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Resumo 

Candida sp. é um gênero de levedura que faz parte da microbiota do corpo humano e de animais. É 

considerado o principal grupo de fungos patógenos oportunistas. O uso de plantas medicinais é empregado 

cada vez mais nas diversas áreas. A planta Cymbopogon citratus (DC). Stapf é popularmente conhecida 

no Brasil por Capim-cheiroso, Capim-cidreira, Capim-santo, Capim-limão, Capim-cidró, Capim-cidrão. Este 

estudo teve como objetivo avaliar a atividade antifúngica do óleo essencial de Cymbopogon citratus frente 

a leveduras do gênero Candida sp.. O óleo essencial foi obtido por hidrodestilação das folhas pelo método 

do arraste a vapor. A atividade antifúngica foi verificada pelas técnicas de disco-difusão, concentração 

inibitória mínima e concentração letal mínima. Foram utilizadas as cepas padrão ATCC de Candida 

albicans, Candida dubliniensis, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida Krusei, Candida parapsilosis 

e Candida utilis. O óleo essencial apresentou atividade antifúngica frente a todas as espécies. A faixa de 

inibição varia de 0,281 µg/mL a 1,125 µg/mL e concentração letal varia de 0,562 µg/mL a 1,125 µg/mL. 

Esses achados contribuem para um futuro emprego da planta C. citratus como fitoterápico em tratamento 

preventivo ou alternativo contra infecções fúngicas.  

Palavras-chave: Plantas medicinais. Fitoterapia. Cymbopogon. Candida sp. 

Abstract 

Candida sp. is a genus of yeast that is part of the microbiota of the human body and of animals. It is 

considered the main group of opportunistic pathogenic fungi. The use of medicinal plants is increasingly 

used in the various areas. The Cymbopogon citratus (DC) plant. Stapf is popularly known in Brazil for Capim-

cheiroso, Capim-cidreira, Capim-santo, Lemongrass, Capim-cidró, Capim-cidrão. This study aims to 

evaluate the antifungal activity of the essential oil of Cymbopogon citratus against yeasts of the genus 

Candida sp. The essential oil was obtained by hydrodistillation of the leaves by the steam-drag method. The 

antifungal activity was verified by disc diffusion techniques, minimal inhibitory concentration and minimal 
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lethal concentration. Standard strains ATCC of Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida tropicalis, 

Candida glabrata, Candida Krusei, Candida parapsilosis and Candida utilis were used. The essential oil 

showed antifungal activity against all species. The inhibition range ranges from 0.281 µg/mL to 1.125 µg/mL 

and lethal concentration ranges from 0.562 µg/mL to 1.125 µg/mL. These findings contribute to the future 

use of the C. citratus plant as a herbal remedy in preventive or alternative treatment against fungal infections.  

Keywords: Medicinal plants. Phytotherapy. Cymbopogon. Candida sp. 

Introdução 

O gênero Candida sp. é constituído por aproximadamente 200 espécies e faz parte da microbiota do corpo 

humano e de animais, sendo pouco mais de vinte espécies responsáveis por infecções ao homem. É 

considerado o principal grupo de fungos patógenos oportunistas[1-3]. Estas leveduras são agentes 

causadores de diferentes tipos de infecções na cavidade bucal onde a candidíase é a infecção fúngica mais 

comum neste sítio e apresenta-se como: candidíase oral atrófica, candidíase oral hiper-plástica e 

candidíase oral pseudomembranosa[4,3,5]. Pacientes imunocomprometidos, portadores de HIV e diabéticos 

são mais susceptíveis a candidíase. Também são frequentemente encontrados em idosos, crianças na 

primeira infância e pacientes que fazem uso prolongado de antibióticos[6,7]. Em pacientes portadores de 

HIV, o desenvolvimento da candidíase orofaríngea ocorre em mais de 90% dos pacientes em algum 

momento da evolução da doença[8].  

O tratamento de candidíase é realizado através da prescrição de antifúngicos entre os quais a nistatina e o 

miconazol aparecem como os mais utilizados em tratamento tópico. Em relação ao tratamento sistêmico, o 

fluconazol e o itraconazol são os fármacos de primeira escolha, porém, há muitos relatos de efeitos 

indesejados pelos pacientes[5]. A maioria dos antifúngicos disponíveis no mercado e que são utilizados no 

tratamento da candidíase possui toxidade grave, podendo incluir especialmente a nefrotoxidade, que é o 

mais observado[9]. Assim sendo, há uma grande urgência de novas substâncias menos nocivas e mais 

eficazes as quais, destacasse o emprego de fitoterápicos como uma alternativa terapêutica[10].  

