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Resumo: O objetivo do presente estudo foi verificar a 
eficácia de óleos essenciais e de água ozonizada no 
controle in vitro de Candida albicans. Foi utilizada a 
linhagem padrão de C. albicans ATCC25923. No 
preparo dos inóculos para os testes de susceptibilidade 
dos óleos essenciais foram realizados pelo método de 
microdiluição seguindo os protocolos do NCCLS. Neste 
sentido, foram determinadas a concentração inibitória 
mínima e a concentração fungicida mínima. Para 
determinação da atividade antifúngica da água 
ozonizada, as suspensões microbianas foram expostas 
ao ozônio de forma direta por meio do difusor, em 
temperatura controlada de 25oC, em diferentes 
intervalos de tempo. A eficácia da água ozonizada foi 
determinada pelo cultivo de amostras após o tratamento 
como ozônio em sabouraud ágar e incubados a 37oC por 
24 – 48 horas quando as colônias foram contadas. 
Verificou-se que os óleos de copaíba, eucalipto e cravo 
da Índia apresentaram atividade fungicida em 
concentrações 3.3%, 12,5% e 1,8%, respectivamente, 
enquanto que os óleos de limão e orégano foram 
eficazes quando utilizados a 50%. A água ozonizada 
(2ppm) foi eficaz na eliminação de C.albicans após 15 
minutos de exposição. 
 
Palavras-chave: Ozônio, plantas medicinais, controle, 
Candida albicans. 
 
Abstract: The aim of this study was to verify the 
effectiveness of essential oils and ozonated water in the 
in vitro control of Candida albicans. Strain of C. 
albicans ATCC25923 was used. The preparation of 
inocula for testing the susceptibility of essential oils 
were performed by the broth microdilution method 
following NCCLS protocols. We determined the 
minimum inhibitory concentration and minimum 
fungicidal concentration. To determine the antifungal 
activity of ozonated water, the bacterial suspensions 
were exposed to ozone directly through the diffuser, in 
controlled temperature of 25oC at different time 
intervals. The effectiveness of the ozonated water was 
determined by cultivation of samples after treatment as 
ozone on Sabouraud agar and incubated at 37oC for 24 

- 48 hours when the colonies were counted. It was found 
that oils of copaiba, clove and eucalyptus showed 
fungicidal activity at concentrations 3.3%, 12.5% and 
1.8%, respectively, while the lime and oregano oils were 
used as 50% effective. The ozonated water was effective 
in eliminating C. albicans within 15 minutes of exposure. 
 
Keywords: Ozone, medicinal plants, control, Candida 
albicans. 
 
Introdução 
 

Candida albicans é uma levedura diploide com 
história de dimorfismo fúngico invertido, pois enquanto 
outros fungos se encontram na natureza na fase 
miceliana e causam doenças no homem na fase 
leveduriforme, C. albicans comporta-se de modo 
contrário [1]. 

A candidíase é uma infecção fúngica oportunista, em 
que a lesão pode ser branda, aguda ou crônica, 
superficial ou profunda, e de espectro clínico bem 
variável [2]. A Candida albicans é a espécie do gênero 
Candida com maior conhecimento patogênico, devido à 
diversidade de fatores de virulência descobertos. [3]. 

C. albicans é naturalmente sensível a todas as drogas 
antifúngicas de uso sistêmico, no entanto foram 
registrados casos de resistência adquirida a fluconazol, 
cetoconazol, itraconazol e anfotericina B [4]. Em 
pacientes com infecções recorrentes, cepas 
anteriormente sensíveis passam a demonstrar perfil de 
sensibilidade alterado, principalmente após longa 
exposição do hospedeiro ao mesmo antifúngico [5]. 

Com base nestas informações, torna-se imperativo 
que terapêuticas alternativas sejam desenvolvidas com o 
intuito de controlar esta micose. Muitas espécies 
vegetais são utilizadas na produção dos óleos essências 
com potencial medicinal inibem ação de fungos 
leveduriformes e filamentosos [6]. 

