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RESUMO 

 

CARVALHO, Isabela de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, Junho de 
2016. Atividade antibacteriana de óleos essenciais e cremes dentais fitoterápicos 
em bactérias cariogênicas. Orientadora: Marisa Alves Nogueira Diaz. Coorientadores: 
Gaspar Diaz Muñoz e Virgínia Ramos Pizziolo. 

 

 

As plantas vêm sendo utilizadas pela população para várias finalidades, porém muitas 

não têm ação comprovada. Desta forma, pesquisas que buscam identificar produtos 

naturais com atividade biológica representam uma alternativa para tratamento de 

doenças, entre elas infecções bacterianas. O uso de fitoterápicos tem sido uma opção 

terapêutica dos profissionais de saúde que procuram novas alternativas com potencial 

atividade farmacológica, menor toxicidade e menores custos a população. Assim, o 

objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme de treze 

óleos essenciais (canela, cravo, orégano, tomilho, laranja, lima, tangerina, eucalipto, 

hortelã, noz moscada, alecrim, gengibre e melaleuca) puros e incorporados a cremes 

dentais frente a bactérias causadoras de patologias na cavidade oral. Foram utilizadas 

cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus mutans ATCC 25175, 

Lactobacillus sp. e Enterococcus sp. Inicialmente foi realizado o teste de difusão em 

ágar e apenas os óleos de C. zeylanicum (canela), E. caryophyllata (cravo), O. vulgare 

(orégano) e T. vulgaris (tomilho) apresentaram atividade antibacteriana. O teste de 

concentração inibitória mínima (CIM) foi realizado com os óleos essenciais ativos 

sendo observada uma potente atividade do óleo de C. zeylanicum contra a bactéria S. 

mutans (0,156 mg/mL). A seguir, os óleos essenciais foram testados para verificar a 

atividade antibiofilme tendo o óleo de E. caryophyllata apresentado atividade contra o 

biofilme de S. mutans de 39% a 44%, os quatro óleos ativos inibindo o biofilme de S. 

aureus de 92% a 95% e o óleo de O. vulgare  apresentado atividade contra o biofilme de 

Enterococcus sp. de 43% a 60%. Posteriormente os óleos ativos foram incorporados a 

cremes dentais nas concentrações de 3% e 5%, puros e em associações, totalizando 18 

cremes dentais fitoterápicos. O teste de difusão em ágar foi utilizado para verificar a 

atividade antibacteriana dos cremes dentais sendo observadas atividades significativas 

nas duas concentrações utilizadas. Os cremes dentais também foram submetidos ao teste 

de inibição do biofilme pré-formado, sendo verificado que para a bactéria S. mutans a 
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associação dos quatro óleos essenciais inibiu 100% do biofilme. Para S. aureus 12 dos 

18 cremes dentais inibiram em mais de 50% do seu biofilme e para Enterococcus sp. 

todos os cremes dentais obtiveram mais de 45% de ação. No presente estudo também 

foi observado o sinergismo entre a clorexidina e o óleo essencial de T. vulgaris para 

bactéria S. mutans. Os óleos ativos foram submetidos  a cromatografia gasosa acoplada 

a espectrômetro de massa para elucidação dos componentes majoritários. Assim, os 

óleos essenciais de canela, cravo, tomilho e orégano e os cremes dentais fitoterápicos 

utilizados no presente estudo apresentaram atividade antibacteriana e antibiofilme 

contra bactérias cariogênicas, sendo, portanto, uma alternativa para a prevenção e 

terapia das doenças da cavidade oral. 
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ABSTRACT 

 

CARVALHO, Isabela de Oliveira, MSc., Universidade Federal de Viçosa, June, 2016. 
Antibacterial activity of essential oils and herbal toothpastes against cariogenic 
bacteria. Adviser: Marisa Alves Nogueira Diaz. Co-advisers: Gaspar Diaz Muñoz and 
Virgínia Ramos Pizziolo. 

