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RESUMO 
 
 
Lima PMN. Efeitos sinérgicos antimicrobianos da combinação dos óleos essenciais de 
gerânio e lemongrass sobre Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus e Candida 
spp. [dissertação]. São José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista 
(Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia; 2022. 
 
 
Com a crescente resistência antibacteriana e fúngica, é evidente a necessidade de 
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos contra microrganismos de 
interesse médico-odontológico capazes de provocar infecções graves. Os óleos 
essenciais (OEs) vêm ganhando notoriedade na comunidade científica por 
apresentarem diversos benefícios, como atividade antimicrobiana e anti-inflamatória. 
Desta forma, o objetivo deste estudo é avaliar a atividade antimicrobiana dos OEs de 
Pelargonium graveolens (gerânio) e Cymbopogon schoenanthus (lemongrass), de 
forma isolada e combinada, sobre cepas de Streptococcus mutans, Staphylococcus 
aureus, Candida albicans, Candida dubliniensis e Candida krusei. Para isso, os 
valores da Concentração Microbicida Mínima (CMM) foram determinados pelo método 
de microdiluição em caldo preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI), norma M27-A2 (Candida spp.) e M7-A6 (S. mutans e S. aureus). Já 
os efeitos combinados dos OEs foram avaliados pela técnica checkerboard. Para a 
mensuração da atividade antibiofilme foi utilizado o ensaio colorimétrico de MTT, 
evidenciando a atividade metabólica dos microrganismos, após 5 min e 24 h de 
contato com os OEs. Os dados obtidos nos testes in vitro obtiveram distribuição 
normal e foram analisados estatisticamente pelo método ANOVA complementado pelo 
Teste de Tukey (5%). Os resultados obtidos demonstraram que os OEs testados 
apresentaram atividade antimicrobiana sobre todas as cepas com valores de CMM 
variando entre 16 e 0,03%, sendo as cepas fúngicas as mais sensíveis ao tratamento. 
Quando combinados, os OEs apresentaram efeito aditivo ou sinérgico contra S. 
aureus. Em relação aos biofilmes monotípicos, ambos os OEs reduziram 
significativamente a formação de biofilme. Em geral, o tratamento por 24 h apresentou 
maior eficácia do que o tratamento de 5 min para a maioria dos microrganismos. 
Quando os OEs foram testados de forma combinada, estes promoveram redução do 
biofilme de S. aureus de até 27,3% no tratamento de 5 min e de até 93,3% no 
tratamento de 24 h. Concluiu-se que os OEs de gerânio e lemongrass apresentaram 
atividade antimicrobiana e antifúngica em cultura planctônica e em biofilmes 
monotípicos de S. aureus, S. mutans, C. albicans, C. dubliniensis e C. krusei 
apresentando potencial para serem utilizados para tratamento de infecções causadas 
por esses patógenos 
 
 
Palavras-chave: gerânio; lemongrass; Streptococcus mutans; Candida; 
Staphylococcus aureus. 
  



 

 

ABSTRACT 
 

 
Lima PMN. Synergistic antimicrobial effect of geranium and lemongrass essential oils 
against Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus and Candida spp. 
[dissertation]. São José dos Campos (SP): São Paulo State University (Unesp), 
Institute of Science and Technology; 2022. 
 
 
With the increasing antibacterial and fungal resistance, the development of new 
antimicrobial agents against microorganisms of medical and dental interest capable of 
causing severe infections are required. Essential oils (EOs) have been gaining 
notoriety in the scientific community for their therapeutic benefits, such as antimicrobial 
and anti-inflammatory activity. Thus, this study aimed to evaluate the antimicrobial 
activity of the EOs of Pelargonium graveolens (geranium) and Cymbopogon 
schoenanthus (lemongrass) in an isolated and combined form, against Streptococcus 
mutans, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Candida dubliniensis and Candida 
krusei. For this, Minimum Microbicidal Concentration (CMM) values were determined 
by broth microdilution method recommended by the Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI), standard M27-A2 (Candida spp.) and M7-A6 (S. mutans and S. 
aureus). The combined effects of the EOs were evaluated using the checkerboard 
technique. To measure the antibiofilm activity, the MTT colorimetric assay was 
performed, showing the metabolic activity of the microorganisms, after 5 min and 24 h 
of contact with the EO. The data obtained in the in vitro tests presented normal 
distribution and were analyzed statistically by ANOVA and complemented by the Tukey 
method (5%). CMM results varied between 16 and 0,03%, with fungal strains being the 
most susceptible. The combined treatment with EOs presented additive and 
synergistic effects against S. aureus. Concerning monotypic biofilms, both EOs 
significantly reduced biofilm formation. Overall, 24 h treatment presented better 
effectiveness than 5 min treatment for most microorganisms. When the EOs were 
tested in combination, they promoted the reduction of S. aureus biofilm by up to 27,3% 
in the 5 min treatment and 93,3% in the 24 h treatment. Hence, the tested agents 
showed antimicrobial and antifungal activity in planktonic culture and in monotypic 
biofilms of S. aureus, S. mutans, C. albicans, C. dubliniensis and C. krusei, Thus, EOs 
of geranium and lemongrass has potential as an alternative for the treatment of 
infectious diseases caused by these pathogens. 
 
 
Keywords: geranium; lemongrass; Streptococcus mutans; Candida; Staphylococcus 
aureus. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O uso indevido da terapia antibiótica aumenta cada vez mais o surgimento de 

genes resistentes a diferentes antibióticos e propiciando a manifestação de infecções 

causadas por cepas resistentes, afetando atuais e futuras gerações (Wencewicz, 

2019). Ademais, o desenvolvimento de cepas multirresistentes têm dificultado, ou em 

alguns casos até impossibilitado o tratamento da infecção com antibióticos 

convencionais. Atualmente, medidas preventivas e terapias eficazes são escassas, 

havendo necessidade de desenvolvimento de novos agentes terapêuticos (Frieri et 

al., 2017). 

Extraídos de plantas aromáticas, os óleos essenciais (OEs) são empregados 

principalmente na indústria farmacêutica e cosmética. Com mais de 200 diferentes 

constituintes, apresentam diversos benefícios à saúde (Aziz et al., 2018; Dhakad et 

al., 2018). Dentre os benefícios, pode-se citar o exemplo do óleo essencial de 

eucalipto que tem ação antioxidante, antimicrobiana, antisséptico, ação sobre o trato 

respiratório e gastrointestinal, entre muitas outras ações biológicas que são descritas 

na literatura (Dhakad et al., 2018). Um outro exemplo é o óleo essencial de citronela, 

conhecido principalmente como repelente natural contra os mosquitos, também possui 

propriedades antimicrobiana, anti-helmíntico, cicatrizante, anticonvulsivante, etc 

(Sharma et al., 2019). Além disso, o óleo essencial de melaleuca, quando testado 

contra o vírus da herpes simples (tipo HSV-1 e HSV-2) apresentou atividade antiviral, 

inclusive contra cepas resistentes ao aciclovir, principal antiviral utilizado na terapia 

para infecção por herpes simples (Schnitzler, 2019). Gucwa et al. (2018) estudaram a 

ação fungicida e fungistática de seis óleos essenciais contra Candida albicans e 

Candida glabrata. Descobriu-se que os OEs de tomilho, limão e cravo são capazes de 

agir sobre a membrana plasmática destes fungos além de influenciar no efluxo de íons 

potássio apresentando um ótimo potencial terapêutico contra infecções causadas por 

espécies de Candida. 

Como destacado acima, muitos estudos com os óleos essenciais são 

encontrados na literatura para avaliar a possibilidade de seu uso para tratamento 

antimicrobiano. Assim sendo, torna-se de interesse analisar a atividade antimicrobiana 

e antibiofilme de diferentes OEs, com destaque para Pelargonium graveolens 
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(gerânio) e Cymbopogon schoenanthus (lemongrass). 

O óleo essencial de gerânio (P. graveolens) é famoso por sua fragrância e, 

por isto, é bastante utilizado como um aromatizante (Bergman et al., 2020). Em um 

estudo recente, este OE foi submetido a testes antimicrobianos contra cepas clínicas 

multirresistentes de Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium kansasii e 

Mycobacterium fortuitum. Os resultados obtidos demonstraram um notável potencial 

antimicrobiano do OE de gerânio contra micobactérias (Kardan-Yamchi et al., 2020).  

Apesar da escassez dos estudos com o OE de lemongrass (C. schoenanthus), 

também foi verificado e constatou-se o seu potencial terapêutico contra infecções. A 

ação antimicrobiana contra S. aureus foi demonstrada nos resultados de Yagi et al. 

(2016) e contra Escherichia coli, S. aureus e Klebsiella pneumoniae por Hashim et al. 

(2017). Segundo Piasecki et al. (2021), o constituinte citral presente em alguns OEs, 

como nos óleos do gênero Cymbopogon, é o principal responsável por conferir 

atividade antimicrobiana e, ainda segundo os autores, a espécie de C. schoenanthus 

é uma das plantas que apresenta altas concentrações desta molécula. 

A cavidade oral apresenta um extenso microbioma. Um desequilíbrio no 

número destes, torna o indivíduo suscetível às doenças bucais e sistêmicas (Verma 

et al., 2018). Pensando na importância de um antimicrobiano inovador para a área da 

odontologia, foram selecionados os seguintes microrganismos para este estudo: 

Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Candida 

dubliniensis e Candida krusei. 

A cárie dentária é uma das doenças crônicas infecciosas mais prevalentes no 

mundo (Selwitz et al., 2007) e nos casos mais severos pode levar à perda do elemento 

dentário (Clark, Levin, 2019). Capaz de se instalar em indivíduos de todas as idades, 

a cárie afeta a qualidade de vida do indivíduo e está fortemente associado às 

condições socioeconômicas (Chaffee et al., 2017; Kramer et al., 2018). A doença é 

causada pela formação de biofilme bacteriano e tem caráter oportunista. O alto índice 

da doença cárie tem levado à pesquisa de métodos de prevenção na formação de 

biofilme de S. mutans, bactéria considerada como um dos principais agentes 

cariogênicos (Jiang et al., 2018; Scharnow et al., 2019). Além disso, há relato de 

identificação de cepas de S. mutans em casos de endocardite bacteriana, ao qual 

essa bactéria foi apontada como um causador indireto da doença e que corroborou 

para o surgimento de outras cepas bacterianas no endocárdio (Lemos et al., 2019). 
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Staphylococcus aureus é uma bactéria zoonótica comensal oportunista 

presente na mucosa nasal e na pele e, eventualmente, pode ser encontrada na 

cavidade oral (Lima et al., 2019; Zhou et al., 2018). Na odontologia, S. aureus se 

destaca por sua habilidade em formar agregados com Fusobacterium nucleatum, que 

exerce um importante papel no biofilme oral por apresentar relação de sinergismo com 

outras bactérias. S. aureus também interage com Porphyromonas gingivalis, que é 

considerado um dos principais agentes patogênicos da periodontite (Lima et al., 2019; 

Mohanty et al., 2019). Já na medicina, esta bactéria pode provocar osteomielite, 

pneumonia, endocardite, entre outros (Guo et al., 2020). O surgimento de cepas de S. 

aureus resistentes à alguns agentes antimicrobianos, como à vancomicina e à 

meticilina, desperta uma preocupação mundial pois esta problemática torna difícil o 

controle das infecções causadas por estes microrganismos (Guo et al., 2020; 

McGuinness et al., 2017; Mohammed et al., 2018). 

Tendo como seu agente patogênico as espécies de Candida, a candidíase é a 

doença infecciosa fúngica mais comum nos seres humanos. Esses microrganismos 

são colonizadores comensal da mucosa oral e sua infecção tem caráter oportunista. 

Assim, acomete principalmente pacientes idosos e/ou imunossuprimidos, como 

aqueles com leucemia, diabetes, HIV+/AIDS, assim como pacientes que fazem uso 

crônico ou prolongado de anti-inflamatório esteroidal, antibióticos, quimioterapia ou 

radioterapia (Mohamed et al., 2019; Rodrigues et al., 2019). Esta infecção muitas 

vezes se dá por características assintomáticas, mas também pode trazer grandes 

desconfortos para o paciente, como na candidíase esofágica, por exemplo. Alguns 

sintomas relatados por indivíduos infectados foram: dor e dificuldade durante a 

deglutição e dor na região do osso esterno. Nos casos assintomáticos, a grande 

preocupação é o risco maior da doença evoluir para um caso de fungemia, muitas 

vezes podendo levar o paciente ao óbito (Lohse et al., 2018; Mohamed et al., 2019).  

Para a manifestação clínica da candidíase é necessária a formação de biofilme, 

ou seja, uma comunidade de fungos do gênero Candida, aderidos a uma matriz 

extracelular (Kernien et al., 2018). A dificuldade no tratamento da infecção se dá por 

conta de os agentes antifúngicos atuais apresentarem um alto custo e alta toxicidade. 

Além da problemática da resistência antifúngica que essa espécie tem desenvolvido 

(Chen et al., 2020; Li et al., 2018; Lohse et al., 2018).  

A principal problemática no tratamento dessa infecção é o crescente 
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surgimento de cepas resistentes aos antifúngicos existentes, além da alta toxicidade 

que estes fármacos apresentam. Com isto, estudos com terapias alternativas para o 

tratamento da candidíase tem se intensificado. Alguns exemplos são os tratamentos 

com terapia fotodinâmica, colutórios e estudo com produtos de origem natural, como 

probióticos e extratos de plantas (Rodrigues et al., 2019). 

