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ABSTRACT

Yeasts of the Candida genus are of great importance due to the high frequency with which they colonize 
and infect the human host, being the species C. albicans the most common. The search for natural products 
that present an efficient antifungal action against microorganisms proves to be an alternative for the control 
of infections. The essential oil of Melaleuca alternifolia Cheel (Myrtaceae) has proven antimicrobial 
action against bacteria and fungi and has been appointed as an option for the treatment of fungal infections 
caused by Candida genus. The objective of this work was to verify the antifungal activity, at different 
concentrations, of the commercial essential oil of M. alternifolia against a strain of clinical isolate of the 
species C. albicans. For the evaluation of antifungal activity, concentrations of 5 to 100% of the pure essential 
oil of M. alternifolia were used in antimicrobial susceptibility tests by disk diffusion method, according to 
the norm established by the Clinical and Laboratory Standards Institute, with modifications. According to 
the results obtained, the essential oil showed activity, inhibiting the growth of the microorganism, forming 
an inhibition halo from the concentration of 25%, with a variation from 3 to 17 mm. Thus, it can be said that 
the strain of the clinical isolate evaluated showed sensitivity to the essential oil of M. alternifolia, which 
demonstrates a good antimicrobial potential of the studied oil, arousing great pharmaceutical interest.

Keywords: disk diffusion antimicrobial tests; melaleuca; tea tree oil; antifungal agents; Candida albicans; 
phytotherapy.

RESUMO

As leveduras do gênero Candida têm grande importância pela alta frequência com que colonizam e 
infectam o hospedeiro humano, sendo a espécie C. albicans a mais comum. A busca por produtos naturais 
que apresentem uma ação antifúngica eficiente frente a microrganismos se mostra uma alternativa para o 
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INTRODUÇÃO

As leveduras são capazes de colonizar os seres 
humanos e, frente à perda do equilíbrio parasita-
-hospedeiro, podem causar diversos quadros infec-
ciosos com formas clínicas localizadas ou dissemi-
nadas (1). A incidência de infecções oportunistas 
por leveduras tem se tornado crescente (2). As leve-
duras do gênero Candida têm grande importância 
pela alta frequência, com que colonizam e infec-
tam o hospedeiro humano (3). Candida albicans é, 
sem dúvida alguma a espécie mais frequentemente 
isolada de infecções superficiais e invasivas em di-
ferentes sítios anatômicos e em casuísticas de to-
das as partes do mundo. Trata-se de levedura com 
potencial patogênico bastante conhecido, apresen-
tando como principais fatores de patogenicidade e 
virulência a capacidade de aderência a diferentes 
mucosas e epitélios, o dimorfismo com produção 
de estruturas filamentosas que auxiliam a invasão 
tissular, a termotolerância significativa, e a produ-
ção de enzimas como proteinases e fosfolipases (4).

Um limitado número de agentes antifúngicos 
está disponível para tratamento de infecções causa-
das por espécies de Candida (5). Candida sp. têm 
se mostrado resistentes diante da utilização de al-
guns medicamentos antifúngicos sintéticos (6,7).

A resistência do gênero Candida ao tratamen-
to com antifúngicos tem sido atribuída a episódios 

recorrentes da infecção e exposição intermitente 
e continua aos antifúngicos (8). Assim, devido a 
diminuição da sensibilidade das leveduras aos an-
tifúngicos convencionais, ocorre um aumento no 
interesse em utilizar produtos de origem natural 
com ação antifúngica com vistas a reduzir o tempo 
de tratamento e os efeitos colaterais, bem como a 
diminuição da susceptibilidade, espectro de ação 
e toxicidade (9,10). Desta forma, a busca de pro-
dutos naturais que apresentem uma ação antifún-
gica eficiente frente a microrganismos resistentes 
se mostra uma alternativa para o tratamento de 
infecções fúngicas causadas pelo gênero Candida  
(5,6,10-13).