O ozônio, forma triatômica do oxigênio, é uma 
molécula altamente reativa, porém instável, apresenta 
atividade microbicida sobre fungos, vírus e bactérias 
[7,8]. A água ozonizada, quando utilizada in vitro, pode 
levar a um aumento da carga microbiana inicial, seguido 
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por diminuição significativa das contagens de colônias 
de Candida albicans [9]. O objetivo do presente estudo 
foi verificar a eficácia de óleos essenciais e de água 
ozonizada no controle in vitro de Candida albicans. 
 
Materiais e métodos 
 

Cepas bacterianas e preparação do inóculo  – Foi 
utilizada a linhagem padrão de Candida albicans 
ATCC25923.  O preparo dos inóculos para os testes de 
susceptibilidade foram realizados de pelo método de 
microdiluição seguindo os protocolos do National 
Committee for Clinical Laboratory Standards [10]. 
Culturas de 24horas em meio Sabouraud ágar (Oxoid®)  
foram transferidas para meio Sabouraud Broth (Oxoid®) 
e incubadas a 37ºC por 24 horas, quando se procedeu a 
centrifugação (4000 rpm) por cinco minutos, em 
seguida o sobrenadante  foi desprezado e o material 
precipitado ressuspendido em solução  estéril de NaCl 
(0,5%) e novamente submetido a centrifugação. Este 
procedimento foi repetido cinco vezes com a finalidade 
de retirar os componentes do meio de cultura. 

O material precipitado obtido foi ressuspendido em  
10mL solução estéril de NaCl (0,5%), em seguida foram 
adicionados 90mL de solução de NaCl,  e  foram 
ajustadas ao tubo 0,5 da escala de Mc Farland. A partir 
desta solução foram realizadas diluições seriadas 
resultando uma concentração de 1,5x 106 UFC mL-1. 

Determinação da concentração inibitória mínima 
– A concentração inibitória mínima (CIM) dos óleos 
essenciais foi determinada seguindo os protocolos do 
NCCLS (2004).  A CIM foi considerada como a menor 
concentração do extrato capaz de inibir o 
desenvolvimento fúngico. 

Determinação da concentração fungicida mínima 
– A concentração fungicida mínima (CFM) será 
determinada após determinação da CIM, os tubos 
contendo crescimentos visíveis ou não, foram agitados 
vigorosamente, em seguida 100µL da solução de cada  
tubo foram transferidos para placas de Petri contendo 
meio sabouraud ágar e incubados a 37oC por 24 h . Foi 
determinado o número de colônias por placa e calculada 
a CFM. 

Determinação da atividade antifúngica da água 
ozonizada – O ozônio foi produzido por meio e um 
gerador corona. O oxigênio puro foi suprido via cilindro 
de oxigênio. O ozônio produzido de forma constante 
pelo equipamento foi conduzido por um tubo de silicone 
para o difusor, gerando assim 2ppm. As suspensões 
bacterianas (1000 mL) foram expostas ao ozônio de em 
temperatura controlada de 25oC. 

Para o tratamento com ozônio a densidade celular 
foi ajustada para a concentração de 1,0x106 UFC/mL de 
solução de NaCl (0,5%).   Das amostras tratadas e não 
tratadas com ozônio foram coletados 0,1mL, em 
diferentes intervalos de tempo (0, 3, 6, 9, 12, 15,18, 
21minutos) e foram inoculadas em sabouraud agar, 
incubados a 37oC por 24 – 48 horas e o número de  
UFCs foi determinado. 

Análise dos resultados – Os dados obtidos foram 

analisados pelos testes de qui-quadrado; de Kruskal-
Wallis com teste de comparação múltipla de Dunn post-
hoc. 
 
Resultados 
         

Os dados apresentados na tabela 1 evidenciam 
diferenças significativas para CIM e CFM dos 
diferentes óleos essenciais. Os óleos de copaíba, 
eucalipto e cravo da Índia apresentaram atividade 
fungicida em concentrações 3.3%, 12,5% e 1,8%, 
respectivamente, enquanto que os óleos de limão e 
orégano foram eficazes quando utilizados 50%. 
 