 

 

Plants have been used throughout human history for various therapeutic purposes. 

However, for many of these plants, the supposed medicinal activities have not been 

proven. Thus, studies toward the identification of bioactive plant metabolites constitutes 

a promising alternative for the treatment of diseases, including bacterial infections. Due 

to the potential pharmacological activities, low toxicity, and lower costs, herbal 

medicines have been used by health professional as an alternative to synthetic drugs.  

The objective of the present work was to evaluate the antibacterial and biofilm 

inhibition activities of thirteen essential oils (cinnamon, cloves, oregano, thyme, orange, 

lime, tangerine, eucalyptus, mint, nutmeg, rosemary, ginger, and melaleuca), both in 

pure forms and incorporated into toothpastes, against bacteria causative of pathologies 

of oral cavity. Staphylococcus aureus ATCC 25923 Streptococcus mutans ATCC 

25175, Lactobacillus sp. and Enterococcus sp. Were used in this study. In the 

preliminary investigations, results from agar diffusion tests showed that only C. 

zeylanicum (cinnamon), E. caryophyllata (clove), O. vulgare (oregano), and T. vulgaris 

(thyme) showed antibacterial activity. These oils were tested to determine their miminal 

inhibitory concentration (MIC), and a pontent antibacterial activity was observed  for  

C. zeylanicum against S. mutans (0.156 mg/mL). Following, the essential oils were 

tested for their biofilm inhibition activities. E. caryophyllata oil inhibited S. mutans 

biofilm from 39% ato 44%. The four active oils inhibited S. aureus biofilm from 92% to 

95%, and O. vulgare oil inhibited Enterococcus sp. biofilm from 43% to 60%. 

Following, the active essential oils were incorporated in toothpastes at concentrations of 

3% and 5%, pures and in associations, totalizing 18 herbal toothpastes. All these 

toothpastes showed significant activities at both concentrations tested. Toothpaste 

containing association of the four active oils inhibited by 100% the formation of biofilm 

by S. mutans. Twelve of the eighteen toothpastes were capable of inhibiting 

Enterococcus sp. biofilm in 50 %, and all formulations showed more than 45% of 
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inhibition. In these studies, a synergistic action between chlorexidine and T. vulgaris 

against S. mutans was observed. Finally, the active oils were analysed by gas 

Chromatography-Mass spectrometry and their major chemical constituents were 

identified. In conclusion, the essential oils of cinnamon, cloves, thyme, and oregano, as 

well as the herbal toothpastes containing these essential oils, showed antibacterial 

activities against cariogenic bacteria, indicating their potential as alternative to 

treatment and prevention of diseases of oral cavity.  
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1. INTRODUÇÃO 

A cavidade oral abriga uma vasta gama de microrganismos, com prevalência de 

bactérias, que se aderem as superfícies dos dentes e produzem grandes quantidades de 

matriz extracelular para formar biofilmes (Zaura et al., 2009; Marsh et al., 2011). Os 

biofilmes são estruturas complexas e dinâmicas que conferem uma maior proteção às 

bactérias contra os agentes antibacterianos devido ao maior potencial de virulência e 

resistência físicoquímica encontados nesses ambientes (Pitss et al., 2003). A presença 

de biofilme dental pode desencadear doenças como a cárie dentária, gengivite e 

periodontite que são consideradas problemas de saúde pública e representam as 

doenças da cavidade oral mais prevalentes do mundo (Novais et al., 2004; Pihlstrom et 

al., 2005; Bowenand & Koo 2011; Susin et al., 2014). 