A utilização dos óleos essenciais como subs-
tância antimicrobiana se justifica pelo menor custo 
e menor resistência microbiana, sendo possível o 
seu emprego como agentes terapêuticos (14,15). 
Os relatos da literatura sobre tais produtos ainda 
são escassos, de modo que se verifica a necessida-
de de aprofundar as investigações sobre a atividade 
antifúngica, com o objetivo de justificar e validar o 
uso clínico dos óleos essenciais (15).

O óleo essencial de Melaleuca alternifolia 
Cheel (Myrtaceae) possui comprovada ação anti-
microbiana contra bactérias e fungos patogênicos 
ou não (16), e tem sido apontado como uma op-
ção para o tratamento de infecções fúngicas cau-
sadas pelo gênero Candida, apresentando efeito 

controle de infecções. O óleo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel (Myrtaceae) possui comprovada 
ação antimicrobiana contra bactérias e fungos, e tem sido apontado como uma opção para o tratamento 
de infecções fúngicas causadas pelo gênero Candida. O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade 
antifúngica, em diferentes concentrações, do óleo essencial comercial de M. alternifolia contra cepa de isolado 
clínico da espécie C. albicans. Para a avaliação da atividade antifúngica foram utilizadas concentrações de 
5 a 100% do óleo essencial puro de M. alternifólia em testes de sensibilidade a antimicrobianos por disco-
difusão, segundo norma estabelecida pelo Clinical and Laboratory Standards Institute, com modificações. 
De acordo com os resultados obtidos, o óleo essencial apresentou atividade, inibindo o crescimento do 
microrganismo, com a formação de halo de inibição a partir da concentração de 25%, com variação dos halos 
de 3 a 17 mm. Dessa forma, pode-se dizer que a cepa do isolado clínico avaliada apresentou sensibilidade ao 
óleo essencial de M. alternifolia, o que demonstra potencial antimicrobiano do óleo estudado, despertando 
grande interesse farmacêutico.

Palavras-chave: testes de sensibilidade a antimicrobianos por disco-difusão; melaleuca; óleo de melaleuca; 
antifúngicos; Candida albicans; fitoterapia.
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antifúngico significativo (17,18). Constituído prin-
cipalmente por terpenoides – terpinen-4-ol, 1,8-ci-
neol, α-terpineno, γ-terpineno, α-pineno, β-pineno, 
α-terpineol, p-cimeno e álcoois sesquiterpênicos 
– que representam cerca de 90% do óleo essen-
cial (19) – tem sido investigado quanto as suas 
propriedades farmacológicas. Um dos componen-
tes, reconhecidamente ativo, presente no óleo de 
melaleuca, o terpinen-4-ol, é o principal respon-
sável pela ação terapêutica. (20). Apresenta ação 
antifúngica em leveduras do gênero Candida por 
alteração da permeabilidade da membrana, ocor-
rência de acidificação do meio devido a expulsão 
de prótons, sugerindo provável dano a membrana  
mitocondrial (21,22).

Diante do exposto, este trabalho teve como ob-
jetivo verificar a atividade antifúngica de diferentes 
concentrações do óleo essencial comercial de Me-
laleuca alternifolia contra cepa de isolado clínico 
da espécie Candida albicans.

MATERIAL E MÉTODO

Para a avaliação da atividade antifúngica 
frente a Candida albicans foram utilizados o óleo 
essencial puro e diluições do óleo essencial de  
M. alternifolia, em testes de sensibilidade a anti-
microbianos por disco-difusão segundo Norma 
M2-A8 (23) do Clinical and Laboratory Standards 
Institute, com modificações.

O óleo essencial puro de M. alternifólia foi ob-
tido comercialmente em farmácia de manipulação 
no município de Pedreira, SP. Para a realização dos 
testes de sensibilidade a antimicrobianos, as con-
centrações utilizadas foram de 5 a 100% do óleo 
essencial, sendo: 5%, 10%, 25%, 40%, 60%, 80% 
e 100%, diluídas em óleo vegetal de amêndoas (Le-
clerc Industrial Ltda; lote: 3298/A).

Foram empregadas cepa padrão de C. albicans 
(ATCC 10231), como controle, e cepa de isolado 
clínico de C. albicans, pertencentes à micoteca do 
Centro Regional Universitário de Espírito Santo do 
Pinhal – UniPinhal.

