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Resumo: O objetivo do estudo foi avaliar a atividade antifúngica do extrato alcoólico de 
hortelã sobre Candida albicans e C. tropicalis. Incluíram-se no estudo C. albicans (ATCC 18804, 
ATCC 36802 e 20 isolados clínicos) e C. tropicalis (ATCC 13803 e 20 isolados clínicos) e foram 
realizados testes de screening com cepas padrão de C. dubliniensis (NCPF 3108), C. glabrata 
(ATCC 90030), C. krusei (ATCC 6258) e C. parapsilosis (ATCC 22019). O extrato de hortelã foi 
testado frente às amostras de Candida spp. pelo método de microdiluição. Inicialmente, realizou-se 
diluição seriada do extrato de hortelã em caldo RPMI, utilizando placas de microtitulação; nestas, 
inocularam-se suspensões padronizadas contendo 106 células. mL–1 de cada cepa a ser avaliada e foi 
incluído também um grupo controle do veículo (álcool). Os testes foram realizados em duplicata, 
as placas incubadas a 37 °C por 24 horas, e a leitura realizada em leitor de microplacas para 
determinação da concentração inibitória mínima (CIM). A seguir, determinou-se a concentração 
fungicida mínima (CFM) por meio da semeadura do conteúdo de cada poço da microplaca em 
ágar Sabouraud dextrose. Os resultados mostraram ação do extrato de hortelã (CIM e CFM) sobre 
C. albicans (p = 0,00001), mas não sobre C. tropicalis [p = 0,5296 (CIM) e p = 0,6504 (CFM)]. O 
extrato de hortelã apresentou ação superior sobre C. albicans quando comparada à C. tropicalis, 
p = 0,00001 (CIM e CFM). Concluiu-se que o extrato de hortelã apresentou atividade inibitória e 
fungicida sobre as amostras de C. albicans avaliadas.
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Abstract: The aim of the study was evaluate the antifungal activity of the peppermint alcoholic 
extract on Candida albicans and C. tropicalis. It was included in the study C. albicans (ATCC 
18804, ATCC 36802 and 20 clinical isolates) and C. tropicalis (ATCC 13803 and 20 clinical 
isolates), and performed screening tests with C. dubliniensis (NCPF 3108), C. glabrata (ATCC 
90030), C. krusei (ATCC 6258), C. parapsilosis (ATCC 22019). The peppermint extract was 
evaluated on Candida spp. by microdilution method. Firstly, it was performed serial dilutions of the 
extract into RPMI broth in microdilution plates where was inoculated standardized suspensions with 
106 cells/ml of each strain to be evaluated, and a control group (alcohol) was also included. The tests 
were made in duplicate, the plates were incubated at 37 °C/24 hours and the reading was performed 
in a microplates reader to determine the minimal inhibition concentration (MIC). Following, the 
minimal fungicide concentration (MFC) was determined by plating the content of each well of 
the microplate on Sabouraud dextrose agar. The results showed activity of the peppermint extract 
(MIC and MFC) on C. albicans (p = 0.00001), but not on C. tropicalis, p = 0.5296 (MIC) and 
p = 0.6504 (MFC). The peppermint extract showed higher activity on C. albicans when it was 
compared with C. tropicalis, p = 0.00001 (MIC and MFC). We concluded that the peppermint 
extract showed inhibitory and fungicide activity on the C. albicans strains tested.

Keywords: Antifungal agents; Candida; phytotherapy; Mentha piperita.



2009; 38(4) Atividade antifúngica do extrato alcoólico de Mentha piperita sobre Candida albicans e C. tropicalis 245

Rev Odontol UNESP, Araraquara, v. 38, n. 4, p. 244-48, jul./ago. 2009

Introdução

As leveduras do gênero Candida são consideradas mi-
crorganismos oportunistas que podem acometer pacientes 
imunocomprometidos e/ou sob terapia antimicrobiana por 
longo período de tempo.1-3 Candida albicans é o principal 
patógeno de origem fúngica responsável pela maioria das 
infecções nosocomiais.4

Alguns fatores locais e sistêmicos podem predispor a 
ocorrência da candidose bucal, como imunocomprometi-
mento, xerostomia, alterações hormonais, uso de aparelhos 
ortodônticos, próteses totais e pacientes sob terapia antibi-
ótica prolongada.3,5 Em pacientes imunocomprometidos, 
especialmente nos casos de AIDS, candidoses são relacio-
nadas com níveis aumentados de mortalidade e morbidade.3,6 
Desta forma, o controle dos níveis de leveduras do gênero 
Candida na cavidade bucal pode ser considerado medida 
importante na prevenção desta patologia.