Candida albicans é a espécie de Candida mais prevalente nos seres humanos 

e consequentemente é a principal espécie presente nos casos de candidíase, com 

alta taxa de mortalidade em condições mais invasivas. A dificuldade no tratamento da 

infecção se dá por conta de os agentes antifúngicos atuais apresentarem um alto custo 

e alta toxicidade. Além da problemática da resistência antifúngica que essa espécie 

tem desenvolvido (Chen et al., 2020; Li et al., 2018; Lohse et al., 2018). No entanto, 

as espécies não-albicans também chamam a atenção da comunidade médica e 

científica, pois estas têm sido relacionadas a casos de disseminação (Barac et al., 

2020). Candida dubliniensis também faz parte do gênero Candida, e tem apresentado 

uma resistência à flucitosina e uma baixa suscetibilidade aos azóis (Asadzadeh et al., 

2018). Existem relatos de casos de meningite causada por C. dubliniensis em 

pacientes imunossuprimidos (Tahir et al., 2020). Ademais, uma das espécies de 

Candida mais invasiva é Candida krusei e, no mundo todo, é a que mais está 

relacionada a casos de fungemia (Faria et al., 2020). Em um estudo recente, 

identificou-se um surto de casos de fungemia causada por C. krusei em pacientes 

pediátricos em um hospital localizado na Índia (Kaur et al., 2020). O grande desafio 

no tratamento desta candidemia é a crescente resistência antifúngica e reduzida 

suscetibilidade aos antifúngicos existentes (Faria et al., 2020). 

Logo, é evidente o surgimento de microrganismos resistentes aos fármacos 

atuais e se faz imprescindível o investimento em estudos para o desenvolvimento de 

novos agentes antimicrobianos. Deste modo torna-se de grande importância avaliar a 

atividade antimicrobiana, incluindo a análise da ação antibiofilme dos  óleos essenciais 

de gerânio e lemongrass sobre C. albicans, C. dubliniensis, C. krusei, S. mutans e S. 

aureus. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Fitoterapia  

 

 

A fitoterapia é um ramo da medicina que com o passar dos anos têm ganhado 

popularidade. Por tanto, se faz necessário para um bom profissional da área da saúde, 

conhecer esta terapia alternativa. A fitoterapia se baseia na utilização de plantas 

medicinais para a promoção da saúde (tratamento e prevenção). Para tanto, a planta 

deve ser utilizada em sua composição total ou em uma porcentagem mínima sem 

adulterações de seus componentes. Seu uso na medicina pode ser de forma isolada, 

ou seja, apenas uma planta, pode ser de forma combinada com outras plantas que 

apresentam propriedades complementares uma à outra, ou até mesmo, pode ser 

utilizada como complemento à outros fármacos não fitoterápicos (Falzon, Balabanova, 

2017). 

No Brasil, foi avaliado o uso da terapia com plantas medicinais dentro do 

programa de atenção primária, a porta de entrada do Sistema Único de Saúde (SUS). 

Deste modo, foram levantados artigos publicados entre 1988 e 2013 com esta pauta. 

Os resultados mostraram que durante estes 25 anos houve um pequeno aumento nas 

publicações científicas sobre o referido. Ainda assim, a fitoterapia na atenção primária 

serviu como um grande aliado para promoção da interação entre paciente e 

profissional, contribuiu para o desenvolvimento do pensamento crítico de ambos os 

lados em relação ao uso apropriado da fitoterapia e também, contribuiu para a 

disseminação do conhecimento científico sobre este, para a população em geral 

(Antonio et al., 2014). 

As propriedades biológicas do extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis) 

foram analisadas contra microrganismos de interesse médico-odontológico: C. 

albicans, S. aureus, Enterococcus faecalis, S. mutans e Pseudomonas aeruginosa. 

No estudo da citotoxicidade, verificou-se uma viabilidade celular acima de 50% 

quando as células (macrófagos, fibroblastos gengivais e células tumorais) foram 

tratadas com concentrações do extrato menor ou igual a 50 mg/mL. R. officinalis 

mostrou efetividade contra os biofilmes mono e polimicrobianos e ainda, constatou-se 
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uma excelente atividade anti-inflamatória através da redução da síntese de citocinas 

pró-inflamatórias (de Oliveira et al., 2017). 

Com a problemática atual da pandemia de COVID-19, foram levantadas 

evidências científicas no uso de plantas medicinais para o tratamento coadjuvante dos 

sintomas da doença. Com isto, 39 plantas foram apontadas com potencial terapêutico 

para pacientes infectados pelo vírus. Já quando avaliado o risco-benefício, 5 plantas 

foram selecionadas com resultados positivos: Althaea officinalis (malva- branca), 

Commiphora molmol (mirra), Glycyrrhiza glabra (alcaçuz), Hedera Helix (hera 

trepadeira) e Sambucus nigra (sabugueiro preto) e outras 12 plantas foram 

classificadas como promissoras para o tratamento dos sintomas. O levantamento 

ainda encontrou resultados sugestivos de que muitas destas plantas apresentam uma 

margem de segurança maior do que os fármacos de referência (Silveira et al., 2020). 

Na odontologia, as lesões orais mais comuns, apresentam etiologia 

microbiana/infecciosa, ou traumática. No entanto, também podem se manifestar por 

doenças sistêmicas ou uso excessivo do álcool e tabaco. Com esta diversidade de 

fatores desencadeantes, o uso de agentes fitoterápicos pode controlar as lesões por 

meio de diferentes mecanismos que muitas plantas apresentam, como atividade 

antioxidante, anti-inflamatória, antimicrobiana, antisséptica e anti-carcinogênica, por 

exemplo (Salehi et al., 2019). Apesar da pouca disponibilidade de artigos com 

fitoterápico na área da odontologia, é possível encontrar estudos que demonstram 

resultados promissores, os quais serão descritos abaixo. 

Em um estudo in vitro, Veloso et al. (2020) avaliaram extratos de Caesalpinia 

férrea Mart (pau-ferro), Cinnamomum cassia (canela), Mallow sylvestris L. (malva), 

Punica granatum L. (romã), Rosmarinus officinalis L. (alecrim), Aeollanthus 

suaveolens (macassá), Spreng (cavalinha), Sysygium aromaticum L. (cravo-da- Índia), 

e Tamarindus indica L. (tamarindo) contra microrganismos orais anaeróbios, 

produtores de compostos de enxofre voláteis, fator etiológico da halitose. Para a 

determinação da atividade antibacteriana dos extratos, foram semeadas cepas 

clínicas de Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella 

intermedia e Parvimonas micra. Para tanto, utilizaram-se do método de difusão em 

ágar, no qual a zona de inibição é medida. Nos resultados, o extrato de romã foi o 

único extrato a apresentar zona de inibição para todas as cepas e ainda, foi o que 

apresentou a maior zona de inibição para P. micra. Também foi realizada o método 
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de microdiluição em caldo para determinação da Concentração Inibitória Mínima 

(CIM), no qual os valores de CIM para todos os extratos foram maiores que 400 μg/mL, 

exceto para P. intermedia que, o extrato de romã obteve valor de CIM de 160 μg/mL. 

Já no teste de Concentração Microbicida Mínima, os extratos de alecrim, canela, 

cravo-da-Índia, macassá e malva, exibiram ação bactericida contra P. gingivalis. 

Assim, com esses resultados os autores puderam demonstrar por meio de dados 

estatísticos, que os extratos possuem um potencial de redução dos microrganismos 

testados. 

Outro exemplo é o alcaçuz, que é uma planta com propriedades anti- 

inflamatória, antiulcerativa, anticarcinogênica, antiviral, dentre outros. No quesito às 

lesões orais, esta planta mostrou benefícios para o tratamento de cáries, doenças 

periodontais, úlceras e câncer oral, entretanto, é importante ressaltar que constatou- 

se a necessidade de mais estudos in vivo, assim como, estudos para avaliar a sua 

efetividade como medicação ou irrigante durante o tratamento endodôntico (Sidhu et 

al., 2020). 

Recentemente foi publicada uma pesquisa com Porphyromonas gingivalis, 

principal bactéria patogênica da doença periodontal e extratos de plantas. Neste, 

foram avaliadas a citotoxicidade do extrato sobre células de queratinócitos humanos 

e a atividade antimicrobiana contra P. gingivalis. Foram selecionados 109 extratos 

derivados de diferentes partes de 21 espécies de plantas. Destes, 8 espécies de 

plantas mostraram atividade antibacteriana (Vicia faba, Carya alba, Juglans regia, 

Citrus sinensis, Zanthoxylum armatum, Morella cerifera, Sassafras albidum e Pistacia 

lentiscus) contra P. gingivalis. Os valores de CIM variaram entre 8 e 128 μg/mL, sendo 

que a menor concentração, de 8 μg/mL foi para o extrato aquoso proveniente do fruto 

de Pistacia lentiscus (aroeira) (Carrol et al., 2020). 

 

 

2.2 Óleos essenciais 

 

 

Os óleos essenciais (OEs) derivam de sementes, plantas, madeiras, raízes, 

frutas e cascas. É comumente utilizada para aromaterapia que consiste em uma 

terapia alternativa no ramo da medicina e pode ser aliado a tratamentos 
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convencionais. O benefício deste tipo de tratamento se dá pelo controle de sintomas 

como dor, náusea, ansiedade, depressão, estresse, insônia e doenças respiratórias. 

Por conta destes sintomas, pode ser bastante indicado para certas condições 

médicas, por exemplo, pacientes oncológicos (Farrar, Farrar, 2020). 

O óleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia), por exemplo, tem 

excelente atividade antimicrobiana e anti-inflamatória conhecida. Entretanto, seu uso 

de forma tópica tem sido relacionado, mesmo em concentrações baixas, com efeitos 

adversos, como por exemplo a dermatite por contato. Por esta razão é essencial o 

estudo de toxicidade mesmo de produtos de origem natural (Halcón, Milkus, 2004). 

Considerando a crescente manifestação de microrganismos resistentes aos 

antimicrobianos convencionais, os OEs vêm ganhando espaço dentro das pesquisas 

como um novo agente para o tratamento de doenças infecciosas (Brochot et al., 2017). 

Brochot et al. (2017) avaliaram a atividade antimicrobiana dos OEs de Cinnamomum 

zeylanicum (caneleira de Cássia), Daucus carota (cenoura), Eucalyptus globulus 

(eucalipto) e Rosmarinus officinalis (alecrim), de forma combinada, sobre 14 cepas 

bacteriana padrão ATCC: Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, 

Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus 

mirabilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Yersinia 

enterocolitica, Bacteriodes fragilis, Haemophilus influenza e Branhamella catarrhalis. 

Também foram testados sobre cepas fúngicas de Candida albicans, Candida glabrata 

e Candida tropicalis (padrão ATCC). A Concentração Inibitória Mínima (CIM) variou 

entre 0,01% e 3% e a Concentração Mínima Microbicida (CMM) variou entre <0,01% 

e 6% para as cepas bacterianas. Já para as cepas de Candida, os valores de CIM 

variaram entre 0,01 a 0,05% e CMM, entre 0,02 a 0,05%. Com estas concentrações 

baixas, a mistura dos OEs se mostrou conveniente para a sua utilização no combate 

às infecções. 

Aleksandra et al. (2018) estudaram o potencial antifúngico do OE de Myrtus 

communis (murta) contra Malassezia spp., isolado da pele de pacientes portadores de 

pitiríase versicolor. Este óleo mostrou grande potencial de inibição do crescimento 

fúngico, que variou entre 62 a 96% de redução, variando de acordo com a espécie. O 

OE também exibiu valores de CIM e CMM sobre todas as cepas testadas. 

Rosmarinus officinalis L. (alecrim), é uma planta bastante estudada por 

pesquisadores para sua utilização na medicina, pela sua conhecida ação anti- 
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inflamatória. Quando estudada em forma de óleo essencial, foi observada que esta 

ação anti-inflamatória se dá principalmente pela supressão da cascata do ácido 

araquidônico. Ainda, o OE de alecrim apresenta ação antioxidante, que auxilia na 

prevenção de danos causados pela inflamação. Apesar do seu benefício ser bem 

evidenciado cientificamente, constata-se uma escassez nos estudos direcionado para 

inflamação crônica, sem falar da inexistência de estudos clínicos (Borges et al., 2019). 

Para avaliar a atividade antibacteriana sobre microrganismos resistentes, 

Kozics et al. (2019) selecionaram os seguintes óleos essenciais: lemongrass 

(Cymbopogon flexuosus), melaleuca (Melaleuca alternifolia), eucalipto (Eucalyptus 

radiata), lavanda (Lavandula angustifolia), tomilho (Thymus vulgaris), cravo (Eugenia 

caryophyllata), orégano (Origanum vulgare), cássia (Cinnamomum cassia), arborvitae 

(Thuja plicata) e sálvia (Salvia sclarea), para serem estudados contra microrganismos 

isolados de infecções de pele. Os microrganismos coletados que apresentaram 

resistência antimicrobiana foram: Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, 

Citrobacter koseri, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans e Candida parapsilosis. 

Os OEs de orégano, cássia, capim-limão, arbovitae e tomilho foram os melhores óleos 

com ação antimicrobiana contra as cepas estudadas. Para o teste de genotoxicidade, 

os OEs também se mostraram de uso seguro quando testados sobre células da 

linhagem HaCaT (queratinócito humano). 

Dentre os diversos óleos essenciais disponíveis, destacam-se o interesse pelo 

OE de Pelargonium graveolens (gerânio) e Cymbopogon schoenanthus (lemongrass). 

Pelargonium graveolens pertence à família Geraniaceae. Avaliando a 

composição fitoquímica do OE de P. graveolens coletado na Tunísia, foram 

encontrados 42 compostos, dentre eles, geraniol e citronelol. Avaliando sua ação 

antimicrobiana contra uma diversidade de fungos e bactérias, como Bacillus subtilis, 

Enterococcus faecalis, Salmonella entérica, Klebsiella pneumoniae, Listeria 

monocytogenes, Alternaria alternata e Fusarium oxysporum, o OE de gerânio 

apresentou zonas de inibição que variaram entre 13 e 26 mm de diâmetro, sendo B. 

cereus um dos mais sensíveis ao tratamento dentre as cepas bacterianas. Já o 

diâmetro da zona de inibição das cepas fúngicas variaram entre 24 e 34 mm, se 

mostrando mais efetivo ainda, como um potencial antifúngico (Hsouna, Hamdi, 2012).  

Pensando na problemática dos microrganismos resistentes, Malik et al. ( 

2011) avaliaram a associação do OE de P. graveolens com o antimicrobiano 
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ciprofloxacino contra os microrganismos K. pneumoniae, Proteus mirabilis e S. aureus. 

A combinação do fármaco com o OE resultou em valores de sinergismo contra todas 

as cepas testadas, despertando a possibilidade de sua utilização para tratamento de 

infecções causadas por esses agentes patogênicos em associação com o 

antimicrobiano. 