A suspensão fúngica foi preparada a partir de 
uma cultura em crescimento decorrida de 24/48 

horas em ágar batata (em tubo inclinado) a tem-
peratura de 37º C. Uma alíquota desse cultivo foi 
transferida para um tubo contendo solução salina 
até atingir uma turbidez óptica comparável à da so-
lução padrão de McFarland a 0,5. A densidade ópti-
ca da suspensão foi ajustada em espectrofotômetro, 
com absorbância em 625 nm, na faixa de 0,08 a 
0,13, correspondente a uma concentração equiva-
lente a 1,5 x 108 UFC mL-1.

Placa de ágar Sabouraud dextrose (10), uni-
formemente sobre toda a superfície, foi inoculada 
com 500 µL da suspensão do microrganismo pre-
viamente preparada, com auxílio de swab estéril. 
Posteriormente, foram aplicados os discos impreg-
nados com as amostras testes e controles firmemen-
te na superfície da placa de ágar inoculada. Para a 
impregnação dos discos foi utilizado um volume de 
20 µL (individualizados) nas concentrações de 5 a 
100% do óleo essencial de melaleuca, óleo vege-
tal de amêndoas como controle negativo e nitrato 
de miconazol (20 mg/mL) como controle positivo 
(9,10). As placas foram incubadas em posição in-
vertida por 24/48 horas à temperatura de 37º C. Ao 
término da incubação, as placas foram submetidas 
à leitura, os diâmetros dos halos de inibição foram 
medidos em milímetros usando um paquímetro, 
pela parte de trás da placa invertida, iluminando-a 
com luz refletida em um fundo não refletor.

Os testes foram realizados em triplicata e os 
resultados foram transpostos para o software Ex-
cel® e expressos de acordo com o termo utilizado e, 
representados pela média das triplicadas biológicas 
independentes.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Plantas medicinais com atividades antibacte-
rianas e antifúngicas vêm sendo pesquisadas com 
o objetivo de serem utilizadas na terapêutica e, 
consequente produção de novos produtos fitoterá-
picos, que possam vir a ser utilizadas como fonte 
potencial de medicamentos antimicrobianos com 
ação sobre microrganismos patogênicos resistentes 
aos antibióticos já utilizados (24). O óleo essencial 
de M. alternifolia tem sido investigado quanto as 
suas propriedades farmacológicas como a sua ação 
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antifúngica em leveduras, como o efeito na altera-
ção da permeabilidade da membrana e fluidez em  
C. albicans (18,21).

O método de disco-difusão em ágar foi utiliza-
do por permitir resultados seguros, pela formação 
de halos de inibição, sendo um dos métodos mais 
citados e utilizados na literatura na avaliação da ati-
vidade antimicrobiana de derivados vegetais (23).

Os resultados dos ensaios realizados com o 
óleo essencial de M. alternifolia nas concentrações 
de 5 a 100% podem ser observados pela leitura dos 

Tabela 1. Halos de inibição (mm) formados pela ação do óleo essencial de Melaleuca alternifolia nas con-
centrações de 5 a 100% do óleo essencial, e controles positivo e negativo, frente à cepa padrão de Candida 
albicans (ATCC 10231), como controle, e cepa de isolado clínico de C. albicans, pelo teste de sensibilidade 
a antimicrobianos por disco-difusão segundo Norma M2-A8 (23).

Amostras Controle (-)1

Óleo essencial de Melaleuca alternifólia
halo de inibição2 (mm) Controle (+)3

5% 10% 25% 40% 60% 80% 100%

C. albicans  
(ATCC 10231)

0 0 0 05  1 08  1 12  3 15  2 20  2 38  2

C. albicans 
(isolado clínico)

0 0 0 03  0 06  1 10  2 11  2 17  2 35  3

1 Controle negativo: óleo vegetal de amêndoas.
2 Valor médio e desvio padrão dos halos de inibição (mm) formados pelas cepas de C. albicans.
3 Controle positivo: nitrato de miconazol (20 mg/mL).