Tabela 1: Concentração inibitória mínima (CIM) e 
concentração mínima fungicida (CFM) de óleos 
essenciais  sobre  Candida albicans ATCC 25923. 

Óleos essenciais Concentração (%) 
CIM CFM 

Copaíba 3,3c1 6,25bc

Cravo da Índia 12,5b 12,5b

Eucalipto 1,8c 3,3c

Limão 50a 50a

Orégano 50a 50a

Valor p 0,011 0,011 
1Letras diferentes na mesma fileira indicam diferenças significativas a 
p<0,05. 

 
Os resultados da Tabela 2 indicam diferenças 

significativas, nos percentuais de redução da carga 
microbiana para cada um dos intervalos avaliados, 
sendo que para os primeiros 15 minutos de exposição, o 
eucalipto foi mais eficiente na redução da contagem de 
Candida albicans, enquanto que o óleo de copaíba se 
mostrou a menos eficaz nos primeiros 15 minutos. 

Para os quinze minutos subsequentes, o orégano 
apresentou-se mais eficaz, reduzindo 88,9% da 
contagem microbiana em relação ao intervalo anterior. 
Os óleos de copaíba, cravo da Índia e eucalipto 
reduziram totalmente a população de C.albicans no 
intervalo entre 75-90 minutos, já os de orégano e limão 
entre 90-105 e 105-120, respectivamente. 

 
Tabela 2 – Medianas dos percentuais de redução da 
contagem microbiana de Candida albicans ATCC 25923 
frente a diferentes óleos essenciais de plantas 
medicinais. 
 

Tempo 
(min) 

% de redução de Candida albicans  Valor 
p1 Cop Crav. Euca Limão Oréga 

0-15 43,3b2 82,2ab 89,2a 86,0ab 83,0ab 0,039 
15-30 82,5ab 80,6ab 79,8b 81,7ab 88,9a 0,011 
30-45 75,6b 85,2a 83,0ab 79,1ab 76,9ab 0,009 

45-60 79,8ab 73,1ab 82,7a 33,2b 48,9ab 0,011 
60-75 86,4a 79,8ab 65,0ab 57,6b 72,6ab 0,008 
75-90 100 100 100 92,6 96,1 - 

90-105 - - - 99,2 100 - 
105-120 - - - 100 - - 

1Valor p referente ao teste de Kruskal-Wallis. 
2Letras diferentes na mesma linha indicam diferenças significativas a 
p<0,05. 
Cop= copaíba, Crav= Cravo da Índia, Euca=eucalipto, Orega= 
orégano. 
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Os resultados apresentados na figura 1 evidenciam o 
efeito fungicida do ozônio sobre C. albicans. Nos 3 
primeiros minutos de exposição ao ozônio houve 
redução de 45% da carga microbiana inicial, nos doze 
minutos subsequentes a redução foi gradual, sendo 
necessários 15 minutos para redução de 100%. 
 
Figura 1: Efeito da ozonização sobre  Candida albicans 
ATCC25923. 
 

 
 
 
Discussão 
        

O ozônio é um oxidante e desinfetante potente, sen-
do capaz de inativar as bactérias, bolores e leveduras, 
esporos, protozoários e vírus. No presente trabalho a 
água ozonizada (2ppm) foi eficaz na eliminação de C. 
albicans em 15 minutos de tratamento (Figura 1). 

Os óleos essenciais, produtos do metabolismo se-
cundário de plantas, apresentam atividade antimicrobia-
na. A atividade antibacteriana vai depender do tipo, 
composição e concentração da espécie ou do óleo es-
sencial, a composição do substrato, o processamento e 
condições de estocagem e tipo do micro-organismo em 
questão [11]. Os óleos de copaíba, eucalipto e cravo da 
Índia apresentaram maior eficácia que os de limão e 
orégano (Tabelas 1 e 2). 
 
Conclusão 
 

A água ozonizada (2ppm) e os óleos essenciais 
foram eficazes no controle in vitro de Candida albicans 
ATCC25913.  
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