O OE de gerânio foi analisado sobre cepas clínicas de Enterococcus faecalis, 

coletado de dentes endodonticamente tratados. Para determinação da CIM foi 

utilizado o método de microdiluição em placa. Já o teste para a análise da atividade 

antimicrobiana em biofilme foi feito em blocos de dentina. As concentrações de CIM 

variaram entre 1,8 a 4,5 mg/mL. Estes valores não demonstraram citotoxicidade em 

células endoteliais (linhagem celular HMEC-1), pelo teste de MTT (3-(4,5-

Dimethylthiazol-2- yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide). O OE mostrou atividade 

antimicrobiana em biofilme, na concentração de 150 mg/mL. Assim, o OE de gerânio 

se mostrou eficaz contra Enterococcus spp., sendo um agente promissor para uso em 

infecções endodônticas (Łysakowska et al., 2015). 

Boukhatem et al. (2021) avaliaram a ação antioxidante, anti-inflamatória e 

anticâncer do OE de Pelargonium graveolens. A composição química do OE foi 

determinada através da análise cromatográfica, onde constatou-se que o citronelol era 

o seu constituinte principal. A ação antioxidante apresentou resultado estatisticamente 

melhor quando comparado ao grupo controle, o ácido ascórbico e o hidroxianisol 

butilado. Além disso apresentou ótimo potencial anti-inflamatório. Na avaliação in ovo, 

utilizaram-se uma membrana cório-alantóide (CAM) de ovos de galinha para avaliar a 

ação anticâncer. Esta ação foi estudada através da observação do processo de 

angiogênese e proliferação celular. O OE demonstrou redução significativa em ambos 

os processos. Por fim, para avaliação da citotoxicidade, foram utilizadas células da 

linhagem de câncer de mama metastático (MDA-MB-231), gástrico (AGS) e de 

melanoma (MV3). A redução da taxa de viabilidade celular foi dose dependente, sendo 

que o OE demonstrou melhor citotoxicidade sobre células da linhagem AGS. Assim, 

os autores puderam concluir que o OE de gerânio tem um potencial terapêutico sobre 

células cancerígenas, dada sua atividade antiangiogênica, anti-inflamatória e 

antiproliferativa. 

Cymbopogon schoenanthus é uma planta aromática da família Poaceae (Malti 

et al., 2020) e o seu óleo essencial é utilizado no mundo todo na área da saúde (Morris, 
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2021). Os OEs do gênero Cymbopogon são conhecidos pela presença do citral (neral 

e geranial) que por sua vez é frequentemente citado pela sua atividade antimicrobiana 

(Piasecki et al., 2021). Vale ressaltar que a composição química dos OEs tendem a 

variar de acordo com o local da colheita (Malti et al., 2020) o que por sua vez pode 

resultar em diferentes efetividades das atividades biológicas de OEs de uma mesma 

planta, colhida em regiões distintas.  

É possível encontrar diferentes tipos de plantas do gênero Cymbopogon, como 

C. nardus, C. citratus, C. flexuosus, C. schoenanthus, entre outros (Piasecki et al., 

2021). C. citratus, por exemplo, tem utilização na medicina, cosmetologia e nutrição 

devido a suas propriedades biológicas. Tanto o extrato, quanto o óleo essencial desta 

espécie apresentam uma farmacocinética semelhante, sendo bem absorvido pelo 

organismo quando administrado por via oral, pulmonar e tópica. Mas vale ressaltar 

que os componentes desta planta, quando chegam ao intestino, sofrem grandes 

alterações. Esta informação é essencialmente importante para considerar a 

industrialização de um fármaco por via oral. Já a sua excreção foi identificada nas 

fezes, urina e através das vias aéreas. Estas informações devem ser confirmadas em 

estudos em seres humanos (Ekpenyong et al., 2015). 

OE de lemongrass (Cymbopogon citratus) foi testado sobre bactérias 

colonizadores da superfície dental por Oliveira et al. (2017). As espécies utilizadas na 

análise foram Actinomyces naeslundii, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus 

gordonii, S. mitis, S. mutans, S. sanguinis e S. sobrinus. No teste de difusão em ágar, 

os halos de inibição mediram diâmetros entre 8 e 16mm. Todas as cepas 

apresentaram valores de CIM que variaram entre 1,32 a 2,61 mg/mL-1. O OE de C. 

citratus demonstrou atividade bactericida e bacteriostática contra todas as cepas 

clínicas de S. mutans e L. acidophilus. Já a atividade de viabilidade celular sobre 

biofilme de S. mutans e L. acidophilus foi reduzida na concentração 10 X CIM. 

Comparando a redução de células aderentes (em dentes) entre o OE e o digluconato 

de clorexidina (0,12%), os percentuais de redução foram 100% e 69%, 

respectivamente, quando em contato por 1 minuto. Para análise da citotoxicidade 

foram utilizadas células queratinócitos humanos (HaCaT). A viabilidade celular na 

maior concentração testada (25 mg/mL) foi de 85%. Já no valor mínimo testado (0,25 

mg/mL), a viabilidade foi de 98%.  

Venzon et al. (2018) avaliaram o efeito do óleo essencial de lemongrass 
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(Cymbopogon citratus) sobre a mucosa gástrica de ratos. Para tanto, foram induzidas 

ulcerações gástricas aguda e crônica provocadas por etanol e ácido acético, 

respectivamente. Para o tratamento dos animais com úlcera induzida por etanol, o OE 

apresentou dose mínima efetiva de 10 mg/kg e a lesão apresentou redução em área 

em 51,67%. Ainda, o óleo mostrou efeito gastroprotetor dose- dependente. Já nos 

ratos com úlceras induzida por ácido acético, foi possível analisar o efeito cicatrizante 

do lemongrass, no qual, na concentração de 10 mg/kg, a extensão da lesão foi 

reduzida em 34,52%. O OE de Cymbopogon citratus também foi avaliado sobre a 

formação de biofilme monotípico de Candida tropicalis. Os autores descobriram que 

este fungo tem maior facilidade de produção de biofilme sobre material hidrofóbico do 

que hidrofílico. Quando o OE foi empregado sobre a superfície de silicone, o mesmo 

foi capaz de reduzir em até 76% o biofilme de C. tropicalis, mostrando um ótimo 

potencial antifúngico (Sahal et al., 2020). 

O OE de C. citratus indicou uma excelente propriedade ansiolítica quando 

testado in vivo. C. citratus foi administrado no modelo animal zebrafish nas seguintes 

formulações: óleo essencial, extrato hidroalcoólico, citral (composto isolado) e geraniol 

(composto isolado). Todos os grupos testados apresentaram propriedade ansiolítica. 

Os resultados sugerem o envolvimento dos receptores GABAérgicos para esta 

resposta e abre portas para uma nova possibilidade no tratamento de doenças 

psicológicas (Hacke et al., 2020). 

Uma outra espécie de lemongrass, o óleo essencial de C. flexuosus também 

é conhecido por sua ação antimicrobiana. Sua atividade anticancerígena foi avaliada 

sobre a expressão gênica do gene HS90, um dos principais responsáveis pelo 

desenvolvimento do câncer. A citotoxicidade do OE foi avaliada sobre as linhagens 

celulares humana de câncer de mama e embrionária. Interessantemente, o OE foi 

mais tóxico à célula de câncer de mama do que à célula embrionária. A expressão 

gênica foi estudada através do RT-qPCR (Reação em Cadeia da Polimerase em 

tempo real), que possibilitou a identificação da supressão do gene HS90 dada pela 

utilização do OE de C. flexuosus (Gaonkar et al., 2018). 

Bossou et al. (2013) confirmaram o poder inseticida de lemongrass. O OE de 

C. schoenanthus foi colocado em contato com larvas de Anopheles gambiae para 

verificar sua eficácia como inseticida. A taxa de mortalidade das larvas foi dose-

dependente onde 2% de OE apresentou uma taxa de mortalidade de 83% e na 
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concentração de 4%, 100% das larvas morreram.  

Quando avaliado a atividade antimicrobiana de diversos OEs do gênero 

Cymbopogon, Piasecki et al. (2021) perceberam que os OEs cujo os componentes 

principais eram o geranial e o neral, apresentaram maior atividade antimicrobiana 

sobre cepas de S. aureus resistentes à meticilina. Os OEs de C. flexuosus e C. 

schoenanthus foram os que apresentaram as maiores concentrações de geranial e 

neral. 

C. schoenanthus já foi verificada também contra os estágios de 

desenvolvimento dos tricostrongilídeos (nematoda). O principal componente do OE de 

C. schoenanthus foi o geraniol (62,5%) e este foi o que melhor apresentou ação contra 

os tricostrongilídeos, em comparação com o OE de Cymbopogon martinii e Mentha 

piperita (Katiki et al., 2011). Apesar da pouca disponibilidade de estudos avaliando a 

atividade antimicrobiana da espécie de C. schoenanthus, a sua efetividade já foi 

descrita na literatura contra alguns microrganismos: No estudo de Hashim et al. (2017) 

a atividade antimicrobiana de C. schoenanthus contra Escherichia coli, S. aureus e 

Klebsiella pneumoniae foi verificada e evidenciada até mesmo sobre cepas de S. 

aureus resistentes à meticilina.  

De acordo com os estudos demonstrados na literatura, faltam pesquisas que 

avaliem a ação combinada dos OEs de C. schoenanthus e P. graveolens sobre 

microrganismos de interesse odontológico. 

 

 

2.3 Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus e Candida spp. 

 

 

S. mutans é uma bactéria acidofílica e acidogênica, produtora de 

polissacarídeos extracelulares e de biofilme. É considerado um dos principais 

microrganismos patogênicos da cárie dental (Li et al., 2020). O biofilme formado na 

superfície dental é um fator de virulência essencial para esta espécie provocar a 

doença. Pensando nisso, Spengler et al. (2017) estudaram a adesão de S. mutans em 

comparação com Staphylococcus carnosus, sobre a hidroxiapatita. A força de adesão 

foi medida por espectroscopia. Os resultados mostraram que S. mutans possui uma 

capacidade de adesão sobre a superfície de hidroxiapatita muito maior do que S. 
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carnosus. Além disso, foi demonstrado que a presença da saliva aumenta, de forma 

significante, esta força de adesão sendo um importante fator para a formação de 

biofilme. 

Considerando a patogenicidade do S. mutans como o principal agente 

etiológico da cárie, Matsumoto-Nakano et al. (2011) avaliaram a atividade cariostática 

do extrato de prímula (Oenothera biennis). A adesão de células de S. mutans através 

de mecanismos sacarose-dependente foi reduzida em 73% quando tratado com o 

extrato na concentração de 100 mg/mL. A síntese de glucanos insolúveis também foi 

reduzida com o tratamento. Já no experimento realizado em ratos, estes foram 

expostos a uma concentração de 0,05 mg/mL de extrato diluído em água, durante 73 

dias. Os ratos que foram servidos com a água tratada apresentaram uma redução 

significativa nas lesões de cárie, quando comparada ao grupo controle. 

Pieri et al. (2012) descobriram a ação inibitória do óleo de copaíba (Copaifera 

officinalis) contra S. mutans. Neste estudo o óleo de copaíba mostrou ter ação 

bacteriostática, mas não ter ação bactericida já que não apresentou valores de CMM. 

Assim os autores concluem que o óleo de copaíba apresenta uma atividade 

bacteriostática, mas não bactericida contra S. mutans. 

O extrato de Melia azedarach (cedro-do-ceilão) demonstrou ação 

antibacteriana contra S. mutans no estudo de Bona e Nedel (2015). O método 

escolhido para avaliar a efetividade do extrato foi o método disco-difusão. Os discos 

foram impregnados com contração de 0,1 g/mL de extrato. A efetividade de moléculas 

isoladas da planta também foi avaliada. Nenhuma das partes isoladas apresentaram 

resultados comparáveis com o controle (clorexidina 0,12%). Já o extrato apresentou 

ótimo efeito bactericida contra S. mutans, demonstrando uma zona de inibição similar 

ao controle. 

Em um estudo com fitoterapia, Philip et al. (2019) testaram extratos das frutas 

de morango, mirtilo e airela, de forma isolada e combinada, sobre biofilme de 

S. mutans. Com isto, o biofilme tratado passou pelo processo de análise da atividade 

metabólica, acidogenicidade, viabilidade celular, biovolume e organização estrutural. 

Enquanto o extrato de morango não apresentou efeitos significantes sobre o biofilme, 

os extratos de airela e o extrato combinado das três frutas mostraram reduções 

significativas na atividade metabólica, produção de ácidos e biovolume. A organização 

estrutural também se mostrou menos compacta em comparação com o grupo 
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controle. Assim, os autores concluíram que o extrato de airela, dentre os extratos 

testados, foi o que se apresentou mais promissor para modulação da formação de 

biofilme. 

Já Li et al. (2020) avaliaram a ação de um composto isolado de plantas, o 

resveratrol, sobre S. mutans. O fitocomposto mostrou valor de CIM de 800 μg/mL e, 

nos valores sub-CIM, o resveratrol foi capaz de diminuir a produção de ácidos, 

produção de polissacarídeos e a formação de biofilme. A expressão gênica 

relacionada aos fatores de virulência da bactéria também foi reduzida. 

Abdel-Aziz et al. (2020) exploraram a atividade de ácidos graxos produzidos 

por cepas fúngicas de Arthrographis kalrae contra S. mutans. Surpreendentemente, 

os ácidos produzidos inibiram completamente o biofilme e a produção de 

polissacarídeo extracelular insolúvel. Ainda, estes não apresentaram ação bactericida 

contra o microrganismo e nem citotoxicidade à célula de fibroblasto humano. 

Outro microrganismo de interesse é Staphylococcus aureus. S. aureus é uma 

importante bactéria, capaz de provocar sérias doenças nos seres humanos, como 

endocardite, pneumonia e bacteremia. O tratamento desta infecção é um desafio, visto 

que a erradicação deste microrganismo é complicada. Isto porque tem surgido cada 

vez mais, cepas resistentes aos antibióticos atuais (Chang et al., 2020). S. aureus 

coletado durante dois anos, de amostras de sangue de pacientes internados em um 

hospital localizado na Índia, foram submetidas à uma análise do perfil de resistência 

aos antimicrobianos. Destes, 60% se mostraram resistentes à oxacilina e à cefoxitina. 