Atualmente, a busca por alternativas ao uso dos tradicio-
nais antifúngicos recai sobre componentes há muito tempo 
utilizados pela medicina popular, os fitoterápicos. Segundo 
Magro et al.7, componentes naturais produzidos pelo me-
tabolismo das plantas são potencialmente uma importante 
fonte de novos tipos de antifúngicos.

Os óleos essenciais têm sido usados de forma empírica 
para uma variedade de finalidades por muitos séculos. Na 
última década, estudos in vitro avaliaram o efeito antimi-
crobiano desses óleos, sendo que muitos deles provaram 
possuir propriedades antimicóticas.8

Mentha piperita ou hortelã-pimenta, planta da família 
Lamiaceae, está entre os mais populares ingredientes de 
alimentos e chás à base de ervas. Esta planta é utilizada 
como alternativa no tratamento de desordens biliares, ente-
rites, gastrite, cólica intestinal e espasmos do ducto biliar.9 
É relatada ainda sua utilização no combate a desordens 
estomacais, problemas do sono e da circulação.10 Outros 
autores relatam a utilização medicinal de M. piperita em 
óleos essenciais como agente antiinflamatório, antiespas-
módico, antiemético e analgésico.8,11 Nota-se, entretanto, 
que M. piperita tem sua atividade antimicrobiana (antibac-
teriana, antifúngica e antiviral) pouco citada na literatura.9,10 
Também não existem relatos acerca da sua eficácia frente à 
Candida não-albicans, espécies emergentes e cada vez mais 
relacionadas às infecções fúngicas.3

O objetivo do estudo foi verificar a ação antifúngica do 
extrato de hortelã (extrato etanólico de M. piperita) sobre 
C. albicans e C. tropicalis, além de estudar o  screening de 
atividade antifúngica do referido extrato frente a amos-
tras padrão de C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei e 
C.  parapsilosis.

Material e método

Foram incluídas no estudo Candida albicans (ATCC 
18804, ATCC 36802 e 20 isolados clínicos) e Candida 
 tropicalis (ATCC 13803 e 20 isolados clínicos); para o 
 screening, Candida dubliniensis (NCPF 3108), Candida 
glabrata (ATCC 90030), Candida krusei (ATCC 6258) e 
Candida parapsilosis (ATCC 22019), sendo as amostras 
provenientes do Laboratório de Microbiologia e Imu-
nologia da Faculdade de Odontologia de São José dos 
 Campos – UNESP.

Avaliou-se a ação do extrato alcoólico de M. piperita 
10% (em álcool etílico de cereais 65%; Pharmaciantiga, São 
José dos Campos – SP), frente às leveduras pela técnica da 
microdiluição de acordo com Takarada et al.12

Inicialmente, as amostras de Candida spp. foram repi-
cadas em ágar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA) 
e incubadas em estufa bacteriológica a 37 °C por 24 horas, 
antes da realização do experimento.

Posteriormente, foram obtidas suspensões padronizadas 
em 106 células viáveis.mL–1 em solução fisiológica esteriliza-
da (NaCl 0,9%) pela técnica de exclusão com azul de tripan 
em câmara de Neubauer (Laboroptik, Alemanha), para cada 
cepa a ser avaliada.

A seguir, realizaram-se diluições seriadas (50% – 0,02%) 
do extrato de hortelã em caldo RPMI (Inlab, São Paulo, SP) 
tamponado com MOPS (Sigma, St. Louis, EUA), utilizan-
do placas de microtitulação (placas de poliestireno com 
96 poços) estéreis e com tampa (TPP, Suíça). Em seguida, 
inocularam-se 100 µL das suspensões de cada cepa a ser 
avaliada. Incluíram-se um controle de crescimento e um 
controle de esterilidade. Os testes realizados em duplicata 
tiveram as placas incubadas a 37 °C por 24 horas.

Após o período de incubação, realizou-se a leitura em 
leitor de microplacas (Bio-Rad 3550), considerando-se a 
densidade óptica (DO) medida no comprimento de onda 
de 595 nm, de acordo com metodologia proposta por 
 Takarada et al.12. O valor da Concentração Inibitória Mínima 
(CIM) definido como a maior diluição em que não houve 
crescimento de levedura, correspondendo a DO

595 
< 0,05.