A maneira mais eficaz para a prevenção e remoção do biofilme dental 

corresponde a remoção mecânica com a utilização de produtos de higiene oral como 

cremes dentais e enxaguatórios bucais que possuem em sua formulação ingredientes 

antibacterianos como triclosan, flúor, cloreto de cetilpiridínio e clorexidina, os quais 

reduzem eficazmente a concentração de bactérias da boca contribuindo para a saúde 

bucal. No entanto, essas substâncias podem causar efeitos colaterais como 

pigmentação no esmalte dos dentes, perda do paladar e são contra indicadas para 

crianças, devido ao desenvolvimento da resistência microbiana, mudanças indesejadas 

na ecologia oral e a fluorose dental, que é caracterizada pela presença de manchas nos 

dentes, devido ao excesso de ingestão de flúor (Villena & Corrêa, 1998; Wara-

aswapati et al., 2005; Passariello et al., 2014). 

O emprego de produtos naturais com efeito antibacteriano em produtos de 

higiene oral podem reduzir o risco desses problemas bucais e ser um complemento útil 

na manutenção saúde. Os cremes dentais naturais são aqueles sem triclosan ou fluoreto 

e geralmente contêm ingredientes como extratos de plantas e óleos essenciais (Jyoti et 

al., 2009; Signoretto et al., 2011).  
 

O Brasil conta com uma grande diversidade vegetal e estudos com plantas 

medicinais são importantes para a abertura de novos caminhos terapêuticos. A 

Organização Mundial de Saúde (OMS) indica que 85% da população de países em 

desenvolvimento fazem uso de plantas medicinais e a associação dessas plantas com 

produtos de higiene bucal pode ser benéfico à população devido as atividades 

antibacterianas apresentadas por produtos naturais como os óleos essenciais (Takarada 

et al., 2004; OMS, 2005; Azevedo & Silva, 2006).  
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Atualmente, óleos essenciais e extratos de plantas tem sido incorporados a 

produtos de higiene oral (Stoeken et al., 2007; Allaker & Douglas 2009; Chen et al., 

2014; Cortelli et al., 2014; Chalhoub et al., 2016), e esses produtos apresentam menor 

toxicidade em comparação com os produtos contendo compostos sintéticos como 

triclosan, cloreto de cetilpiridínio, clorexidina e fluoreto (Okpalugo et al., 2009; 

Kamatou et al., 2013).  

Diante do exposto, pesquisas que buscam produtos naturais eficazes na 

prevenção e controle das patologias da cavidade oral são importantes para uma melhor 

qualidade de vida. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos 

antibacterianos e antibiofilme de óleos essenciais puros e incorporados a cremes 

dentais frente a bactérias causadoras de patologias da cavidade oral. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Produtos naturais 
 

Um produto natural é um composto químico ou substância produzida por um 

ser vivo e que geralmente apresenta atividade biológica. As plantas têm capacidade de 

biossintetisar produtos naturais, entre eles óleos essenciais, que são produzidos pelo 

metabolismo secundário e que apresentam ampla diversidade estrutural e biológica.  O 

metabolismo secundário origina metabólitos encontrados em baixas concentrações e 

em determinados grupos de plantas e embora não sejam essenciais para que a planta 

complete seu ciclo de vida, garantem vantagens para sua sobrevivência e para a 

perpetuação da espécie (Simões et al., 2004; Zandi-Sohani & Ramezani, 2015). Os 

metabólitos secundários dividem-se em três grandes grupos: terpenos, que são 

derivados do ácido mevalonico e formados por unidades isoprênicas, compostos 

fenólicos derivados dos fenilpropanóides e alcalóides que são derivados de 

aminoácidos aromáticos (triptofano, tirosina) e aminoácidos alifáticos como ornitina e 

a lisina (Peres, 2004). 

As plantas representam uma grande fonte de compostos bioativos sendo 

promissoras para a indústria de medicamentos e cosméticos, com grande potencial na 

geração de novos produtos de interesse da sociedade (Atanasov et al., 2015; Zandi-

Sohani & Ramezani, 2015). Segundo Carvalho e colaboradores (2007), 

aproximadamente 48% dos medicamentos comercializados têm origem direta ou 

indireta de produtos naturais, principalmente a partir das plantas. 
 