E dois isolados apresentaram alta resistência à vancomicina e à linezolida. O estudo 

destaca a manifestação de S. aureus resistentes e as ameaças que este pode 

ocasionar para a saúde dos infectados. Sendo necessário a descoberta de novos 

agentes antimicrobianos eficazes contra esta espécie (Kumar, 2016). 

Em um estudo mais recente, 146 cepas de S. aureus foram isolados de 

hospitais entre 2017 e 2018. A fim de identificar a presença de cepas resistentes à 

meticilina, os autores recorreram à utilização do teste de PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase). 16,4% dos isolados clínicos apresentaram resistência à meticilina. 

Dentre estes, 11 genótipos diferentes de resistência foram encontrados, um resultado 

bastante preocupante (Firoozeh et al., 2020). 

Analisando o impacto da falta de higiene oral adequada em indivíduos acima 

de 60 anos, Khadka et al. (2021) concluíram que os microrganismos presentes na 
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cavidade oral como, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa e C. albicans, estão 

fortemente associados à pneumonia por aspiração, com altas taxas de mortalidade. 

Levando em conta esta problemática, a atividade antimicrobiana de 42 

extratos de plantas foram analisadas contra S. aureus. Para isto, foram selecionadas 

cepas padrão ATCC de S. aureus, S. aureus resistente à penicilina e S. aureus 

multirresistente. treze extratos apresentaram ação antibacteriana contra todas as 

cepas testadas. Dentre eles, 4 extratos foram classificados como altamente eficazes, 

foram eles: larrea, uva-de-urso, eucalipto e erva de São-João. Os resultados 

mostraram a possibilidade da utilização de recursos naturais contra esta importante 

espécie (Gerstel et al., 2018). 

Um gel de extrato de Sebastiana hispida foi explorado em um modelo animal 

com lesões infectadas por S. aureus. O período de tratamento foi de 3 e 21 dias, 

utilizando concentrações de gel em 0,2 e 2%. Na análise histológica verificou-se que 

a regressão das lesões foi similar em ambas as concentrações. E mais, o gel de S. 

hispida promoveu uma grande produção de fibras colágenas. Por tanto o gel se 

mostrou promissor no tratamento complementar às lesões com infecções por S. 

aureus (Muller et al., 2018). 

A candidíase apresenta uma alta taxa de mortalidade, entre 40 a 55% quando 

acomete os pacientes em cuidados intensivos (Logan et al., 2020). Infecções 

invasivas causadas por Candida spp. têm sido descritas no mundo todo. Para avaliar 

a epidemiologia desta doença, foram coletados artigos científicos publicados durante 

10 anos. cepas multirresistentes de Candida albicans foram identificadas em 15 

países. C. glabrata foi a segunda espécie com maior índice de resistência antifúngica. 

C. krusei junto com algumas outras cepas de Candida também foram consideradas 

como potenciais cepas multirresistentes (Colombo et al., 2017). 

Para a manifestação clínica da candidíase é necessária a formação de biofilme, 

ou seja, uma comunidade de fungos do gênero Candida, aderidos a uma matriz 

extracelular (Kernien et al., 2018). Dentre o gênero, C. albicans é a mais prevalente 

nos seres humanos e consequentemente, também é o mais prevalente nos casos de 

candidíase, com alta taxa de mortalidade em condições mais invasivas. A dificuldade 

no tratamento da infecção se dá por conta de os agentes antifúngicos atuais 

apresentarem um alto custo e alta toxicidade. Além da problemática da resistência 

antifúngica que essa espécie tem desenvolvido (Chen et al., 2020; Li et al., 2018; 
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Lohse et al., 2018). No entanto, as espécies não-albicans também chamam a atenção 

da comunidade médica e científica, pois estas têm sido relacionadas a casos de 

disseminação (Barac et al., 2020). 

Lyu et al. (2016) avaliaram protocolos para tratamento com o antifúngico 

nistatina contra a candidíase oral. Os resultados demonstraram que a utilização da 

nistatina em suspensão oral não seria a melhor abordagem para o tratamento. Mas, a 

combinação da prescrição da nistatina em suspensão oral suplementada com a 

prescrição do antifúngico em formato de pastilha, obtiveram uma maior taxa de 

remissão da infecção. Também foi demonstrado que os tratamentos prolongados 

(acima de 4 semanas) e com doses mais altas, estão mais relacionados ao sucesso 

do tratamento. 

Na cavidade oral, a candidíase está associada, entre vários fatores, à higiene 

bucal deficiente, pensando nisso a efetividade da Aloe vera foi avaliada em um estudo 

clínico duplo-cego randomizado em pacientes adolescentes com deficiência 

intelectual, que são indivíduos que costumam apresentar uma certa dificuldade para 

manter uma boa higiene bucal. O cuidador responsável foi orientado a escovar os 

dentes do paciente duas vezes ao dia com um dentifrício contendo Aloe vera e foi 

comparada ao grupo que recebeu o dentifrício contendo triclosan. Ao final de 30 dias 

de uso, o dentifrício contendo Aloe vera foi capaz de reduzir o número de cepas de 

Candida spp. na cavidade oral sem apresentar nenhum efeito colateral (Khatri et al., 

2017). 

Outra planta que já demonstrou atividade antifúngica contra Candida spp. é 

Ageratina pichinchensis. O extrato já foi testado como uso tópico no tratamento da 

dermatomicose. Romero-Cerecero et al. (2017) escolheram este extrato para avaliar 

sua aplicação para o tratamento de candidíase vaginal. Após os 6 dias de tratamento, 

100% dos pacientes tratados com A. pichinchensis relataram melhora ou ausência 

total dos sintomas e, 2 semanas após a conclusão do tratamento foi realizada uma 

nova coleta de dados onde 81,2% dos pacientes apresentaram êxito no tratamento. 

Cunha et al. (2020) avaliaram o potencial antimicrobiano do óleo essencial de 

citronela (Cymbopogon nardus) sobre biofilmes monotípicos de C. albicans e S. 

aureus. O óleo essencial foi colocado em contato por 1 minuto sobre o biofilme, nas 

concentrações de 5x e 10x os valores da CMM. O óleo essencial foi comparado com 

outras duas soluções de clorexidina 0,12%, uma com e outra sem álcool em sua 
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composição. Ao final, as 3 soluções estudadas apresentaram uma ótima inibição na 

formação de biofilme, mas, o óleo essencial de citronela apresentou uma redução 

maior do que a solução de clorexidina. Ainda, comparando a toxicidade das três 

soluções sobre células de queratinócitos humanos (HaCat), o óleo essencial foi o que 

apresentou a menor toxicidade.
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

A proposta deste estudo é avaliar in vitro a atividade antimicrobiana e 

antibiofilme dos óleos essenciais de Pelargonium graveolens (gerânio) e Cymbopogon 

schoenanthus (lemongrass) e o sinergismo entre eles, sobre cultura planctônica e 

biofilmes monotípicos de Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida krusei, 

Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Obtenção dos óleos essenciais e microrganismos 

 

 

Os óleos essenciais de Pelargonium graveolens (gerânio) e Cymbopogon 

schoenanthus (lemongrass) foram obtidos da empresa WNF óleos essenciais (São 

Paulo, SP) com seus devidos perfis analíticos (Anexos A e B). 

Todas as cepas foram provenientes do Laboratório de Microbiologia do 

Instituto de Ciência e Tecnologia da Universidade Estadual Paulista - Unesp (São José 

dos Campos, SP). 

 

 

4.2 Microrganismos e condições de cultivo 

 

 

Os ensaios foram realizados utilizando cepa de referência ATCC (The 

American Type Culture Collection) de Candida albicans (ATCC 18804), Candida 

dubliniensis (ATCC MYA 646), Candida krusei (ATCC 6258), Streptococcus mutans 

(ATCC 35688) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538). Alíquotas das amostras 

bacterianas e fúngicas congeladas foram reativadas em meios de cultura, sendo ágar 

MS (Mitis Salivarius) para crescimento de S. mutans, ágar BHI (Brain Heart Infusion) 

para crescimento de Staphylococcus aureus e ágar SD (Sabouraud Dextrose) para de 

espécies de Candida. As placas foram incubadas em estufa por 48h à 37ºC (TE-371, 

Tecnal, Piracicaba, SP) e, S. mutans foi incubado em ambiente microaerofílico (Tsujii 

et al., 2020) sobre as mesmas condições de temperatura e tempo de incubação que 

as demais cepas.  
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4.3 Análise da atividade antimicrobiana 

 

 

A atividade antimicrobiana dos OEs isolados e das associações foram 

avaliadas sobre todas as cepas-padrão ATCC: Candida albicans (ATCC 18804), 

Candida dubliniensis (ATCC MYA 646), Candida krusei (ATCC 6258), Streptococcus 

mutans (ATCC 35688) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538). 

 

 

4.3.1 Determinação da Concentração Microbicida Mínima (CMM) dos óleos 

essenciais isolados 

 

 

Para a determinação da Concentração Microbicida Mínima (CMM) dos óleos 

(isolados) para cada cepa microbiana, foi empregado o método de microdiluição em 

caldo, segundo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), norma M27-A2 

(Candida spp.) e M7-A6 (S. mutans e S. aureus). Para a diluição do óleo essencial foi 

utilizado o Tween 20 (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil) na concentração de 0,5%, 

de acordo com Tran et al. (2020). Esta concentração foi alcançada através da diluição 

em meio de cultura caldo Mueller Hinton (MH) (Himedia®, Mumbai, Índia) ou RPMI 

1640 (INLAB, Diadema, SP, Brazil). Com o Tween 20 preparado, diluiu-se o óleo 

essencial neste, para obtenção da concentração desejada. O teste foi realizado em 

microplacas de 96 poços, onde adicionou-se 100 µL de meio de cultura (MH para S. 

mutans e S. aureus e RPMI 1640 para Candida spp.), em todos os poços exceto no 

primeiro poço de onde se seguiu a diluição seriada. Neste primeiro poço, adicionou-

se 200 µL de óleo essencial, de onde partiram uma série de 10 diluições seriadas. 

Alíquotas de 100 µL de cada suspensão microbiana, padronizada em 106 células/mL, 

foi adicionada em todos os poços, exceto nos controles de esterilidade e as placas 

foram para incubação por 48 h a 37ºC, sendo que S. mutans foi colocado sobre as 

mesmas condições de incubação, mas em ambiente microaerofílico com 5% CO2 

(Tsujii et al., 2020). Como controle de esterilidade foi utilizado o meio de cultura (MH 

ou RPMI 1640) e meio de cultura com Tween 20 a 0,5%. Já para o controle negativo, 
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adicionou-se 100 µL de meio de cultura mais 100 µL de microrganismo e o mesmo foi 

feito com o meio de cultura com Tween 20 a 0,5%. As concentrações finais dos OE 

obtidas na placa variaram entre 16 a 0,03% (Quadro 1). 

Em seguida, foram semeados 5 µL em ágar SD (Sabouraud Dextrose) (Kasvi, 

Itália) para as cepas de Candida, e em ágar BHI (Brain Heart Infusion) (Kasvi, Itália) 

para S. mutans e S. aureus. Após 48h 37ºC de incubação, a CMM de cada óleo para 

cada cepa foi determinada onde não se observou crescimento de colônias. Todos os 

testes foram realizados em duplicatas e foram repetidos duas vezes em momentos 

distintos (Figura 1). 

 

 

Quadro 1 – Diluições dos óleos essenciais para determinação da CMM 

 

OE 
Concentração por poço 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

GE 16% 8% 4% 2% 1% 0,5% 0,25% 0,12% 0,06% 0,03% 

LE 16% 8% 4% 2% 1% 0,5% 0,25% 0,12% 0,06% 0,03% 

Legenda: OE: óleo essencial. GE: gerânio. Le: lemongrass. 2 ao 11: número dos poços.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 1 – Metodologia para determinação da Concentração Microbicida Mínima 

 

 

Legenda: A: Óleos essenciais diluídos em placa de 96 poços contendo meio de cultura. B: 
Microrganismo semeado em ágar para padronização em espectofotômetro em 106 células/mL. C: 
Resultado da concentração microbicida mínima após incubação por 24 h a 37ºC. Círculo laranja: 
indicação da concentração microbicida mínima determinada. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

4.3.2 Método de Microdiluição Checkerboard das associações dos óleos 

essenciais 

 

 

O efeito combinado dos óleos foi avaliado pela técnica checkerboard 

(tabuleiro de xadrez), de acordo com Fratini et al. (2017), Odds (2003), Ušjak et al. 

(2019). A técnica é baseada no teste de sensibilidade por microdiluição em caldo, e 

determina o tipo de interação entre os óleos em: sinérgicas, aditivas, indiferente ou 

antagônicas. Foi utilizado como meio de cultura caldo MH (para S. mutans e S. aureus) 

e RPMI 1640 (para Candida spp.). 