A espécie de Cymbopogon citratus (DC). Stapf pertencente à família Poaceae e é originária da Índia. É uma 

erva perene, ereta, medindo aproximadamente 0,60-2 metros de altura com folhas esverdeadas, 

aromáticas, estreitas, longas, paralelinérveas partindo da base (nervuras foliares paralelas entre si). 

Popularmente conhecida no Brasil, entre outras denominações, por Capim-cheiroso, Capim-cidreira, 

Capim-santo, Capim-limão, Capim-cidró, Capim-cidrão[11]. Tradicionalmente, suas folhas são consumidas 

pela população na forma de chá ou infusão devido aos seus efeitos antimicrobianos, anti-inflamatório, 

antiproliferativo de células tumorais e, também, pelo auxílio na cura de feridas, cólicas, má digestão, dentre 

outros. Essa espécie possui, também, efeitos: antitérmico, antiespasmódico e diurético, antiparasitário, 

antisséptico bucal, antitussígeno e até mesmo contra tuberculose. Ainda, estudos evidenciam que essa 

planta tem se mostrado como[12,13] um eficiente bactericida e antifúngico para várias espécies de Candida 

sp.[14-16]. Esta planta produz metabólitos secundários chamados de óleos essenciais (OE), que podem inibir 

ou retardar o crescimento de microrganismos, atenuando muitos dos efeitos colaterais encontrados em 

drogas sintéticas[17]. Essas propriedades tornam C. citratus uma espécie potencialmente benéfica para uso 

na área de cuidados da saúde[12,13].  
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Este estudo tem como objetivo avaliar a atividade antifúngica do óleo essencial de C. citratus frente a 

leveduras do gênero Candida sp. pelos métodos de disco-difusão em ágar, concentração inibitória mínima 

e concentração letal mínima. 

Materiais e Métodos  

Obtenção do material botânico  

As folhas de C. citratus foram coletadas de plantas adultas localizadas no viveiro de plantas do curso de 

Ciências Biológicas da Universidade do Vale do Sapucaí (Univás) (-22.219737, -45.914720), no período 

matutino do mês de setembro de 2018. A planta foi identificada utilizando critérios macroscópicos e 

organolépticos, como odor característico de citral e sabor cítrico, de acordo com a Farmacopeia 

Brasileira[18], junto ao Herbário UNIVÁS da mesma universidade pelo curador F. S. Braz, e teve uma 

exsicata depositada sob o número de tombo UNIVAS-002. 

Imediatamente após a coleta do material vegetal, foram utilizados 25 g das folhas frescas em três repetições 

para determinar o teor de umidade pelo método gravimétrico de acordo com a metodologia proposta por 

Rocha et al.[19]. As amostras foram pesadas antes e durante a incubação em estufa a temperatura de 103 

± 2ºC. O tempo de incubação foi interrompido após o peso da amostra não sofrer variação de até 0,001 g 

em balança analítica. 

Extração do óleo essencial  

O óleo essencial foi obtido por hidrodestilação das folhas pelo método do arraste a vapor em aparelho do 

tipo Clevenger, conforme a Farmacopeia Brasileira[18] no Laboratório de Pesquisas Básicas da UNIVÁS.  

Inicialmente as folhas foram secas em temperatura ambiente por uma semana e em seguida moídas em um 

triturador. Após esse processo, 500 g do material vegetal seco foram colocados em um balão volumétrico de 

6000 mL e acrescentado água destilada na proporção de 1:10. O tempo de extração foi de 4 horas. 

A leitura do volume de óleo essencial extraído foi feita diretamente na escala volumétrica do tubo separador. 

Em seguida, o óleo foi coletado e seco com pequenas quantidades de sulfato de sódio anidro. 

Posteriormente, o óleo seco foi transferido para um picnômetro pré-calibrado o qual foi calculada a 

densidade relativa sendo a razão da massa da amostra pelo volume. O rendimento do óleo essencial foi 

calculado com base na matéria seca de acordo com Santos et al.[20], pela seguinte fórmula: RO (%) = VO x 

DR / (Bm – (Bm x U / 100)) x 100, sendo RO = Rendimento do óleo (%), VO = Volume do óleo, DR = 

Densidade relativa, Bm = Biomassa vegetal, U = Teor de umidade (%). 