Óleos essenciais (OEs) são produtos do metabolismo secundário responsáveis 

pelo odor ou sabor característico das plantas (Retta et al., 2012) e correspondem a 

misturas de compostos lipossolúveis, voláteis (baixo peso molecular), como 

monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanóides, e com densidades geralmente 

menores do que a água (Rubiolo et al., β010; Alimpić et al., β015), facilmente se 

difundem através da parede celular, o que facilita sua penetração e as interações com 

seu sitio de ação (Zarrad et al., 2015). Esses compostos são obtidos principalmente por 

hidrodestilação ou arraste de vapor (Ye et al., 2015) e o primeiro óleo essencial foi 

desenvolvido na idade média pelos árabes (Abad et al., 2007; Sertkaya et al., 2010). 

Os OEs apresentam coloração levemente amarelada ou até incolor e são 

utilizados principalmente para proteção e atração de polinizadores (Radünz et al., 

2003; Oliveira et al., 2006). Podem ser sintetizados por toda a planta como em brotos, 
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flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutos, raízes, madeira ou cascas e 

armazenados em células secretoras, cavidades, canais, células da epiderme ou em 

tricomas glandulares (Burt, 2004; Andrade et al., 2014). As análises químicas dos 

óleos essenciais podem ser obtidas principalmente por cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas, sendo que alguns óleos apresentam mais de 60 compostos 

diferentes (Galindo et al., 2010).  

Como constituintes dos OEs existem uma ou varias substancias em maior 

quantidade denominados compostos majoritários, geralmente determinam as 

propriedades biológicas desses produtos naturais (Cabral et al., 2015). Os componentes 

dos óleos essenciais são de dois grupos de origem biossintética, o principal grupo 

corresponde a terpenos e terpenóides e o outro a fenilpropanóides (Simões et al., 2007; 

Bi et al., 2016). A maioria desses compostos vem, principalmente, de plantas das 

famílias Lamiaceae (manjericão, tomilho), Myrtaceae (cravo), Piperaceae (pimenta-

preta), Rutaceae (limão, laranja), Zingiberaceae (gengibre) que são conhecidas como 

especiarias aromáticas e pelo uso medicinal e na indústria alimenticia (Soares & 

Tavares-Dias, β01γ; Bukviĉki et al., β014; Silva & Domingues, 2015; Basappa et al., 

2015).  

O teor de dos constituintes dos OEs são influenciados por diferentes fatores 

ambientais tais como temperatura, altitude, sazonalidade, índice pluviométrico, 

composição atmosférica, herbivoria, disponibilidade de água entre outros (Radünz et 

al., 2003; Oliveira et al., 2006; Gobbo-Netto & Lopes, 2007). Tem sido relatado na 

literatura que existe uma relação entre a composição química dos óleos essenciais e a 

atividade antimicrobiana, sendo os compostos fenólicos como eugenol, cinamaldeído, 

carvacrol e timol citados como apresentando altos níveis de atividade (Baydar et al., 

2004). 

Sabe-se que cerca de 35% dos óleos essenciais estudados exibem propriedades 

antimicrobianas e a atividade antibacteriana pode ocorrer pela desestabilização da 

parede celular, aumento da permeabilidade da membrana citoplasmática e pela 

alteração de vários sistemas enzimáticos, incluindo aqueles envolvidos na produção de 

energia celular e na síntese de componentes estruturais (Burt, 2004; Oliveira et al., 

2006; Delamare et al., 2007; Donato et al., 2015). Existem diversos produtos naturais 

empregados em abordagens terapêuticas e entre eles os óleos essenciais são descritos 

como produtos com grande potencial terapêutico e farmacológico (Vlase et al., 2014; 

Duarte et al., 2016).  