halos de inibição formados, ao redor dos discos 
impregnados com as dadas amostras, pela inibição 
do crescimento das cepas de C. albicans, tanto da 
cepa padrão ATCC 10231 quanto da cepa do iso-
lado clínico, conforme representados na Tabela 1.  
Cabe salientar que o óleo vegetal de amêndoas, 
utilizado nas diluições do óleo essencial de M.  
alternifolia, foi testado, como controle negativo, e 
não foi observada atividade antifúngica desse fren-
te às cepas em questão, e as cepas apresentaram 
sensibilidade ao nitrato de miconazol (20 mg/mL) 
testado, como controle positivo.

de, embora inferior a cepa padrão, ao óleo essencial 
de M. alternifolia.

Os diâmetros dos halos de inibição formados 
pela análise do óleo essencial testado, mesmo em 
sua maior concentração, apresentaram-se com diâ-
metros inferiores aos observados com o medica-
mento utilizado como controle positivo, o nitrato 
de miconazol a 2% (20 mg/mL). A inibição do óleo 
essencial de M. alternifolia não tenha sido maior 
pelo fato dos componentes de maior atividade 
antimicrobiana, como os terpenoides, possuírem 
baixa solubilidade em meio aquoso, impedindo a 
disseminação pelo ágar e o contato físico com o  
micro-organismo em teste (10).

A atividade antimicrobiana do óleo essencial de 
M alternifolia sobre o isolado clínico de C. albicans 

De acordo com os resultados obtidos para a 
ação antifúngica do óleo essencial de M alternifolia  
(Tabela 1), em concentrações do óleo essencial 
inferiores a 10%, não houve interferência no cres-
cimento de micro-organismos. O óleo essencial 
apresentou atividade, inibindo o crescimento dos 
microrganismos, com a formação de halos de ini-
bição a partir da concentração de 25%, observan-
do-se a partir dessa concentração uma relação de 
atividade antimicrobiana concentração dependente, 
pela formação dos halos de inibição apresentados, 
com variação dos halos de inibição de 5 a 20 mm 
para a cepa padrão de C. albicans (ATCC 10231), 
e de 3 a 17 mm para a cepa do isolado clínico de  
C. albicans. Dessa forma, pode-se dizer que a cepa 
do isolado clínico avaliada apresentou sensibilida-
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apresentada neste trabalho corrobora os achados da 
literatura. Entretanto, não é possível comparar os 
resultados encontrados no presente estudo com os 
obtidos por outros trabalhos, pois são empregadas 
metodologias diferentes, e a composição do óleo es-
sencial pode variar, dependendo do local de plantio, 
condições de cultivo e época de colheita (10).

Costa e cols. (2006) avaliaram, pelo método 
de difusão em ágar, a atividade antifúngica do óleo 
essencial de M. alternifolia frente a cepa padrão de 
C. albicans (ATCC 10231) e cepas de C. albicans 
clínicas isoladas de pacientes hospitalizados com 
suspeita clínica de infecção nosocomial (9). Para a 
cepa padrão, os resultados apresentaram a forma-
ção de halo a partir da concentração de 40% e a 
variação do halo foi de 8 a 21 mm. Para as cepas 
isoladas, os resultados apresentaram susceptibili-
dade a partir da concentração de 30%, sendo que 
o tamanho dos halos variou de 7 a 20 mm. Em um 
outro trabalho, para a investigação da atividade an-
tifúngica do óleo essencial de M. alternifolia, fo-
ram avaliadas cepa padrão de C. albicans (ATCC 
10231) e cepas de C. albicans isoladas da cavidade 
bucal de gestantes HIV positivas, com candidíase 
oral, por meio da técnica de difusão em ágar (10). 
Todas as cepas de C. albicans isoladas da mucosa 
bucal no volume de 20 μL, apresentaram halos de 
inibição a partir da concentração de 50%, com va-
riação dos halos de 8 a 16 mm e para o volume de 
50 μL, 3 cepas de C. albicans apresentaram halos 
de inibição a partir da concentração de 30%, as ou-
tras 4 cepas, a partir da concentração de 40%, com 
variação de diâmetro de 4 a 17 mm.

