes químicos ativos
quando comparadas às plantas de áreas onde o clima é
temperado.  Dessa forma, as espécies vegetais brasileiras
adquirem relevância na busca de produtos naturais com
potencial atividade biológica, capazes de serem empre-
gadas clinicamente para o tratamento de enfermidades.

A atividade antifúngica de Ocimum basilicum
(manjericão) e Cymbopogon martinii (palmarosa) foi
descrita por ALMEIDA, CAVALCANTI, VIANA et al.
(2010) e CAVALCANTi, PÉREZ, XAVIER  et al. (2011).
Entretanto, a escassez de literatura científica acerca da
atividade antimicrobiana dos óleos essenciais de Citrus
aurantium (laranja), Citrus limmom (limão siciliano),
Citrus reticulata (tangerina), Xylopia brasiliensis
(pindaíba), e Campomanesia xanthocarpa (guabiroba)
indica a necessidade de aprofundar as investigações
de espécies de origem brasileira, sendo uma forma de
valorização da extensa biodiversidade do Brasil.

A triagem da atividade antifúngica de extratos
vegetais da flora brasileira pode contribuir para identi-
ficação de produtos naturais com potente atividade
inibitória frente cepas de Candida. Assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar a atividade antifúngica dos óleos
essenciais de C. aurantium, C. limmom, C. reticulata,
X. brasiliensis, C. xanthocarpa, O. basilicum e C.
martinii sobre os microrganismos C. albicans (ATCC
289065), C. tropicalis (ATCC 40042) e C. krusei (ATCC
40147).

METODOLOGIA

Realizou-se um estudo de abordagem indutiva,
com procedimento estatístico-comparativo, e técnica de
documentação direta em laboratório (LAKATOS,
MARCONI, 2009). Os ensaios laboratoriais compre-
enderam na triagem (screening) da atividade antifúngica.

As cepas de referência utilizadas no estudo
serão C. albicans (ATCC 289065), C. krusei
(ATCC40147) e C. tropicalis (ATCC 13803). Os
microrganismos foram obtidos do Laboratório de Mate-
riais de Referência do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saúde (Fundação Oswaldo Cruz –
FIOCRUZ, Rio de Janeiro - RJ, Brasil). As cepas foram
reativadas em Caldo Sabouraud-Dextrose (DIFICO®,
Detroit, Michigan, EUA), a 37ºC e estocadas em agar
Sabouraud-Dextrose 4% (DIFICO®, Detroit, Michigan,
EUA) no Laboratório de Microbiologia Oral – Núcleo
de Medicina Tropical do Centro de Ciências da Saúde
da Universidade Federal da Paraíba (CAVALCANTI,
ALMEIDA, PADILHA, 2011).

Para condução do estudo, suspensões fúngicas
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dos microrganismos foram preparadas escolhendo-se
cinco colônias com diâmetro de aproximadamente 1mm,
após incubação de 24h das espécies de Candida. As
colônias foram suspensas em 5mL de solução salina
estéril (salina a 0,85%) e a suspensão resultante foi ho-
mogeneizada em agitador de vórtex durante 15 segun-
dos. Posteriormente, acrescentou-se solução salina sufi-
ciente para obter a turvação equivalente de uma solução-
padrão da escala de McFarland 0,5, de modo a obter
uma suspensão-padrão de leveduras contendo aproxi-
madamente 1,5x106 microrganismos/mL (NCCLS, 2002).

Para avaliação antifúngica in vitro, foram
utilizados óleos essenciais de C. aurantium, C. limmom,
C. reticulata, X. brasiliensis, C. xanthocarpa, O.
basilicum e C. martinii. Esses produtos foram obtidos

da empresa Viessence® (Florianópolis-SC, Brasil), as
quais cederam Laudo Técnico com especificações,
conforme Quadro 1.

O ensaio para verificação da atividade antimi-
crobiana dos óleos essenciais sobre as cepas de
Candida foi realizado pelo método da difusão em meio
sólido, por disco-difusão (Figura 1). Em placas de Petri
estéreis (DISPO PETRI/INTERLAB), foram adicionados
20 mL de ágar Sabouraud Dextrose (DIFICO®, Detroit,
Michigan, EUA) fundido e resfriado a 45-50 ºC.