Para a combinação dos OE, foram utilizados como referência os valores de 

CMM previamente obtidos. Assim, foi preparada a solução mãe do OE1 (gerânio), na 

concentração 4 vezes maior que o valor do CMM. A partir desta solução, seguiu- se a 

diluição seriada pela placa. Já o OE2 (lemongrass) foi diluído fora da placa, em 

microtubos do tipo Eppendorf, partindo-se também, da solução mãe (4x maior do que 

A 

B 

C 
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o CMM), para a diluição seriada nos outros microtubos. Sendo assim, 100 µL do óleo 

1 (gerânio) foram adicionados na fileira “a” do poço 2 ao 10 e a partir destes poços, 

50 µL do óleo foi diluído seriadamente nos poços abaixo, deste modo, a concentração 

do OE1 caiu no sentido vertical da microplaca. Logo em seguida, 50 µL do óleo 2 

(lemongrass) foram adicionados nos poços de modo que a concentração deste caísse 

no sentido horizontal da microplaca, de modo a obter concentrações finais: CMM, 

CMM/2, CMM/4, CMM/8, CMM/16, CMM/32 e CMM/64, de forma que fossem 

associadas diferentes concentrações dos dois óleos. Em seguida, foi adicionado 100 

μL do inóculo microbiano, padronizado em 106 células/mL), totalizando volume de 200 

μL em cada poço. No controle negativo, adicionou-se meio de cultura, mais inóculo 

bacteriano e no controle de esterilidade foi acrescentado apenas meio de cultura. Este 

controle também foi feito com o meio de cultura com Tween 20 a 0,5%. As placas 

foram incubadas a 37ºC por 48h, e no caso do S mutans, em microaerofilia (Ušjak et 

al., 2019). Para determinação da CMM, uma alíquota de cada poço foi colocada em 

ágar Sabouraud Dextrose (Kasvi, Itália) para as cepas de Candida spp., e em ágar 

BHI (Brain Heart Infusion) para S. mutans e S. aureus. As placas foram incubadas em 

estufa por 48 h a 37ºC e foi determinada de acordo com a ausência de crescimento 

microbiano nas placas. Todos os testes foram realizados em duplicatas. Para avaliar 

o efeito sinérgico dos óleos, adotou-se o índice de concentração inibitória fracionária 

(ICFI), que classifica as combinações em sinérgicas, aditivas, indiferentes ou 

antagônicas. O ICFI é calculado através da soma da concentração inibitória fracionada 

(CIF) do óleo 1 mais a CIF do óleo 2. 

A ICIF pode ser definida como: 

 
CMM combinada                         CMM combinada 

 
 

CMM óleo 1 isolado                    CMM óleo 2 isolado 
 

Uma combinação foi considerada sinérgica a uma ICFI ≤0,5, aditiva quando 

ICFI é >0,5 e ≤1,0, indiferente quando ICFI> 1 e ≤ 4 e antagonista em ICFI> 4,0. A 

mesma fórmula foi utilizada para calcular o índice de concentração fungicida 

fracionária (ICFF), usando também os valores de CMM (Odds, 2003). 
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Quadro 2- Esquema representativo da combinação do óleo essencial de gerânio e 

lemongrass e suas concentrações aplicadas em contato com Staphylococcus aureus 

na placa de 96 poços, simulando a técnica do tabuleiro de xadrez 

 

 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

a 4 

4 

4 

2 

4 

1 

4 

0,5 

4 

0,25 

4 

0,12 

4 

0,06 

4 

0,03 

4 

0,01 

b 2 

4 

2 

2 

2 

1 

2 

0,5 

2 

0,25 

2 

0,12 

2 

0,06 

2 

0,03 

2 

0,01 

c 1 

4 

1 

2 

1 

1 

1 

0,5 

1 

0,25 

1 

0,12 

1 

0,06 

1 

0,03 

1 

0,01 

d 0,5 

4 

0,5 

2 

0,5 

1 

0,5 

0,5 

0,5 

0,25 

0,5 

0,12 

0,5 

0,06 

0,5 

0,03 

0,5 

0,01 

e 0,25 

4 

0,25 

2 

0,25 

1 

0,25 

0,5 

0,25 

0,25 

0,25 

0,12 

0,25 

0,06 

0,25 

0,03 

0,25 

0,01 

f 0,12 

4 

0,12 

2 

0,12 

1 

0,12 

0,5 

0,12 

0,25 

0,12 

0,12 

0,12 

0,06 

0,12 

      0,03 

0,12 

0,01 

g 0,06 

4 

0,06 

2 

0,06 

1 

0,06 

0,5 

0,06 

0,25 

0,06 

0,12 

0,06 

0,06 

0,06 

0,03 

0,06 

0,01 

Legenda: esquema das diluições combinadas dos óleos essenciais, no qual as concentrações de 
gerânio (em verde) diminuem no sentido vertical e as concentrações de lemongrass (em azul) caem no 
sentido horizontal da placa. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.4 Análise da atividade antibiofilme 

 

 

As concentrações dos OEs para avaliar a atividade antimicrobiana sobre 

biofilmes foram baseados nos valores de CMM obtidos nos testes de microdiluição em 

caldo e na microdiluição checkerboard. Assim, ambos os OEs foram aplicados em 

concentrações de CMM, 2 X CMM e 4 X CMM para determinar seu efeito isolado e 

nas concentrações em que demonstraram efeitos sinérgicos e aditivos para 

determinar o seu efeito combinado sobre os biofilmes. Para a formação dos biofilmes 

foram adicionados em microplacas de 96 poços (Kasvi, China), 100 μL/poço de caldo 
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BHI (Brain Heart Infusion) e 100 μL/poço de suspensões microbianas padronizadas 

em espectrofotômetro (107 células/mL). Para isso, colônias das respectivas cepas 

foram diluídas em solução salina. Após, a placa foi incubada em estufa bacteriológica 

(37ºC) por 48 h, com a substituição do meio de cultura em 24h, em seguida as placas 

foram encaminhadas para aplicação dos tratamentos. 

 

 

4.4.1 Tratamento 

 

 

Passado o período de formação de cada biofilme (5 cepas), estes foram 

colocados em contato com os OEs separadamente, em 3 concentrações microbicidas 

pré-determinadas, CMM e 2x e 4x superiores, pelo período de 5 min e 24h, totalizando 

30 grupos. Como controle de esterilidade e controle negativo foram utilizados o próprio 

meio de cultura BHI e como controle positivo foi utilizado Gluconato de clorexidina 

0,12% (Periotrat, Kley Hertz), para S. mutans e S. aureus e nistatina 100.000 UI/mL 

(Teuto) para C. albicans, C. krusei e C. dubliniensis. Posteriormente à aplicação dos 

tratamentos os biofilmes foram lavados com solução salina estéril 0,9% e em seguida 

foram encaminhados para o teste de mensuração. A mensuração dos biofilmes foi 

realizada por meio do teste de MTT, evidenciando a atividade metabólica dos 

microrganismos. 

 

 

4.4.2 Atividade metabólica dos microrganismos pelo teste de MTT 

 

 

Após submetido aos respectivos tratamentos o biofilme foi preparado para o 

teste de MTT, para tanto, foram adicionados 100 μL/poço da solução de MTT (3- (4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide), composta por 0,5 miligramas 

diluído em 1 mL de caldo BHI, em seguida a placa foi incubada ao abrigo da luz por 1 

hora em estufa a 37ºC. Após o período de incubação a solução foi retirada e 

acrescentou-se 100 μL de Dimetilsulfóxido (DMSO). A placa foi novamente incubada 

em estufa a 37ºC por 10 minutos e logo após, colocada em agitação constante por 10 
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minutos. A placa foi lida em leitora de microplaca em 570 nm, e as densidades ópticas 

foram convertidas, por meio da fórmula abaixo, em percentual de atividade metabólica 

das células do microrganismo: 

 

% Atividade metabólica = 100 - (DO Grupo Tratado x 100) / (Média DO Grupo 

Controle) 

 

 

4.5 Análise estatística 

 

 

Os dados obtidos nos testes in vitro obtiveram distribuição normal e foram 

analisados estatisticamente pelo método ANOVA complementado pelo Teste de 

Tukey com nível de significância de 5% (p≤0.05).
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Atividade antimicrobiana pelo teste de microdiluição em caldo 

 

 

Ambos os óleos essenciais (gerânio e lemongrass) demonstraram ação 

antimicrobiana sobre todas as cepas testadas. Os valores de CMM estão dispostos 

na Tabela 1. 

 

 

Tabela 1 – Valores de Concentração Microbicida Mínima (%) do óleo essencial de 

Pelargonium graveolens (gerânio) e Cymbopogon schoenanthus (lemongrass) sobre 

S. mutans, S. aureus, C. albicans, C. krusei e C. dubliniensis 

 

 OE Lemongrass OE Gerânio 

Microrganismos CMM CMM 

S. mutans 16% 16% 

S. aureus 4% 4% 

C. albicans 0,06% 0,06% 

C. krusei 0,06% 0,03% 

C. dubliniensis 0,03% 0,06% 

Legenda: CMM: Concentração mínima microbicida. OE: óleo essencial. 
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2 Atividade antimicrobiana do efeito combinado dos OEs 

 

 

Os óleos essenciais apresentaram uma combinação sinérgica e três 

combinações aditivas para S. aureus (Tabela 2). Por outro lado, os OEs não 

apresentaram nenhum efeito sinérgico ou aditivo para S. mutans, C. albicans, C. 

krusei e C. dubliniensis. 

 

 

Tabela 2 – Valores de Concentração Microbicida Mínima dos óleos essenciais 

isolados e combinações sinérgicas e aditivas dos óleos essenciais de gerânio e 

lemongrass sobre Staphylococcus aureus 

 

Combinação 

CMM 

isolado 
Combinação Valores 

ICIF 

Redução da 

CMM Interação 

LE GE LE GE LE GE 

LE + GE 4% 4% 2% 0,5% 0,62 2 x 8 x A 

LE + GE 4% 4% 2% 0,25% 0,56 2 x 16 x A 

LE + GE 4% 4% 2% 0,12% 0,53 2 x 33 x A 

LE + GE 4% 4% 1% 0,06% 0,26 4 x 66 x S 

Legenda: LE: lemongrass; GE: gerânio; CMM: Concentração Microbicida Mínima; ICIF: índice de 
concentração inibitória fracionária; A: aditiva; S: sinérgica. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

5.3 Atividade antibiofilme dos óleos essenciais 

 

 

Para o tratamento do biofilme de S. mutans, S. aureus e Candida spp., foram 

usadas as concentrações 1x CMM, 2x CMM e 4x CMM dos óleos essenciais de 

gerânio e lemongrass de forma isoladas. 

O tratamento do biofilme de S. mutans com o OE de lemongrass pelo tempo de 5 

min. promoveu ação antimicrobiana nas concentrações de 16, 32 e 64%, com 59,6%, 

63,3% e 74,3% de redução de biofilme, respectivamente. Já a aplicação do OE de 
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gerânio por 5 min. nas concentrações de 16, 32 e 64% promoveram redução do 

biofilme em 55,9%, 68,5% e 70,4%, respectivamente. Todas as concentrações de 

ambos os OEs apresentaram diferenças estatisticamente significantes em relação ao 

grupo controle e ainda, as concentrações de 64% de gerânio e de 32 e 64% de 

lemongrass foram estatisticamente semelhantes à clorexidina. A clorexidina utilizada 

como controle reduziu 84,2% quando comparado com o controle negativo (figura 2). 

 

 

Figura 2 - Atividade antibiofilme dos óleos essenciais de gerânio e lemongrass sobre 

Streptococcus mutans por 5 minutos 

 

 
Legenda: A: lemongrass; B: gerânio; DO: densidade óptica; LE: óleo essencial de lemongrass; GE: óleo 
essencial de gerânio; P<0.0001.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 O OE de lemongrass aplicado por 5 min. sobre o biofilme de S. aureus reduziu 

o biofilme em 44,4%, 53 e 53,9% nas concentrações de 4, 8 e 16%, respectivamente. 
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O OE de gerânio aplicado pelo tempo de 5 min. nas concentrações de 4, 8 e 16% 

promoveu a redução de 55,6%, 68,4% e 66,1%, respectivamente. Todas as 

concentrações de ambos os OEs apresentaram diferenças estatisticamente 

significantes em relação ao grupo controle. A clorexidina reduziu 81,6% do biofilme, 

sendo que as concentrações de 8 e 16% de OE de gerânio foram estatisticamente 

semelhantes à clorexidina (figura 3).  

 

 

Figura 3 - Atividade antibiofilme dos óleos essenciais de gerânio e lemongrass sobre 

Staphylococcus aureus por 5 minutos 

 

 
Legenda: A: lemongrass; B: gerânio; DO: densidade óptica; LE: óleo essencial de lemongrass; GE: óleo 
essencial de gerânio; P<0.0001.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 Em relação às espécies de Candida os resultados da atividade antibiofilme de 

5 min de contato seguem demonstrados nas figuras 4, 5 e 6. 
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Figura 4 - Atividade antibiofilme dos óleos essenciais de gerânio e lemongrass sobre 

Candida albicans por 5 minutos 

 

 
Legenda: A: lemongrass; B: gerânio; DO: densidade óptica; LE: óleo essencial de lemongrass; GE: óleo 
essencial de gerânio; P<0.0001.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

O tratamento do biofilme de C. albicans com o OE de lemongrass pelo tempo 

de 5 min. promoveu ação antifúngica em todas as concentrações testadas, 

apresentando 36,5%, 27,9% e 47,7% de redução de biofilme, nas concentrações de 

0,06%, 0,12 e 0,25% respectivamente. Já a aplicação do OE de gerânio por 5 min. 

nas mesmas concentrações promoveram redução do biofilme em 18,7%, 23,7% e 

48,7%, respectivamente. As concentrações de 0,06 e 0,25% de lemongrass e de 

0,25% de gerânio foram estatisticamente diferentes do grupo controle e semelhantes 
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à nistatina. A nistatina utilizada como comparação reduziu 34,7% do biofilme. 

 O OE de lemongrass aplicado por 5 min. sobre o biofilme de C. krusei reduziu 

o biofilme em 5,8%, 34,7% e 30,2% nas concentrações de 0,03%, 0,06% e 0,12%, 

respectivamente. O OE de gerânio aplicado pelo tempo de 5 min. nas concentrações 

de 0,06%, 0,12% e 0,25% promoveu a redução de 25,6%, 18,6% e 28,1%, 

respectivamente. As concentrações mais altas (0,06 e 0,12% de lemongrass e 0,25% 

de gerânio) de ambos os OEs foram estatisticamente diferentes do grupo controle. A 

nistatina não apresentou redução de biofilme para C. krusei.  