A fitoterapia é considerada um recurso terapêutico no qual produtos naturais 
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são utilizados como base da terapia medicamentosa e esses produtos são considerados 

uma das maiores fontes para a descoberta de novos medicamentos com atividade 

antibacteriana, antifúngica e antineoplásica (Lima Junior & Dimenstein, 2006; David 

et al., 2015). Na atualidade, podemos observar uma atenção especial dada ao estudo 

científico dos fitoterápicos com o objetivo de se buscar recursos que permitam uma 

atividade sustentável (Baby et al., 2005). O aumento do uso das plantas pode ser 

explicado pelo avanço ocorrido na área científica que permitiu o desenvolvimento de 

fitoterápicos confiáveis e eficazes. Porém, ainda faltam estudos científicos que 

comprovem a utilização segura e eficaz de várias plantas (Ribeiro et al., 2005; Vieira et 

al., 2010). 

Os produtos fitoterápicos possuem ação mais branda que os medicamentos 

alopáticos já que princípio ativo da planta não é utilizado de maneira isolada, atuando 

em conjunto com outras substâncias presentes nas plantas. Esse conjunto de elementos 

é chamado de fitocomplexos e são responsáveis pelo efeito terapêutico e pela redução 

dos efeitos colaterais (Bara, 2006). 

 

2.1.1.  Uso de óleos essenciais na terapêutica de microrganismos cariogênicos 
 

O uso de plantas para o tratamento de problemas dentários tem sido discutido 

ao longo do tempo por muitos pesquisadores e muitas culturas ainda usam partes de 

plantas para tratamento de doenças orais como cáries, limpeza e escovação dos dentes, 

principalmente em zonas rurais de países subdesenvolvidos (Neumegen et al., 2005; 

Benso et al., 2015).  

O interesse pelas plantas para investigações de novos compostos 

antibacterianos é devido à variedade de substâncias químicas pertencentes à diferentes 

classes de metabólitos secundários, tais como as antraquinonas, flavonóides, 

terpenóides, alcalóides e taninos, que podem agir também como antioxidantes, anti-

inflamatórios, antifúngicos entre outras atividades biológicas (Moschonas et al., 2015). 
 

O início da utilização de produtos vegetais para fins terapêuticos no homem é 

tão antigo quanto a sua própria história e o uso inicialmente empírico de plantas foi 

sendo substituído pela experimentação de suas propriedades químicas e terapêuticas, 

desta forma, a medicina baseada em produtos naturais é utilizada para o tratamento de 

várias doenças (De Vos, 2010).  
 

As plantas medicinais estão sendo cada vez mais utilizadas para o tratamento de 

doenças infecciosas, visando diminuir as desvantagens trazidas pelo uso de 
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antimicrobianos tal como a resistência bacteriana. Os óleos essenciais correspondem a 

forma de apresentação que concentra a maior quantidade de fitoconstituintes com 

propriedades biológicas ativas (Costa et al., 2009; Pozzatti et al., 2009), o que justifica 

a sua aplicabilidade nas indústrias de cosméticos e alimentos (Moschonas et al., 2015).  
 

Na área odontológica, observa-se o aumento da utilização de plantas medicinais 

que possuem atividade antibacteriana para prevenir a formação do biofilme dental, 

contribuindo para a redução da cárie dentária e de doenças periodontais (Pereira et al., 

2005). Estudos buscando identificar produtos naturais com atividade biológica têm 

sido realizados visando à obtenção de agentes antibacterianos que possibilitem a 

prevenção e tratamento de afecções da cavidade oral (Burt, 2004; Vasconcelos et al., 

2008) e os produtos de higiene oral que contém óleos essenciais em sua formulação 

alcançaram alto nível de potencialidade antimicrobiana, aumentando o interesse pelos 

agentes antibacterianos naturais (Filoche et al., 2005). 

De acordo Fine e colaboradores (2007), compostos presentes nos óleos 

essenciais tais como mentol, timol, eucaliptol têm sido incorporados a produtos de 

higiene oral e estes produtos podem reduzir os níveis de placa dentária e gengivite em 

ensaios clínicos. 