A seguir, o conteúdo de cada poço da microplaca foi 
semeado em duplicata em ágar Sabouraud dextrose (Difco, 
Detroit, EUA) e as placas incubadas a 37 °C por 48 horas 
para determinação da Concentração Fungicida Mínima 
(CFM). A ausência de crescimento de colônias de leveduras 
no ágar indica a ação fungicida do extrato de hortelã. 

Incluiu-se também um grupo controle do veículo (álcool 
etílico de cereais 65%).

Após esta etapa, determinaram-se os valores de CIM
50

 
e CIM

90
 (CIM necessária para inibir o crescimento de 

50 e 90% das amostras, respectivamente) e CFM
50

 e CFM
90

 
(CFM necessária para inativar 50 e 90% das amostras, 
respectivamente).
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Os resultados de CIM e CFM obtidos para o extrato 
alcoólico de hortelã e o álcool etílico de cereais 65% 
(controle) foram comparados estatisticamente por meio do 
teste de Mann-Whitney, com nível de significância de 5%. 
Diferenças significativas entre estas concentrações sugerem 
efetividade do extrato de hortelã em relação ao controle. 

Resultado

Os resultados mostraram ação do extrato de hortelã 
(CIM

90
 e CFM

90
) sobre C. albicans (p = 0,00001), mas 

não sobre C. tropicalis [p = 0,5296 (CIM
90

) e p = 0,6504 
(CFM

90
)]. O extrato de hortelã apresentou ação superior 

sobre C. albicans quando comparada à C. tropicalis 
[p = 0,00001 (CIM

90
 e CFM

90
)] (Figuras 1 e 2).

Testes de screening com amostras padrão mostraram 
resultados positivos para C. dubliniensis (NCPF 3108), 
C. glabrata (ATCC 90030) e C. parapsilosis (ATCC 22019), 
o que sugere que estudos futuros com estas espécies podem 
trazer resultados de interesse.

Os valores da CIM e CFM para as amostras de 
 Candida spp. são apresentados nas Tabelas 1 a 5.

Discussão

Nos últimos anos, a atividade antimicrobiana de diver-
sas plantas tem sido amplamente estudada9, na busca por 
substâncias alternativas.

O extrato de M. piperita, seja na forma de óleo essencial, 
seja de extrato alcoólico, segundo a literatura, apresenta 
propriedades antimicrobianas. O mentol é um importante 
componente presente nesses extratos e contribui para o 
potencial antimicrobiano dessa planta.11,13,14

Estudos relatam a ação antimicrobiana de M. piperita 
sobre Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas 
 aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
 epidermidis, Streptococcus mutans, Streptococcus  pyogenes, 
Aspergillus niger e Candida albicans.10,13,14 Segundo 
 Rasooli et al.14, M. piperita apresentou acentuada atividade 
inibitória frente ao biofilme formado por S. mutans, atividade 
superior à clorexidina, tanto in vitro quanto in vivo. Além 
disso, apresentou também mínima concentração bactericida 
(6000 ppm) – inferior à clorexidina (8000 ppm) – sobre o 
mesmo microrganismo.

A escassez de informações relativas à atividade deste 
extrato sobre espécies de Candida motivou o desenvolvi-
mento deste estudo. Para esta análise, as espécies C.  albicans 
e C. tropicalis foram selecionadas por serem as mais pre-
valentes na cavidade bucal. Devido ao baixo percentual 
de isolamento a partir da cavidade bucal, não foi possível 
a avaliação de cepas clínicas de todas as espécies. Assim, 
optou-se por um estudo de screening com amostras padrão 
de C. dubliniensis (NCPF 3108), C. glabrata (ATCC 90030), 
C. krusei (ATCC 6258) e C. parapsilosis (ATCC 22019), 

Tabela 1. Valores médios de CIM
50

, CIM
90

, CFM
50

 e CFM
90

 do  extrato 
de hortelã e álcool frente às amostras clínicas de C. albicans

CIM
50

 
(%)

CIM
90

 
(%)

CFM
50

 
(%)

CFM
90

 
(%)

Extrato de hortelã 0,36 1,50 0,75 1,50
Álcool 6,25 12,50 12,50 12,50
p = 0,00001 (CIM – concentração inibitória mínima e CFM – con-
centração fungicida mínima)

Tabela 2. Valores médios de CIM
50

, CIM
90

, CFM
50

 e CFM
90

 do  extrato 
de hortelã e álcool frente às amostras clínicas de C. tropicalis

CIM
50

 
(%)

CIM
90

 
(%)

CFM
50

 
(%)