Após solidificação do ágar, as suspensões dos
microrganismos (1,5x106 células/mL) foram semeadas
com o auxílio de swaab estéril. Em seguida, discos de
papel filtro (6 mm de diâmetro) foram embebidos nos
óleos essenciais, em suas formulações puras, sendo

Figura 1 – Esquema meto-
dológico da avaliação da
atividade antifúngica in vitro
pela técnica de difusão em
ágar por disco-difusão.
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posteriormente inseridos sobre o meio de cultura
(NCCLS, 2002). A solução de Digluconato de Clorexidina
0,12% (Periogard. Colgate-Palmolive. São Paulo-SP,
Brasil), disponível comercialmente, serviu como
controle.

As placas foram incubadas em estufa a 37 ºC,
por 24 h. Os halos de inibição do crescimento das cepas,
obtidos a partir da ação dos produtos testados,
indicaram a atividade antimicrobiana das substâncias
empregadas. Os resultados foram avaliados a partir da
mensuração dos diâmetros dos halos de inibição de
crescimento em milímetros (mm). O ensaio foi realizado
em duplicata. Os dados foram tabulados do Programa
Microsoft Office Excel 2007® e analisados descritiva-
mente. A atividade antifúngica dos produtos testados
foi confirmada diante da formação de halos de inibição
com medida igual ou superior a 8 mm (MENEZES, ALVES,
VIEIRA et al., 2009; PACKER, LUZ, 2007).

RESULTADOS

Os diâmetros dos halos de inibição do

crescimento provocados pelos produtos testados, frente
a C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, são apresen-
tados na Tabela 1.

DISCUSSÃO

A técnica de disco-difusão em ágar é uma das
estratégias utilizadas como triagem da atividade
antimicrobiana in vitro de óleos essenciais e de outros
produtos com ação antimicrobiana (NASCIMENTO,
NASCIMENTO, RODRIGUES et al., 2007; PACKER,
LUZ, 2007). Para tanto, a padronização das técnicas
empregadas se faz necessária, de modo a viabilizar a
sua reprodutibilidade e a comparação com outros
estudos (NASCIMENTO, NASCIMENTO, RODRIGUES
et al., 2007; PACKER, LUZ, 2007). Dessa forma,
baseando-se na metodologia descrita e nos resultados
do controle (Digluconato de Clorexidina 0,12%), os
resultados deste estudo são válidos e podem ser
comparados a outros relatos da literatura.
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Em relação à metodologia de triagem da atividade
antimicrobiana, esta se caracteriza por representar um
método difundido em ensaios laboratoriais, sendo de
rápida e fácil execução, e possibilitando a seleção de
produtos com potencial atividade antimicrobiana.
Entretanto, a lipofobia do meio de cultura e a viscosidade
dos óleos essenciais podem impedir a difusão dos
fitoconstituintes no ágar, sendo, assim, caracterizado
como um teste de baixa sensibilidade (ALMEIDA,
CAVALCANTI, VIANA et al., 2010; SCORZONI et al.,
2009).

A triagem da atividade antimicrobiana tem o
objetivo de identificar quais dos produtos testados
apresentam potencial inibitório contra os microrga-
nismos avaliados, sem estabelecer comparação entre as
medidas dos halos de inibição do crescimento
(ALMEIDA, CAVALCANTI, VIANA et al., 2010;
PACKER, LUZ, 2007; CAVALCANTI, ALMEIDA,
PADILHA, 2011). O potencial antimicrobiano,
representado pelos halos de inibição do crescimento,
não pode ser comparado pelas diferentes propriedades
físico-químicas e velocidades de difusão das soluções
empregadas no ágar Sabouraud-Dextrose. Conforme
observado por NASCIMENTO, NASCIMENTO,
RODRIGUES et al., (2007), propriedades como
volatilidade, insolubilidade em água, viscosidade e
complexidade química resultam em difusão irregular dos
componentes lipofílicos dos óleos e, consequente-
mente, em concentrações desiguais do óleo no ágar.

Quando da triagem da atividade antimicrobiana,
a literatura tem estabelecido que halos de inibição do
crescimento superiores a 8 mm ou 10 mm são indicativo
da presença de atividade inibitória (MENEZES, ALVES,
VIEIRA et al., 2009; PACKER, LUZ, 2007; LIMA,
OLIVEIRA, LIMA et al., 2006). Assim, após a realização
do screening da atividade antimicrobiana, pode-se
afirmar que todos os produtos testados apresentaram
atividade sobre C. albicans, C. tropicalis e C. krusei.