 

 

Figura 5 - Atividade antibiofilme dos óleos essenciais de gerânio e lemongrass sobre 

Candida krusei por 5 minutos 

 

 
Legenda: A: lemongrass; B: gerânio; DO: densidade óptica; LE: óleo essencial de lemongrass; GE: óleo 
essencial de gerânio; P<0.0001.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 



42  

Figura 6 - Atividade antibiofilme dos óleos essenciais de gerânio e lemongrass sobre 

Candida dubliniensis por 5 minutos 

 

 
Legenda: A: lemongrass; B: gerânio; DO: densidade óptica; LE: óleo essencial de lemongrass; GE: óleo 
essencial de gerânio; P<0.0001.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
 

Por fim, o biofilme de C. dubliniensis foi reduzido em 35,6% com 0,06% de óleo 

essencial de lemongrass, 14,7% com 0,12% de OE de lemongrass e reduziu 32% do 

biofilme com 0,25% de OE de lemongrass. O OE de gerânio na concentração de 

0,03% foi o único que não apresentou nenhuma atividade antifúngica. Enquanto as 

concentrações de 0,06% e 0,12% reduziram 13,1% e 31,6% (respectivamente) do 

biofilme de C. dubliniensis. A nistatina reduziu 41,1% do biofilme. As reduções nas 

concentrações de 0,06 e 0,25% de lemongrass e de 0,12% de gerânio foram 

estatisticamente diferentes do grupo controle e semelhantes à nistatina. 

 Em relação ao tratamento dos biofilmes pelo tempo de 24 horas, para o biofilme 

de S. mutans com o OE de lemongrass, as concentrações de 16, 32 e 64% promoveu 
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ação antimicrobiana com 81,6%, 82,7% e 71,1% de redução de biofilme, 

respectivamente. Já a aplicação do OE de gerânio nas mesmas concentrações 

promoveram redução do biofilme em 93%, 92,4% e 90,6%, respectivamente, sendo 

que todas as concentrações foram estatisticamente semelhante à clorexidina, que por 

sua vez, reduziu o biofilme em 95,5% (figura 7). 

 

 

Figura 7 - Atividade antibiofilme dos óleos essenciais de gerânio e lemongrass sobre 

Streptococcus mutans por 24 horas 

 

 
Legenda: A: lemongrass; B: gerânio; DO: densidade óptica; LE: óleo essencial de lemongrass; GE: óleo 
essencial de gerânio; P<0.0001.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

O OE de lemongrass aplicado por 24 h sobre o biofilme de S. aureus reduziu 

o biofilme em 79,1%, 79,9% e 77,6% nas concentrações de 4, 8 e 16%, 

respectivamente. Já o OE de gerânio aplicado pelo mesmo tempo, nas concentrações 
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de 4, 8 e 16% promoveu a redução de 81,7%, 85,3% e 83,7%, respectivamente. Todas 

as concentrações de ambos os OEs apresentaram diferenças estatisticamente 

significante em relação ao grupo controle e estatisticamente semelhante à clorexidina 

que reduziu 87% (figura 8).  

 

 

Figura 8 - Atividade antibiofilme dos óleos essenciais de gerânio e lemongrass sobre 

Staphylococcus aureus por 24 horas 

 

  
Legenda: A: lemongrass; B: gerânio; DO: densidade óptica; LE: óleo essencial de lemongrass; GE: óleo 
essencial de gerânio; P<0.0001.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

O tratamento do biofilme de C. albicans com o OE de lemongrass pelo tempo 

de 24 h promoveu ação antifúngica em todas as concentrações testadas, 

apresentando 53%, 86,6% e 92% de redução de biofilme, nas concentrações de 

0,06%, 0,12 e 0,25% respectivamente. Já o tratamento com o OE de gerânio por 24 
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horas nas mesmas concentrações promoveram redução do biofilme em 62,3%, 72,5% 

e 86,3%, respectivamente. Todas as concentrações de ambos os OEs apresentaram 

diferenças estatisticamente significantes em relação ao grupo controle. A nistatina 

utilizada como comparação reduziu 55,1% do biofilme quando comparado com o 

grupo controle (figura 9). 

 

 

Figura 9 - Atividade antibiofilme dos óleos essenciais de gerânio e lemongrass sobre 

Candida albicans por 24 horas 

 

 
Legenda: A: lemongrass; B: gerânio; DO: densidade óptica; LE: óleo essencial de lemongrass; GE: óleo 
essencial de gerânio; P<0.0001.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

O OE de lemongrass aplicado por 24 h sobre o biofilme de C. krusei não 

apresentou atividade antifúngica nas concentrações de 0,03%, 0,06 e 0,12%, sendo 

todos estatisticamente semelhantes ao grupo controle. O OE de gerânio aplicado pelo 
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mesmo tempo, nas concentrações de 0,06 e 0,12% também não apresentaram 

atividade antifúngica. Por outro lado, a concentração de 0,25% promoveu redução de 

38,8%, sendo estatisticamente diferente do grupo controle e semelhante à nistatina, 

que reduziu 21,4% (figura 10).  

 

 

Figura 10 - Atividade antibiofilme dos óleos essenciais de gerânio e lemongrass sobre 

Candida krusei por 24 horas 

 

 
Legenda: A: lemongrass; B: gerânio; DO: densidade óptica; LE: óleo essencial de lemongrass; GE: óleo 
essencial de gerânio; P<0.0001.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
. 

 

Finalmente, o biofilme de C. dubliniensis tratado com OE de lemongrass foi 

reduzido 18,6% na concentração de 0,06%, 37,2% com 0,12% e reduziu 86,1% do 

biofilme com 0,25% de OE sendo que este último foi estatisticamente semelhante à 

nistatina e diferente do grupo controle. O OE de gerânio não apresentou atividade 
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antifúngica em nenhuma das concentrações testadas. O tratamento com a nistatina 

reduziu 77% do biofilme (figura 11). 

 

 

Figura 11 - Atividade antibiofilme dos óleos essenciais de gerânio e lemongrass sobre 

Candida dubliniensis por 24 horas 

 

 
Legenda: A: lemongrass; B: gerânio; DO: densidade óptica; LE: óleo essencial de lemongrass; GE: óleo 
essencial de gerânio; P<0.0001.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

As combinações dos OEs também foram avaliadas sobre o biofilme de S. 

aureus, visto que foram alcançados efeitos sinérgico e aditivos quando colocados em 

contato com a espécie na sua forma planctônica. Desta forma, as concentrações 

(sinérgicas e aditivas) obtidas foram utilizados para avaliar sua ação sobre o biofilme 

(figura 12 ).  
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Figura 12 - Atividade antibiofilme dos óleos essenciais de gerânio e lemongrass de 

forma combinada sobre Staphylococcus aureus  por 5 minutos e 24 horas 

 

 
Legenda: A:5 min de tratamento; B: 24 h de tratamento; DO: densidade óptica; LE: óleo essencial de 
lemongrass; GE: óleo essencial de gerânio; P<0.0001.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

O tratamento realizados com as concentrações aditivas pelo tempo de 5 min  

com 0,5% de OE de gerânio + 2% de OE de lemongrass, 0,25% de gerânio + 2% de 

lemongrass e 0,12% de gerânio + 2% de lemongrass reduziram 17,6%, 16,8% e 

27,3%, respectivamente. Já a combinação sinérgica de 0,06% de OE de gerânio + 1% 

de lemongrass reduziu 22,5% do biofilme de S. aureus. Não houve diferença 

estatisticamente significante entre as concentrações aditivas e sinérgicas e todas as 

combinações apresentaram diferenças estatisticamente significante em relação ao 

grupo controle. A clorexidina reduziu 91,8% do biofilme. 

O tratamento realizados com as concentrações aditivas de 0,5% de OE de 

gerânio e 2% de OE de lemongrass, 0,25% de gerânio e 2% de lemongrass e 0,12% 
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de gerânio e 2% de lemongrass reduziram 92,9%, 92,8% e 93,3%, respectivamente, 

no tratamento de 24h. Por fim, a combinação sinérgica de 0,06% de OE de gerânio e 

1% de lemongrass quando comparado com o controle, reduziu 91,3%. Não houve 

diferença estatisticamente significante entre as concentrações aditivas e sinérgicas e 

todas as combinações apresentaram diferenças estatisticamente significante em 

relação ao grupo controle e estatisticamente semelhante à clorexidina que reduziu 

91,8% do biofilme. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Estima-se que até 2050 a taxa de mortalidade alcançará cerca de 10 milhões 

de mortes por ano devido aos impactos causados pela resistência antimicrobiana 

(Garau, Bassetti, 2018). Com esta crescente resistência antimicrobiana, estudos com 

plantas e seus derivados para tratamentos de infecções têm ganhado espaço. É 

possível encontrar na literatura estudos que comprovaram, assim como o presente 

estudo, a eficácia dos produtos fitoterápicos contra patógenos bacterianos e fúngicos 

(Antonioli et al., 2020; Kozics et al., 2019; Meccatti et al., 2021; de Oliveira et al., 2017). 

 No presente estudo foi possível verificar que os óleos essenciais de gerânio 

(Pelargonium graveolens) e lemongrass (Cymbopogon schoenanthus) possuem 

atividades antifúngicas e antimicrobianas contra as espécies estudadas. Entretanto, a 

sensibilidade aos OEs foi diferente entre as cepas fúngicas e bacterianas, nas quais 

as cepas de Candida se mostraram mais sensíveis na cultura planctônica, com valores 

de CMM variando entre 0,03% e 0,06% para ambos os óleos. Os OEs de gerânio e 

lemongrass também se mostraram eficazes contra as cepas de S. mutans e S. aureus, 

porém, em concentrações maiores, pois os valores de CMM variaram entre 4% e 16%. 

Quando os OEs foram combinados entre si, resultou em 1 concentração sinérgica e 2 

aditivas contra S. aureus. Os resultados obtidos sugerem que os OEs de gerânio da 

espécie de P. graveolens e de lemongrass da espécie de C. schoenanthus podem se 

tornar uma alternativa viável para tratamento de doenças infecciosas. Contudo, ainda 

se faz necessário novos estudos avaliando as características farmacológicas e 

toxicológicas para o seu uso seguro.  

 De acordo com as informações disponibilizadas pelo fabricante os 

principais componentes do OE de gerânio são: geraniol (30,5%), citronelol (14,21%) 

e lianol (10,09%). Já o OE de lemongrass apresentou como principais constituintes o 

nerol (56,20%), acetato de nerol (13,36%) e geranial (10,42%). O geraniol é um 

monoterpeno encontrado em diversos OEs que possui uma variedade de atividades 

biológicas, como a atividade anti-inflamatória, anti-câncer e antimicrobiana (Maczka 

et al., 2020). O nerol também é um monoterpeno, com atividades antioxidantes 

(Galappathie et al., 2017), hepatoprotetor (Islam et al., 2021) e sua atividade 

antifúngica foi comprovada sobre cepas de C. albicans. Citral é uma molécula 
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isométrica que consiste na mistura de geranial e neral e sua atividade antimicrobiana 

já foi comprovada contra uma variedade de patógenos (Qian et al., 2020). Diante 

destes achados pressupõe-se que as atividades antimicrobianas demonstradas no 

presente estudo podem ter sido em razão da presença desses constituintes químicos 

nos OEs de gerânio e lemongrass. 

 Um estudo realizado por Gucwa et al. (2018) verificou a atividade antifúngica 

de diferentes OEs, incluindo o de P. graveolens que ficou entre um dos mais efetivos 

(dentre os 37 OEs testados) contra cepas clínicas de C. albicans. O óleo de gerânio 

apresentou valores de CMM entre 0,048 à 23,92 mg/mL. Neste caso, os autores 

optaram por utilizar, para diluição do óleo essencial, 2,5% de DMSO (Dimetilsulfóxido) 

enquanto no nosso estudo foi utilizado o Tween 20 (0,5%). Existem diferentes tipos 

de soluções que podem ser utilizadas para facilitar a diluição dos OEs, como o Tween 

20 e 80, que são um tipo de detergente e os solventes, como o DMSO e o etanol 

(Castro et al., 1995). Mesmo com esta diferença na escolha do diluente, os resultados 

do presente estudo concordam com os resultados de Gucwa et al. (2018). 

Szweda et al. (2015) avaliaram a ação antifúngica de alguns óleos essenciais 

(entre eles o OE de gerânio), própolis, nanopartículas de prata e extratos etanólicos 

sobre cepas clínicas de C. albicans, C. glabrata e C. krusei resistentes aos azóis. Entre 

as diferentes formulações dos possíveis agentes antifúngicos estudados, os óleos 

essenciais se destacaram pela sua notável efetividade contra os fungos, 

principalmente os OEs de Cinnamomum cassia (canela), Citrus limonum (limão), 

Ocimum basilicum (manjericão), Thymus vulgaris (tomilho), P. graveolens (gerânio) e 

Eugenia caryophyllus (cravo). Neste caso os valores de CMM do OE de gerânio foram 

de 0,07 e 0,62% para C. albicans, 0,15 à 1,25% para C. glabrata e C. krusei, 

permitindo concluir que o OE de gerânio possui uma boa atividade antimicrobiana em 

baixas concentrações. 

Na literatura consultada não foi possível encontrar estudos avaliando a 

atividade antifúngica do OE de gerânio sobre a espécie de C. dubliniensis, entretanto 

Santomauro et al. (2016) por exemplo, conseguiram comprovar a sensibilidade desta 

espécie ao OE de artemísia. Os autores avaliaram a eficácia do OE de Artemisia 

annua (artemísia) sobre cepas clínicas e de referência de Candida spp. e obtiveram o 

valor de CMM de 25 µL/mL para C. dubliniensis (cepa clínica), C. albicans (ATCC 

90028) e C. krusei (cepa clínica) enquanto o valor de CMM contra a cepa de referência 
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ATCC 6258 de C. krusei foi de 12,5 µL/mL.  

A avaliação do potencial antibacteriano do OE de gerânio sobre cepas de S. 

mutans também é restrita na literatura. Coronado-López et al. (2018) determinaram a 

atividade antimicrobiana de três extratos metanólicos de gerânio, porém de outra 

espécie, o Pelargonium peltatum, extraídos das folhas, caule e raíz, sobre S. mutans 

e Streptococcus sanguinis. Os autores determinaram a concentração inibitória mínima 

(CIM) dos extratos por meio do método de microdiluição em caldo e chegaram aos 

seguintes valores: os valores de CIM dos extratos extraídos das folhas e raízes foram 

250 mg/mL para S. mutans e 125 mg/mL para S. sanguinis e a CIM do extrato extraído 

do caule foi de 125 mg/mL para S. mutans e 31 mg/mL para S. sanguinis. A zona de 

inibição também foi determinada e o maior diâmetro foi o de extrato coletado da raiz 

da planta, que inibiu 28,8 mm de crescimento de S. mutans e 32,1 mm de crescimento 

de S. sanguinis. Já Lapinska et al. (2020) exploraram a atividade antifúngica e a 

atividade antibacteriana do OE de gerânio (P. graveolens) e de outros 9 OEs contra 

microrganismos orais como S. mutans e C. albicans. Para determinar a atividade 

antimicrobiana, os autores optaram pelo método de ágar difusão. O OE de gerânio 

apresentou zonas de inibição para S. mutans e C. albicans, confirmando a sua 

atividade contra essas cepas. Além disso o OE apresentou citronelol (26,7%) e 

geraniol (13,4%) em maiores concentrações o que concorda com o OE utilizado no 

presente estudo. 