CFM
90

 
(%)

Extrato de hortelã 1,50 3,20 3,20 6,25
Álcool 3,12 6,25 6,25 6,25
p = 0,5296 (CIM - concentração inibitória mínima)
p = 0,6504 (CFM - concentração fungicida mínima)

Tabela 3. Valores médios de CIM
50

, CIM
90

, CFM
50

 e CFM
90

 do extrato 
de hortelã frente às amostras clínicas de C. albicans e C. tropicalis

CIM
50

 
(%)

CIM
90

 
(%)

CFM
50

 
(%)

CFM
90

 
(%)

C. albicans 0,36 1,50 0,75 1,50
C. tropicalis 1,50 3,20 3,20 6,25
p = 0,00001 (CIM – concentração inibitória mínima e CFM – con-
centração fungicida mínima)

Tabela 4. Valores de CIM (concentração inibitória mínima) e 
CFM (concentração inibitória mínima) do extrato de hortelã sobre 
amostras-padrão de Candida

CIM (%) CFM (%)

C. albicans ATCC 18804 0,75 0,75
C. albicans ATCC 36803 0,75 0,75
C. dubliniensis NCPF 3108 0,18 0,18
C. glabrata ATCC 90030 0,09 0,09
C. krusei ATCC 6258 – –
C. parapsilosis ATCC 22019 0,09 0,09
C. tropicalis ATCC 13803 – –

Tabela 5. Valores de CIM (concentração inibitória mínima) e CFM 
(concentração inibitória mínima) do álcool sobre amostras-padrão 
de Candida

CIM (%) CFM (%)

C. albicans ATCC 18804 1,5 12,5
C. albicans ATCC 36803 1,5 12,5
C. dubliniensis NCPF 3108 6,25 12,5
C. glabrata ATCC 90030 3 12,5
C. krusei ATCC 6258 12,5 12,5
C. parapsilosis ATCC 22019 3,12 12,5
C. tropicalis ATCC 13803 – –
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espécies também de importância médico-odontológica, 
visando enriquecer os resultados. Os dados obtidos neste 
estudo mostraram a ação tanto fungistática quanto fungicida 
do extrato de hortelã não somente sobre C. albicans – espé-
cie mais prevalente na cavidade bucal –, mas também sobre 
C. dubliniensis (NCPF 3108), C. glabrata (ATCC 90030) 
e C. parapsilosis (ATCC 22019), espécies emergentes em 
infecções fúngicas. Dessa forma, estudos futuros incluindo 
número maior de cepas clínicas de espécies não albicans 
são necessários.

Segundo a revisão de McKay, Blumberg9, o óleo es-
sencial de M. piperita apresentou atividade antifúngica 
moderada sobre C. albicans e outros fungos patogênicos 
relevantes, concordando com os resultados de Duarte et al.5. 
Tampieri et al.8 verificaram uma melhor eficácia in vitro de 
M. piperita sobre C. albicans quando comparada com óleos 
essenciais de outras plantas, mesmo em concentrações maio-
res. Entretanto, o estudo de Iscan et al.11 mostrou resultados 
contraditórios, pois, segundo os Autores, o óleo essencial 
de M. piperita apresentou fraca atividade antifúngica sobre 

C. albicans na concentração de 5 mg.mL–1 quando compa-
rada ao controle (cetoconazol).

Este estudo mostra uma ação superior do extrato de 
hortelã, tanto inibitória quanto fungicida, sobre as amostras 
clínicas de C. albicans avaliadas. Estes achados estão de 
acordo com os relatos de Ertürk10, que afirma ainda que o 
extrato etanólico de M. piperita se apresentou mais potente 
frente a C. albicans quando comparado ao controle (nista-
tina): o extrato apresentou CIM de 5 mg.mL–1, enquanto a 
nistatina apresentou CIM ≤ 12,5 mg.mL–1.

No presente estudo, o extrato de hortelã não apresentou 
efeito adicional ao álcool de cereais 65% (controle) frente 
à C. tropicalis. Um achado interessante: a amostra padrão 
de C. tropicalis ATCC 13803 foi resistente tanto ao extrato 
alcoólico de hortelã como ao controle, diferindo dos padrões 
das demais cepas clínicas avaliadas. Não existem estudos 
anteriores utilizando esta espécie que permitam análises 
comparativas.

Conclusão

A partir dos resultados obtidos, concluiu-se que o extrato 
de hortelã apresentou atividade inibitória e fungicida sobre 
as amostras de C. albicans avaliadas.
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