O óleo foi armazenado para a realização dos testes em tubo estéril cor âmbar a temperatura de 4 a 8ºC 

lugar sem a incidência direta de luz.  

Microrganismos utilizados e padronização dos inóculos 

Foram utilizadas cepas referências de: Candida albicans ATCC90028, Candida dubliniensis CBS7987, 

Candida tropicalis ATCC750, Candida glabrata MYA 2950, Candida Krusei ATCC6258, Candida 

parapsilosis ATCC 22019 e Candida utilis ATCC9950.  
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As cepas foram reativadas em Ágar Sabouraud Dextrose, incubados a 37ºC durante 24 horas. Em seguida, 

um pequeno fragmento das colônias foi colocado em uma solução de salina 0,9%. A suspensão resultante 

foi homogeneizada em agitador de vórtex durante cerca de 30 segundos. A turbidez foi ajustada ao tubo 

0,5 da escala de McFarland com auxílio de um espectrofotômetro (CELM E-225 D) com absorbância de 

625 nm. Este procedimento foi realizado de forma a fornecer uma suspensão-padrão de levedura contendo 

1x106 a 5x106 CFC/mL (CLSI, 2009).  

Avaliação da atividade antifúngica por disco-difusão 

A atividade antifúngica do óleo essencial de C. citratus foi realizada pela técnica de disco-difusão de acordo 

com a metodologia de Kirby-Bauer seguindo o documento M44-A2[21] com modificações. Foram utilizados 

discos de papel de filtro Whatman Nº 1 de 6 mm de diâmetro estéreis. O meio de cultura utilizado foi o Ágar 

Mueller-Hinton (HIMEDIA) suplementado com 2% de glicose e 0,5 µg/mL de azul de metileno. 

Aproximadamente 25 mL do meio foram dispensados em placas de Petri de 90 mm de diâmetro com a 

finalidade de obter uma profundidade padronizada de aproximadamente 4 mm igualmente em todas as placas. 

Com auxilio de um swab estéril embebido na suspensão fúngica, o inóculo foi espalhado sobre toda a 

superfície do meio. As placas ficaram 5 minutos entreabertas para a secagem e após esse período, foi 

colocado no centro de cada placa, um disco de papel de filtro estéril. Em seguida, foi dispensado sobre 

cada disco, um volume de 5 µL do óleo essencial.  

A atividade do óleo essencial foi verificada em 5 concentrações diferentes diluídas em DMSO (v/v) em: 

10%, 25%, 50%, 75% e sem diluição (100%). Cada placa recebeu um disco com uma amostra do óleo, e o 

teste foi realizado em sextuplicatas. As placas foram incubadas a 35°C por 24-48 horas e após esse 

período, os halos foram mensurados com auxilio de um paquímetro.  

Determinação da concentração inibitória mínima – CIM 

A concentração inibitória mínima do óleo essencial foi determinada de acordo com a norma M27-A2[22] com 

modificações. O meio utilizado foi o RPMI-1640 com L-glutamina e glicose sem bicarbonato de sódio 

tamponado com 0,165 M de MOPS. O pH foi ajustado para 7.0 com NaOH 1 N.  

Em um tubo de vidro estéril foram adicionados 0,8 mL do óleo essencial; 0,05 mL de polissorbato Tween® 

80 e 4,2 mL do meio de cultura RPMI-1640, sendo, esta concentração correspondente a 16%. O tubo foi 

agitado durante 5 minutos em agitador tipo vórtex e em seguida, utilizando o procedimento de diluição 

seriada (1:1) realizou-se uma série de diluições em meio RPMI-1640 no qual foram obtidas 10 soluções 

com concentrações decrescentes. A faixa da concentração testada foi de 4% a 0,003%[23].  

A suspensão fúngica foi padronizada a 0,5 na escala de McFarland e, em seguida, diluída em 1:50 seguida 

de outra diluição de 1:20 em meio líquido RPMI-1640, correspondendo à 1x103 a 5x103 CFC/mL.  