Um estudo verificou a atividade antimicrobiana do OE de gerânio (P. 

graveolens) contra cepas clínicas e cepa padrão ATCC de S. aureus. Apesar dos 

valores de CMM não terem sido disponibilizados, podemos considerar os valores de 

CIM para esta discussão. O OE de gerânio se apresentou bastante efetivo contra as 

cepas de S. aureus, bem como no presente estudo. O valor de CIM do óleo sobre a 

cepa padrão foi de 0,25 µL/mL, enquanto para as cepas clínicas, o valor de CIM para 

a maioria foi de 1 µL/mL. Vale ressaltar que dentre as 70 cepas clínicas coletadas, 47 

foram sensíveis ao OE (Bigos et al., 2012). Algumas diferenças devem ser 

consideradas: o etanol foi escolhido como o solvente para diluição do OE e a 

metodologia utilizada para a realização do experimento foi a de ágar diluição. Ainda 

assim, mais uma vez é constatada a atividade antimicrobiana do OE de gerânio. 

Seguindo a mesma metodologia que o estudo anterior, Rosato et al. (2007) verificaram 

a atividade antimicrobiana de OEs e seu sinergismo com o norfloxacino. Para a 
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diluição dos OEs, foram utilizados 0,5% de Tween 20, assim como empregado no 

nosso estudo. A aplicação do OE de P. graveolens sozinho teve atividade 

antimicrobiana sobre as cepas ATCC de S. aureus (CIM de 0,72 mg/mL) e quando 

combinado com o norfloxacino resultou em efeito sinérgico para três cepas: S. aureus 

ATCC 6538, S. aureus ATCC 29213 e Bacillus cereus ATCC 11778. Tal como o OE 

de gerânio resultou em 3 interações aditivas e 1 sinérgicas quando foi combinado com 

o OE de lemongrass contra S. aureus em nosso estudo. Não obstante, mais uma vez 

é fundamentado o potencial antimicrobiano do OE de P. graveolens. 

O OE de lemongrass pode ser obtido de diferentes espécies de Cymbopogon. 

Não foi possível encontrar na literatura pesquisada, estudos que direcionassem o OE 

de C. schoenanthus sobre os microrganismos explorados em nosso estudo (Candida 

albicans, C. krusei, C. dubliniensis e Streptococcus mutans) com exceção de 

Staphylococcus aureus que ainda será discutido nesta seção.  

Devido a diversidade de OEs de Cymbopogon disponíveis no mercado, foram 

encontrados estudos com OEs deste gênero sobre Candida albicans, C. krusei, C. 

dubliniensis, S. mutans e S. aureus. Piasecki et al. (2021) compararam a composição 

química dos OEs de Cymbopogon nardus, Cymbopogon citratus, Cymbopogon 

winterianus, Cymbopogon flexuosus, C. schoenanthus, Cymbopogon martinii e 

Cymbopogon giganteus. Mediante à análise de cromatografia em camada fina (TLC) 

e à espectrometria de massa (MS), os OEs podem ser classificados em 5 tipos de 

quimiotipos. O OE de C. schoenanthus (da mesma espécie utilizada em nosso estudo) 

bem como C. citratus e C. flexuosus utilizados no estudo foram classificados como 

quimiotipo II (ChT II). Neste quimiotipo, os aldeídos monoterpênicos neral e geranial 

são os compostos mais presentes, assim como o OE utilizado no presente estudo. 

Com o quimiotipo dos OEs estabelecidos, os autores selecionaram 1 OE de cada 

quimiotipo para comparar sua atividade antimicrobiana contra S. aureus resistentes à 

meticilina. Interessantemente de todos os quimiotipos, o tipo mais eficaz contra S. 

aureus foi o ChT II (C. schoenanthus, C. citratus e C. flexuosus). Embora o OE 

selecionado para representar este quimiotipo tenha sido o de C. flexuosus, a 

semelhança na composição química entre os OEs utilizados devem ser consideradas. 

Gao et al. (2020) estudaram a eficácia do OE de lemongrass (C. flexuosus) 

sobre cultura planctônica de S. aureus e C. albicans. Mais uma vez os componentes 

principais são: neral (30,3%) e geranial (29,3%). O OE foi submetido ao teste de 
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suscetibilidade em cultura planctônica por meio do método de microdiluição seriada. 

Neste, a suspensão bacteriana foi padronizada em 1 x 105 e como meio de cultura 

foram utilizados YPD (Yeast extract – Peptone - Dextrose) para C. albicans e Caldo 

BHI para S. aureus. Já no presente estudo os microrganismos foram padronizados 

em 106 células/mL e como meio de cultura foram utilizados RPMI 1640 e caldo MH 

para C. albicans e S. aureus, respectivamente, de acordo com CLSI norma M27-A2 e 

M7-A6. Os autores não determinaram a CMM e por tanto os valores de CIM, que foi 

de 0,07% para ambas as cepas serão consideradas. O valor de CIM para C. albicans 

corroboram com os nossos resultados, enquanto para S. aureus os valores obtidos no 

presente estudo foram mais altos. Esta diferença pode ser explicada pelas 

desigualdades destacadas acima na metodologia e também pela própria diversidade 

na espécie da planta utilizada (apesar da semelhança de seus principais 

constituintes).  

C. schoenanthus foi avaliado sobre cultura planctônica de S. aureus pelo 

método de microdiluição em caldo para determinação da CIM. Para tanto, o OE foi 

diluído em 5% de DMSO e também apresentou atividade antimicrobiana contra o 

microrganismo. Segundo os autores, a planta utilizada para extração do óleo foi 

coletada em Cordofão (Sudão) e os principais constituintes do OE utilizado são 

18,48% de piperitona e 18,33% de elemol (Yagi et al., 2016). Malti et al. (2020) 

também verificaram a atividade antimicrobiana do OE de C. schoenanthus sobre S. 

aureus e C. albicans. Para isto, os autores separaram o OE em dois grupos de acordo 

com seus constituintes principais. Assim, o grupo I trata-se do OE composto 

predominantemente por 20,2% de cis-p-menth-2-en-1-ol e 14% de trans-p-Menth-2-

en-1-ol enquanto no OE do grupo II há 25% cis-p-menth-2-en-1-ol e 15,4% trans-p-

Menth-2-en-1-ol. Os valores de CIM foram de 0,5 μL/mL do grupo I e II para S. aureus 

e de 4 μL/mL do grupo I e 3 μL/mL do grupo II para C. albicans. Isto mostra que até 

mesmo uma pequena variação na composição química do OE pode ser o suficiente 

para impactar na sua atividade biológica. A eficácia do OE de C. schoenanthus foi 

evidenciada também por Hashim et al. (2017) que avaliaram a efetividade do OE de 

C. schoenanthus sobre cepas de S. aureus sensíveis à meticilina e S. aureus 

resistentes à meticilina. O OE apresentou valor de CIM para ambas as cepas (2,34 

μg/mL), mostrando que possui atividade até mesmo sobre cepas com perfil de 

resistência. 
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Em relação a C. krusei foi possível encontrar na literatura consultada, apenas 

2 estudos que avaliaram a efetividade da planta do gênero Cymbopogon. Neste 

estudo, os autores avaliaram o extrato e o OE de Cymbopogon citratus, Aeollanthus 

suaveolens, Caryophyllus aromaticus, Matricaria camomila, Pithecellobium 

avaremotemo, Plectranthus amboinicus e Ruta graveolens sobre S. aureus, C. 

albicans e C. krusei. Os extratos foram avaliados nas concentrações de 5000, 2500, 

1250, 625, 313, 156 e 78 μg/mL e os OE nas concentrações de 8, 4, 2, 1, 0,5 e 0,25%. 

Como solvente foi utilizado o DMSO na concentração máxima de 10%. Cymbopogon 

citratus não apresentou nenhuma atividade antimicrobiana nas concentrações 

testadas contra as cepas deste estudo, em contrapartida os OEs de C. aromaticus e 

M. camomila demonstraram valor de CIM de 8% para a maioria das cepas de S. 

aureus, C. albicans e C. krusei (Nogueira et al., 2008). É importante ressaltar que esse 

valor é cerca de 2 vezes (ou mais) maior que o valor de CMM dos OEs utilizados em 

nosso estudo, o que sugere uma maior sensibilidade dos microrganismos S. aureus, 

C. albicans e C. krusei aos OEs de C. schoenanthus e P. graveolens. 

 Szweda et al. (2015) avaliaram 37 OEs foram avaliados sobre cepas clínica de 

Candida (C. albicans, C. glabrata e C. krusei), dentre eles, os óleos de Cymbopogon 

nardus (citronela) e P. graveolens (gerânio) foram testados. Do total, apenas oito 

agentes resultaram em atividade antifúngica e o OE de gerânio foi um deles, que 

apresentou atividade contra as três espécies de Candida. Este resultado reforça mais 

uma vez os resultados obtidos nesta pesquisa. Já o OE de C. nardus não apresentou 

eficácia contra as cepas fúngicas, enquanto C. schoenanthus, apesar de pertencer ao 

mesmo gênero, se destacou por sua aplicabilidade contra os fungos. 

O OE de C. citratus foi avaliado sobre S. mutans por de Oliveira et al. (2017). 

Tendo como componente principal o geranial (46,6%) e o neral (34,1%) o OE de C. 

citratus expressou atividade antimicrobiana contra S. mutans (CMM de 10,54 mg/mL). 

Os autores ainda verificaram a ação antimicrobiana dos componentes principais de 

forma isolada e sugerem que o potencial antimicrobiano do OE de C. citratus se deve, 

sobretudo, pela presença do citral (geranial e neral). Com isto podemos sugerir 

também, dado que o geranial e neral são um dos componentes mais abundantes do 

OE de lemongrass utilizados no presente estudo, que a atividade antimicrobiana 

demonstrada em nossos resultados provavelmente se dá pela alta concentração 

destes constituintes. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ruta-graveolens
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Em relação a C. dubliniensis não foram encontrados nenhum estudo com o 

OE do gênero Cymbopogon sobre essa cepa. Contudo é possível encontrar na 

literatura estudo com outro OE e C. dubliniensis: A atividade antifúngica do OE de 

Cinnamomum verum foi testado sobre C. albicans, C. tropicalis e C. dubliniensis. Para 

a realização das análises o OE foi diluído em Tween 80 (0,05%). Os valores de CIM 

foram iguais para todas as cepas, sendo de 1 mg/mL. Ainda segundo os autores, nesta 

mesma concentração, o OE eliminou a formação de biofilme de todas as cepas, por 

completo (Wijesinghe et al., 2020). 

Boa parte dos casos de doenças infecciosas estão relacionados à formação 

de biofilmes, estrutura formada por uma comunidade de microrganismos que aumenta 

a capacidade de resistência e virulência quando comparada à cultura planctônica 

(Dudek-Wicher et al., 2021). Pensando nisso, o efeito antibiofilme dos OEs também 

foi verificado sobre o biofilme monotípico de C. albicans, C. krusei, C. dubliniensis, S. 

aureus e S. mutans. Para tanto, foram considerados os valores de CMM, 2 X CMM e 

4 X CMM e foram aplicados pelo tempo de 5 minutos e 24 h. 

O tratamento do biofilme de S. mutans por 5 min se mostrou dose dependente, 

assim, apesar de todas as concentrações terem apresentado efetividade sobre o 

biofilme, a dose mais alta (64%) do OE de lemongrass e gerânio apresentaram 

maiores reduções (74,3% e 70,4% respectivamente). No entanto, ao prolongar o 

tempo de tratamento para 24 h, a concentração mais baixa, de 16%, exibiu maior 

eficácia reduzindo 81,6% (lemongrass) e 93% (gerânio) do biofilme. A clorexidina 

reduziu 84,2% e 95% do biofilme pelo tempo de 5 min e 24h respectivamente. Deste 

modo os OE de gerânio e lemongrass demonstraram uma eficácia estatisticamente 

semelhante à clorexidina. 

Acerca do tratamento do biofilme de S. aureus por 5 minutos, o OE de 

lemongrass reduziu 44,4%, 53 e 53,9%, enquanto o OE de gerânio reduziu 

55,6%,68,4% e 66,1% nas concentrações de 4, 8 e 16%, respectivamente, não 

apresentando diferença estatisticamente significante entre si. Já a clorexidina em 

100% reduziu 81,6% do biofilme. O tratamento por 24h mostrou-se mais eficaz, 

reduzindo 79,1%, 79,9% e 77,6% com OE de lemongrass e 81,7%, 85,3% e 83,7% 

com o OE de gerânio nas mesmas concentrações utilizadas em 5 minutos. A 

clorexidina em 50% reduziu 87% e não apresentou diferença estatisticamente 

significante com os demais grupos de tratamento. Considerando que a combinação 
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dos OEs resultou em interações aditivas e sinérgicas na cultura planctônica de S. 

aureus, estes valores também foram aplicados no biofilme monotípico do 

microrganismo. Pode-se constatar que o tratamento com as combinações dos óleos 

pelo tempo de 5 min resultou em reduções que variaram entre 16,8% à 27,3%, 

enquanto a clorexidina (100%) reduziu 74,2% do biofilme. Por outro lado, todas as 

combinações dos OEs apresentaram reduções estatisticamente semelhantes à 

clorexidina no tratamento de 24 h. Neste, as combinações reduziram entre 91,3% à 

93,3%, ao passo que a clorexidina reduziu 91,8%. 