Embora a inibição do crescimento antifúngico 
do óleo essencial de M. alternifolia, tenha sido evi-
denciada, neste trabalho, na concentração de óleo a 
25%, não se pode dizer que esta seja a concentra-
ção inibitória mínima para o microrganismo testa-
do. Para se obter essa informação, seria necessário 
testar a faixa de concentração do óleo de 10 a 25%.

Estudos realizados, com o gênero Candida, 
têm mostrado concentração inibitória mínima para 
o óleo essencial de M. alternifolia superior aos an-
tifúngicos convencionais como fluconazol, itraco-
nazol, 5-fluorocitosina e anfotericina B (25-27).

Ao determinar a CIM do óleo essencial de M. 
alternifolia frente a cepas de C. albicans, Oliva e 

cols. (2003), Mondello e cols. (2003) e Hammer e 
cols. (2003) identificaram ação inibitória entre as 
concentrações 0,06% e 0,5% (25-27). Hammer e 
cols. (2003) ainda verificaram atividade antifúngi-
ca do óleo essencial de M. alternifolia em concen-
trações inferiores a 1%, o que indica forte potencial 
antimicrobiano (25). Martinet e cols. (2008) avalia-
ram a susceptibilidade para cepas de C. albicans, 
isoladas de secreção vaginal de pacientes gestantes, 
HIV negativas e positivas, frente ao óleo essencial 
de M. alternifolia, por meio da técnica de microdi-
luição em caldo, e obtiveram valores de CIM que 
variou de 0,19 a 1,56% (28), enquanto Cavalcanti 
e cols (2011) determinaram a CIM do óleo essen-
cial de M. alternifolia, sobre cepas de C. albicans 
(ATCC 289065 e ATCC 40277), e identificaram 
ação inibitória nas concentrações de 2,25 e 9,0, res-
pectivamente (15).

Como os óleos essenciais são misturas comple-
xas de várias substâncias, a atividade antifúngica 
observada não pode ser atribuída a uma substância 
isolada, mas ao conjunto delas. A composição quí-
mica, tem um papel importante na atividade anti-
microbiana e essa atividade pode ser potencializada 
(29) ou diminuída de acordo com a concentração 
de cada fitoconstituinte.

As variações referentes à determinação da ati-
vidade antifúngica de derivados de plantas podem 
ser atribuídas a vários fatores. Dentre eles podemos 
citar a técnica aplicada, o microrganismo e a cepa 
utilizada no teste, à origem da planta, a época da 
coleta, se os extratos foram preparados a partir de 
plantas frescas ou secas, a quantidade de extrato 
testada (30) e o diluente da substância analisada.

Dessa maneira é difícil estabelecer uma cor-
relação entre os estudos, principalmente pelo fato 
de não existir ainda, uma metodologia padronizada 
para avaliação de atividade antifúngica de produtos 
naturais (10).

A metodologia empregada neste estudo de-
monstrou a existência de atividade antifúngica do 
óleo testado. Há necessidade de aprofundar as in-
vestigações sobre a atividade antifúngica do óleo 
essencial de M. alternifolia com o objetivo de con-
solidar o seu uso clínico. Estudos subsequentes 
devem considerar a avaliação da atividade antifún-
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gica diante de cepas clínicas e outras linhagens pa-
dronizadas, empregando técnicas que considerem o 
isolamento de fitoconstituintes, a aderência celular 
e a toxicologia desses produtos (15).

CONCLUSÃO

O óleo essencial de M. alternifolia apresen-
tou atividade antifúngica a partir da concentração 
de 25% frente ao patógeno C. albicans. Os resul-
tados demonstram potencial antimicrobiano do  

óleo estudado, despertando grande interesse farma-
cêutico.

Verifica-se a necessidade de aprofundar os es-
tudos com a realização de testes com metodologias 
mais sensíveis com o objetivo de comparar e vali-
dar o uso clínico desse óleo.

Contudo, faz-se necessário a padronização de 
metodologias para avaliação de atividade antimi-
crobiana de produtos naturais para que se possam 
obter resultados seguros e correlacionar os estudos 
de forma mais efetiva.
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