A CIM foi realizada em placas de microdiluição de 96 poços, com fundo em “U” (estéril), para onde foram 

transferidos para as colunas de 1 a 10, 100 µL das soluções de óleo essencial nas concentrações 

decrescente. Com exceção da coluna 11, foram adicionados 100 µL do inóculo em todos os poços. A coluna 

11 recebeu 200 µL de meio sem óleo e sem inóculo sendo este o controle de esterilidade e a coluna 12 

recebeu 100 µL de meio sem óleo e posteriormente os 100 µL do inóculo sendo estes o padrão de 
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crescimento positivo. O volume final na placa de microdiluição foi de 200 µL, resultando em uma 

concentração final do inóculo de 0,5x103 a 2,5x103 CFC/m5 L. As placas foram vedadas com papel adesivo 

Contact® e incubadas a 35ºC por 24-48 horas. Após esse período, foram adicionados 20 µL de Cloreto de 

Trifenil Tetrazólio (TTC) a 2% a cada poço, corante que promove a coloração das colônias sem 

comprometer sua viabilidade e as placas foram reincubadas por mais 2 horas. Os poços que apresentam 

atividade antifúngica permanecem incolores, enquanto os poços os quais houve crescimento microbiano 

coram-se em vermelho. A CIM foi determinada como a menor concentração do óleo essencial que não 

demonstra crescimento microbiano visível. 

Determinação da concentração letal mínima – CLM 

Antes da adição do indicador TTC nas microplacas, 10 µL de cada poço foram inoculados em meio Ágar 

Sabouraud Dextrose (HIMEDIA) e incubados a 35ºC durante 24-48 horas. A concentração letal mínima é a 

concentração de um antimicrobiano que leva à morte de um microrganismo e será definida como a 

concentração de óleo mais baixa capaz de matar a totalidade das células[24]. 

Análise estatística 

Os dados obtidos nas avaliações de difusão em ágar foram submetidos à análise de variância (ANOVA), 

sendo as médias das medidas dos halos comparadas pelo teste Tukey, ambos a 5% de significância, 

utilizando-se o Software R. 2.5.1 e pela correlação de Pearson utilizando o software MiniTab 18. 

Resultados e Discussão  

Análise do óleo essencial de C. citratus 

O óleo essencial extraído exibiu uma coloração amarelada com aparência límpida e apresentou uma 

densidade de 0,881 g/mL estando abaixo de 0,957 g/mL encontrados por Santos et al.[25], porém, o 

rendimento da extração de 0,93% encontrada neste estudo está dentro da faixa de 0,465% a 1,18% 

encontrado por esses mesmos autores. Figueiredo et al.[26], ao analisar a influências de diversos 

reguladores vegetais no rendimento dos óleos essenciais extraídos num período de um ano, observou uma 

variação de 0,21% (verão)  à 0,40% (inverno). Nos trabalhos de Costa et al.[27], o valor observado foi de 

0,46%. Diversos fatores influenciam no seu rendimento. Essa diferença, ressaltada por Gomes e 

Negrelle[28], pode ser explicada devido aos fatores tais como: temperatura, condições da colheita, método 

de extração, solo e material utilizado como folhas secas ou frescas. Sobre este assunto, Santos et al.[20] 

chama a atenção para o método que utiliza biomassa livre de umidade (BLU). Trata-se de um método que 

utiliza material vegetal seco, desidratado. É um método que pode ser repetido a qualquer momento e sem 

que haja desvios significativos. 

Análises microbiológicas 

Neste estudo, as cepas testadas demonstraram-se susceptível ao óleo essencial de C. citratus pelo método 

de disco-difusão como mostra a TABELA 1. Por este método foi possível verificar a atividade antifúngica 

sobre todas as espécies testadas com valores de halos que variam de 25,33 mm a 44,5 mm.  
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TABELA 1: Diâmetro do halo de inibição do óleo essencial de C. citratus frente às leveduras. 

Microrganismo 
Concentração do óleo essencial   

100% 75% 50% 25% 10% Pearson 

Candida dubliniensis 44,5 32,08 25,5 13,5 10 0,98 

Candida utilis 37,5 31,17 23,83 14 10,83 0,99 

Candida albicans 33,5 27,16 21 13,58 11,17 0,99 

Candida glabrata 32 26,83 21,75 16,67 12,08 0,99 

Candida tropicalis 30,5 24,33 18,33 12,5 9,67 0,99 

Candida parapsilosis 29,83 24,67 21,33 14,33 11 0,98 

Candida krusei 25,33 22,67 18,67 14 10,33 0,98 
*Diâmetros expressos em milímetros.  
 