O presente estudo corrobora os achados da litera-
tura quanto à atividade inibitória dos óleos essenciais
de O. basilicum e C. martinii sobre C. albicans
(ALMEIDA, CAVALCANTI, VIANA et al., 2010;
CAVALCANTI, PÉREZ, XAVIER et al., 2011;
LIXANDRU, DRACEA, DRAGOMIRESCU et al., 2010).
Conforme observado nos estudos de CAVALCANTI,
PÉREZ, XAVIER et al., (2011) e ALMEIDA,
CAVALCANTI, VIANA et al. (2010), os óleos essenciais
de O. basilicum e C. martinii inibiram a atividade de C.
albicans em concentrações inferiores a 100 mg/mL,
demonstrando-se efetivo contra cepas-padrão e
amostras de C. albicans isoladas de pacientes HIV
positivos, consideradas cepas de maior virulência.

Ao analisar o efeito do óleo essencial de O.

basilicum frente espécies bacterianas e fúngicas, o
estudo de LIXANDRU, DRACEA, DRAGOMIRESCU
et al., (2010) demonstrou efeito inibitório desse produto
natural, o que é corroborado por este trabalho.
Entretanto, POZZATI, SCHEID, SPADER et al., (2008)
identificou que o óleo essencial de O. basilicum  foi
ineficaz contra cepas resistentes de Candida albicans,
Candida dubliniensis, Candida tropicalis, Candida
glabrata e Candida krusei. Assim, a partir dos
resultados deste estudo, confirma-se a atividade dos
óleos essenciais de O. basilicum e C. martinii frente
cepas padronizadas de Candida, sendo necessária a
avaliação do efeito desses extratos vegetais sobre
microrganismos resistentes.

Poucos estudos investigaram a atividade
antimicrobiana das espécies de plantas pertencentes
ao gênero Citrus. Neste trabalho, foram analisados os
óleos essenciais de C. aurantium, C. limmom e C.
reticulata, sendo observada atividade antifúngica
desses produtos naturais frente todas as cepas testadas.
Os resultados do presente estudo confirmam os achados
de AIBINU, ADENIPEKUN, ADELOWOTAN et al.
(2007) e DUTTA, KARMAKAR, NAGLOT et al., (2007),
os quais encontram atividade antifúngica e
antibacteriana de óleos essenciais extraídos de espécies
do gênero Citrus, especialmente sobre C. albicans.
Devido à semelhança na composição dos principais
constituintes ativos dessas plantas, também foi
observado efeito inibitório semelhante.

Quanto à atividade dos óleos essenciais de X.
brasiliensis e C. xanthocarpa, não foram identificados
estudos sobre a atividade inibitória dessas espécies
vegetais frente a ação de qualquer microrganismo.
Portanto, esta é a primeira investigação a respeito da
atividade do óleo essencial de X. brasiliensis e C.
xanthocarpa frente as leveduras C. albicans, C.
tropicalis e C. krusei, sendo observado seu efeito
inibitório. A formação de halos de inibição superiores a
9,0 mm e 18 mm, respectivamente para X. brasiliensis e
C. xanthocarpa, indica a necessidade mais estudos que
possam confirmar a atividade inibitória desses extratos
vegetais.

Os resultados do presente estudo apontaram o
efeito inibitório dos óleos essenciais de C. aurantium,
C. limmom, C. reticulata, X. brasiliensis, C.
xanthocarpa, O. basilicum e C. martinii. Entretanto, a
formação de zonas de inibição dos microrganismos C.
abicans, C. tropicalis e C. krusei não justifica o emprego
desses produtos naturais no tratamento da candidíase
bucal. Entretanto, o aproveitamento do potencial
antimicrobiano dessas substâncias pode ser avaliado
para formulação de soluções desinfetantes e
higienizadoras de escovas e próteses dentárias.
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A Concentração Inibitória Mínima (CIM), o efeito
inibitório sobre biofilmes, a biocompatibilidade, e a
interação com outros microrganismos, e com a saliva,
são aspectos que devem ser considerados quando da
perspectiva de novos estudos e validação do uso clínico
desses produtos naturais.

CONCLUSÃO

Todos os produtos testados apresentaram ativi-
dade antifúngica, sendo as maiores medidas de halos
de inibição apresentadas pelos óleos essenciais de C.
xanthocarpa, O. basilicum e C. martinii.
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