Em se tratando das espécies de Candida, aparentemente C. krusei foi o único 

a apresentar resistência à nistatina. As reduções de biofilme com o tratamento por 5 

minutos variaram entre 5,8% à 34,7% para o OE de lemongrass testadas nas 

concentrações entre 0,03 à 0,12% e de 18,6% à 28,1% para o OE de gerânio nas 

concentrações entre 0,06 à 0,25%. Já o tratamento do biofilme de C. krusei por 24h 

com o OE de lemongrass não apresentou nenhuma atividade antifúngica. Ao passo 

que o OE de gerânio foi eficaz apenas na concentração de 0,25%, no qual reduziu 

38,8% do biofilme. 

C. albicans foi reduzido entre 27,9% a 47,7% pelo OE de lemongrass e entre 

18,7% à 48,7% pelo OE de gerânio, ambos os OEs nas concentrações de 0,06 à 

0,25% no tratamento de 5 minutos. Vale ressaltar que a nistatina utilizada como 

controle positivo reduziu apenas 34,7% do biofilme de C. albicans. O tratamento do 

biofilme de C. albicans por 24h se mostrou mais eficaz: 92% do biofilme foi reduzido 

pelo OE de lemongrass (0,25%), enquanto a nistatina (50%) reduziu 55,1%. Assim 

como o OE de lemongrass, o OE de gerânio, também reduziu o biofilme de C. albicans 

com diferença estatística entre a nistatina, na concentração de 0,25%, no qual, 

diminuiu 86,3% do biofilme. 

No tratamento de 5 min, a redução do biofilme de C. dubliniensis com o OE 

de lemongrass variou de 14,7% até 35,6% com as concentrações variando entre 0,06 

e 0,25%. Já o OE de gerânio em 0,03% não apresentou nenhuma atividade 

antifúngica. As concentrações de 0,06% e de 0,12% reduziram 13,1% e 31,6% 

respectivamente, enquanto a nistatina (100%) reduziu 41,1%. O OE de lemongrass 

foi mais eficiente no tratamento de 24h do que de 5 minutos, dado que com o tempo 

de contato maior, a redução variou entre 18,6 à 86,1%. Já o OE de gerânio promoveu 

redução do biofilme entre 7,8% a 11%.  
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Segundo Gao et al. (2020), avaliando o efeito do OE de lemongrass (C. 

flexuosus) sobre o biofilme heterotípico de S. aureus e C. albicans, a concentração de 

0,31% promoveu a redução de 80% de biomassa, calculado pelo método de coloração 

com cristal violeta. Também foi verificado a atividade do OE sobre o biofilme 

monotípico, pelo método de contagem de UFC no qual se chegou nos seguintes 

valores: A concentração de 0,31% reduziu 97% do biofilme de C. albicans e 95% do 

biofilme de S. aureus. Em contrapartida, as concentrações acima de 0,31% 

apresentaram uma menor atividade antibiofilme. Assim como ocorreu com alguns 

resultados obtidos durante os ensaios antibiofilme realizados neste estudo. Este 

processo pode ocorrer quando há uma competitividade entre moléculas que resultam 

em sua inibição. Assim, quanto maior a concentração, maior a quantidade de 

moléculas e maior a possibilidade de inibição competitiva (Katano et al., 2014; Schön 

et al., 2011). O resultado da ação antibiofilme do OE de C. flexuosus se mostrou 

bastante semelhante aos nossos resultados com o OE de lemongrass sobre o biofilme 

de S. aureus por 24 h.  

Além do estudo realizado em cultura planctônica (citado anteriormente), 

Piasecki et al. (2021) verificaram também a ação do OE de C. flexuosus sobre o 

biofilme monotípico de S. aureus e constatou o valor de 1 mg/mL como Concentração 

Inibitória Mínima em Biofilme (CIMB) e >16mg/mL de Concentração Mínima para 

Erradicação de Biofilme (CMEB). Os componentes principais do OE utilizado pelos 

autores e que são também, os constituintes principais do OE de C. schoenanthus 

utilizado em nosso estudo, citral e geraniol demonstraram os mesmos valores de 

CIMB e CMEB, novamente sugerindo a atribuição desses elementos para a atividade 

antimicrobiana. 

Com uma metodologia diferente da realizada no presente estudo, a atividade 

antibiofilme do OE de C. citratus foi analisado sobre S. mutans. O biofilme foi formado 

em lâminas de vidro e após formação de biofilme o tratamento foi realizado por 1 

minuto. A formação de biofilme e seu posterior tratamento (por 1 minuto) também foi 

realizado sobre o esmalte dentário, porém, com o citral de forma isolada. Para 

determinar o efeito do OE e do citral, foi realizada a contagem de colônias e o cálculo 

de UFC/espécime. Com o tratamento de 1 min. com o OE de C. citratus sobre o 

biofilme formado na lâmina de vidro, verificou-se que apesar de todas as 

concentrações (2 X CIM, 4 X CIM e 10 X CIM) terem reduzido o biofilme, apenas a 



59  

redução obtida pela concentração de 10 X CIM foi estatisticamente significante. No 

esmalte dentário o biofilme de S. mutans sofreu uma redução estatisticamente 

significante quando tratado com o citral (Oliveira et al., 2017). Este dado mais uma 

vez confirma o poder antimicrobiano do citral, componente abundante no OE de C. 

schoenanthus utilizado nas nossas análises. 

O efeito sinérgico antibiofilme dos OEs de gerânio, R. officinalis (alecrim) e 

Mentha piperita foram testados sobre cepas de Acinetobacter baumannii resistentes 

à colistina A combinação do gerânio e alecrim resultou em uma forte interação 

sinérgica possibilitando a diminuição dos valores de CIM em até 32 x. Em relação ao 

biofilme, os OEs promoveram redução de até 90% nas concentrações sub-CIM. O 

estudo destaca o potencial dos OEs, inclusive o de gerânio, até mesmo sobre cepas 

que já apresentam resistência antimicrobiana, além de demonstrar a aplicabilidade de 

combinação de OEs potencializando o seu poder antimicrobiano (Kafa et al., 2021), 

assim como demonstrado no presente estudo sobre o S. aureus. 

 O OE de gerânio também foi avaliado sobre a formação de biofilme de C. 

albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei sobre materiais médicos hospitalares. 

Para as análises foram selecionados os métodos de coloração com cristal violeta para 

quantificação da biomassa e a técnica de ATP-bioluminescência. O OE de gerânio 

promoveu reduções em todas as espécies, mas o biofilme de C. krusei foi o único em 

que esta redução não foi estatisticamente significante (Giongo et al., 2016), assim 

como ocorreu nos resultados do presente estudo, o que sugere uma maior resistência 

desta espécie aos OEs.  

 Deste modo, o potencial antibacteriano e antifúngico dos OEs de gerânio e 

lemongrass sobre patógenos de interesse médico-odontológico ficaram evidentes, 

sendo importante ampliar os estudos avaliando a ação destes agentes sobre as 

células humanas e animais, buscando o seu uso de forma segura e eficaz. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

 Com base nos resultados obtidos é possível concluir que: 

 

a) Os óleos essenciais de P. graveolens e C. schoenanthus possuem atividade 

antibacteriana contra S. aureus e S. mutans e possui atividade antifúngica contra C. 

albicans, C. dubliniensis e C. krusei em cultura planctônica; 

 

b) Ambos os OEs promoveram redução significativa do biofilme, com valores de 

redução semelhante entre si. Em geral, o tratamento por 24 h apresentou maior 

eficácia do que o tratamento de 5 min para a maioria dos microrganismos;  

 

c) A combinação dos OEs resultou em concentrações aditivas e sinérgicas para 

cultura planctônica de S. aureus, promovendo redução significativa do biofilme; 

 

 Assim, os OEs de gerânio (P. graveolens) e lemongrass (C. schoenanthus) 

apresentaram atividade antimicrobiana e antifúngica em cultura planctônica e em 

biofilmes monotípicos de S. aureus, S. mutans, C. albicans, C. dubliniensis e C. krusei 

apresentando potencial para serem utilizados para tratamento de infecções causadas 

por esses patógenos. 
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ANEXOS  

 

 

ANEXO A – Perfil analítico do óleo essencial de Cymbopogon schoenanthus 
 

 

Identificação do Produto  

Nome  Óleo essencial Lemongrass  

Inci name  Cymbopogon schoenanthus oil  

Cas  8007-02-1  

Código Interno  PW0015  

Nome Botânico  Cymbopogon schoenanthus   

Certificação botânica  Não se aplica  

Nome Popular  Capim limão, lemongrass, capim santo  

Família Botânica  Poaceae   

Origem  Monte Verde, MG, Brasil  

Órgão da planta  Partes aéreas  

Método de extração  Destilação por arraste a vapor  

Quimiotipo (QT)  Não se aplica.  

Principais  
componentes  

Nerol, acetato de nerol e geranial  

Normas reguladoras  
Não se aplica.  

  

  Análises Físico-químicas   

Lote: 101220  
   

Análises  Metodologia  Resultado  Especificação  Avaliação  

Cor  MACQ001  Amarelo palha  Amarelo palha  Aprovado  

Odor  MACQ002  Característico  Característico  Aprovado  

Aspecto  MACQ003  Líquido Límpido  Líquido Límpido  Aprovado  

Impurezas  MACQ004  Isento  Isento  Aprovado  

Densidade  MACQ005  0,888  0,850 – 0,900 g/cm3  Aprovado  

Índice de 
Refração  

MACQ010  1,475  1,465 – 1,485  Aprovado  
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 Cromatografia (CG/MS)  

Condições 
analíticas  

Temperatura do injetor 250°C, Modo e injeção Split, Fluxo 1 mL min-1, Gás de 
arraste: Hélio, Coluna capilar: DB-5MS (30mx0.25mmx0.25μm), Gradiente de 
temperatura do forno: temperatura inicial 60°C - 2min. taxa 4°C/min até 200°C e 
taxa 6°C/min até 260°C - 10min., Temperatura do detector de massas: 260°C,  
Temperatura da Fonte de ionização: 280°C e Modo de aquisição: scan  

Equipamento  Shimadzu, Modelo GCMS-QP2010 plus  

Compostos 
presentes no  

óleo essencial e  
distribuição dos  

grupos funcionais  
  

  
  

Constituintes 
Principais  

%  
 

Linalol  0,98  

citronelal  0,38  

verbenol  0,23  

4,5 epoxi-careno  0,41  

citronelol  2,60  

β-citral  6,66  

Nerol  56,20  

Geranial  10,42  

Acetato de 
citronelol  

0,60  

Acetato de nerol  13,36  

β-elemeno  0,51  

β-cariofileno  3,56  

Humuleno  0,46  

Germacreno -D  0,42  

α-amorfeno  0,28  

γ-cadineno  0,80  

Não Indent,  2,13  
  

Conclusão   

 

Cromatograma  –   OE Lemongrass    

 

Distribuição  das funções orgânicas (%)   

  

Sesquiterpenos ;  6 , 0 
Não Ident. ;  1 , 4 

Aldeído ;  
5 , 17 

Alcool ;  60 , 0 

Éter ;  , 0 4 

Éster ;  14 0 , 
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Óleo aprovado de acordo com os padrões analíticos de qualidade.  
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ANEXO B – Perfil analítico do óleo essencial de Pelargonium graveolens 
 

 

Identificação do Produto  

Nome  Óleo Essencial Gerânio Brasil  

Inci name  PELARGONIUM GRAVEOLENS OIL  

Cas  90082-51-2  

Código Interno  PW0191  

Nome Botânico  Pelargonium graveolens L´Her   

Certificação botânica  herbário da UMC voucher número: 7237  

Nome Popular  Malva, pelargônio, gerânio   

Família Botânica  Geraniaceae  

Origem  Monte Verde, MG, Brasil  

Órgão da planta  Folhas e flores  

Método de extração  Arraste a vapor  

Quimiotipo (QT)  Não se aplica   

Principais  
componentes  

Geraniol, Citronelol, Linalol   

Normas reguladoras  
• ISO 4731:2012  

  

  Análises Físico-químicas   

Lote: 101 220  
   

Análises  Metodologia  Resultado  Especificação  Avaliação  

Cor  MACQ001  Levemente amarelado  
Incolor, levemente 

amarelo/esverdeado  
Aprovado  

Odor  MACQ002  Característico  Característico  Aprovado  

Aspecto   MACQ003  Líquido límpido  Líquido límpido  Aprovado  

Impurezas  MACQ004  Isento  Isento  Aprovado  

Densidade   MACQ005  0,900  0,880 – 0,930 g/cm3  Aprovado  

Índice de 
Refração  

MACQ010  1,469  1,460 – 1,475  Aprovado  

  

Cromatografia (CG/MS)  
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Condições 
analíticas  

Temperatura do injetor 250°C, Modo e injeção Split, Fluxo 1 mL min-1, Gás de 
arraste: Hélio, Coluna capilar: DB-5MS (30mx0.25mmx0.25μm), Gradiente de 
temperatura do forno: temperatura inicial 60°C - 2min. taxa 4°C/min até 200°C 
e taxa 6°C/min até 260°C - 10min., Temperatura do detector de massas: 260°C,  
Temperatura da Fonte de ionização: 280°C e Modo de aquisição: scan  

Equipamento  Shimadzu, Modelo GCMS-QP2010 plus  

Compostos 
presentes no  

óleo essencial e  
distribuição dos  

grupos funcionais  
  

  
  

Constituintes 
Principais  

%  

 

Linalol  10,09  

Mentona  0,67  

Isomentona  8,4  

Mentol  0,39  

α-terpineol  0,58  

Citronelol  14,21  

β-citral  0,47  

Geraniol  30,5  

Geranial  1,55  

Copaeno  1,13  

α-bouboneno  5,33  

α-guaieno  0,5  

β-gurjuneno  4,96  

propionato de 
geranila  

1,58  

γ-eudesmol  4,82  
  

Conclusão   

Óleo aprovado de acordo com os padrões analíticos de qualidade.  
  

 

 

Distribuição  das  funções orgânicas (%)   

  

monoterpenos  ;  10 , 1 

cetona ;  1 , 9 

alcool ;  , 50 5 

aldeido ;  2 0 , 

sesquiterpenos ;  9 , 11 
ester ;  6 , 1 