 
A correlação de Pearson nas 5 concentrações testadas em todos os microrganismos foi acima de 0,98. A 

linearidade é conceituada como a capacidade do método em produzir resultados proporcionais à 

concentração da solução testada dentro de um intervalo.  Valores mais próximos de 1 significam uma 

correlação positiva perfeita entre as duas variáveis. 

Embora o maior halo de inibição formado na presença de óleo essencial puro seja pertencente à espécie 

C. dubliniensis (FIGURA 1), ao analisar as médias pelo teste de Tukey, não houve diferença estatística 

entre outros halos com valor de p = 0,108. Na FIGURA 2 estão apresentados os resultados das médias dos 

halos de inibição.  

FIGURA 1: Halo de inibição da espécie Candida dubliniensis frente ao óleo essencial de C. citratus. 

 
 
Nos testes de concentração inibitória mínima, a atividade inibitória do óleo essencial ocorreu em todas as 
cepas de leveduras testadas, como demonstrado na TABELA 2. A faixa de inibição ocorreu entre 0,281 

µg/mL a 1,125 µg/mL enquanto que a concentração letal foi de 0,562 µg/mL a 1,125 µg/mL. 
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FIGURA 2: Média dos diâmetros dos halos de inibição (mm) de espécies de Candida sp. frente ao óleo essencial de C. 
citratus. (p = 0,108). 

 

TABELA 2: Valores da concentração inibitória mínima e concentração letal mínima. 
Microrganismos CIM CLM 

Candida krusei 0,281 µg/mL 0,562 µg/mL 

Candida albicans 0,562 µg/mL 1,125 µg/mL 

Candida dubliniensis 0,562 µg/mL 1,125 µg/mL 

Candida tropicalis 0,562 µg/mL 1,125 µg/mL 

Candida glabrata 0,562 µg/mL 1,125 µg/mL 

Candida utilis 0,562 µg/mL 1,125 µg/mL 

Candida parapsilosis 1,125 µg/mL 1,125 µg/mL 

 

Em um estudo realizado por Cortez et al.[29], a CIM foi igual 0,125 µg/mL para as cepas C. albicans, C. tropicalis 

e C. parapsilosis. Valores inferiores aos encontrados neste estudo. Entretanto, Santos et al.[25] encontraram 

CIM de 0,640 mg/mL para C. albicans e 1,250 mg/mL para C. tropicalis, sendo o último um valor 

consideravelmente maior de inibição embora foram utilizadas cepas decorrentes de candidíase vulvovaginal. 

A utilização do óleo essencial de C. citratus apresentou melhor resultado sob a cepa de C. krusei tendo 

essa o valor de CIM de 0,281 µg/mL e o menor resultado apresentado foi sob a cepa de C. parapsilosis 

com valor de 1,125 µg/mL.  

No estudo de Leite et al. [30], os resultados obtidos apontaram para uma significativa ação antifúngica do 

óleo essencial de C. citratus contra espécies de Candida sp. Para Sookto et al.[31], os compostos terpênicos 

encontrados no óleo essencial de C. citratus interagem com os compostos lipídicos na estrutura celular 

interferindo assim na biossíntese da parede celular das células fúngicas. 
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O presente trabalho aponta uma alternativa à necessidade de novas opções terapêuticas para candidíase. 

Ainda há a necessidade de que novos estudos sejam realizados a fim de avaliar e garantir a eficácia do 

óleo essencial de C. citratus frente a cepas variáveis e a possível interação com diferentes antimicrobianos.  

A fitoterapia representa a possibilidade de ampliação de opções terapêuticas. Para Hasenclever et al.[32], 

constitui importante fonte de inovação em saúde e pode fortalecer ainda mais a inovação, a produção e 

exploração da rica biodiversidade brasileira. O estudo da fitoterapia vem sendo realizados nos mais diversos 

biomas brasileiros ressaltam Bettega et al.[33]. O uso de plantas medicinais é empregado cada vez mais nas 

diversas áreas. Para Abílio et al.[6], a fitoterapia é economicamente viável, diminui as reações adversas, 

apresenta eficácia e está se tornando um meio terapêutico promissor. 

Conclusão  

O método de extração de óleo essencial por arraste a vapor em aparelho tipo Clevenger utilizando biomassa 

seca demonstrou resultado de rendimento satisfatório. O óleo essencial de C. citratus possui propriedades 

inibitórias e letais aos fungos do gênero Candida sp. Esses achados contribuem para um futuro emprego 

da planta C. citratus como fitoterápico em tratamento preventivo ou alternativo contra infecções fúngicas.  
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