Na tabela abaixo (Tabela 1), estão descritas as plantas que contém óleos 

essenciais utilizados no presente estudo. 
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Nome comum Nome cientifico Uso na medicina 
alternativa 

Principais 
constituintes 

Referencias bibliográficas  

Noz moscada 
 

 

 
 

Myristica fragrans, 
Houtt 

 
antitrombótico,  

antifúngico,  
antiemético,  
antiácido,  

antinflamatório 

 
α-pineno, 

ȕ-pineno, ácido 
mirístico, 

macelignan 

 
    Qiu et al., 2004; Chung et al., 2006; Yang et  
al., 2008; Jaiswal et al., 2009; Zaidi et al., 2009; 

http://www.demonchyaromatics. 

         Alecrim 

    

 
 

Rosmarinus 
officinalis, Linn. 

 
anti-hipertensivo, 
hipoglicemiante, 
antibacteriano 

 
cineol, α-pineno,  

canfora 

 
  Porte & Godoy, 2001; Agra et al., 2007; 

http://www.ayhhed.com/ 

 Canela 
 

 

 
 

Cinnamomum 
zeylanicum, Blume 

 
analgésico, 

antiespasmódico, 
afrodisíaco,  

antibacteriano 

 
  α-terpineno,  

limoneno,  
cinamaldeído,  

eugenol 

 
Lima et al., 2005; Gayoso et al., 2005; 

http://www.sundayobserver.lk/ 
 

Cravo da índia 
 

 

 
 

Eugenia 
caryophyllata, Thunb 

 
antifúngico,  

antibacteriano,  
anestésico,  
analgésico 

 
eugenol, α- pineno,  
ȕ-pineno, p-cimeno, 
 limoneno, linalol 

 
Lima et al., 2006;  Matan et al.,2006; Carvalho 

et al., 2009; Costa et al., 2009; 
http://www.orvosok.hu/ 

 

Tabela 1 Nome comum, nome científico, uso na medicina alternativa e principais constituintes de noz moscada, alecrim, canela, cravo da 
índia, melaleuca, gengibre, orégano, tomilho, laranja, tangerinana, lima, eucalipto limão e hortelã pimenta 

http://www.demonchyaromatics/
http://www.ayhhed.com/
http://www.sundayobserver.lk/
http://www.orvosok.hu/
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Melaleuca 
 

 

 
 

Melaleuca 
alternifólia, Cheel 

 
antibacteriano 

 
terpinen-4-ol,  

Ȗ-terpieno, 
 α-terpieno,  

1,8 cineol, α-pineno 

 
  Cox et al., 2001; Hammer, 2003;  Carson et 

al., 2006; 
http://www.isolebrissago.ch/en/botanic-
garden/botanical-cards/myrtaceae/162- 

myrtaceae 

Gengibre 
 

 

 
 

Zingiber officinale, R. 

 
tratamento de artrite, 
reumatismo, doenças 

cardiovasculares 

 
geranial, neral,  
α- zingibereno,  
ar-curcumeno 

 
   Singh et al., 2008; Tuntiwechapikul et al., 

2010; Rodrigues & Lira, 2013; 
http://theida.com/beloved-ginger 

Orégano 
 

 
 

 
 

Origanum vulgare, L. 

 
antibacteriano,  

antifúngico,  
antiparasitário 

 
timol, sabineno, 

terpineol, cariofileno, 
carvacrol 

 
    Baydar et al., 2004; Shafaghat, 2011; 

http://incontinenciacultural.blogspot.com.br 
 

 Tomilho 
 

 

 
 

Thymus vulgaris, L. 

  
antibacteriano,  

antifúngico,  
antiviral,  

antisséptico 

 
carvacrol, timol 

 
Meister et al., 1999; Hudaib et al., 2002; 

Bukovska et al., 2007; Maksimovic et al., 2008; 
Dal Pozzo et al., 2011; 

https://commons.wikimedia.org/wiki/ 
 

http://www.isolebrissago.ch/en/botanic-garden/botanical-cards/myrtaceae/162-
http://www.isolebrissago.ch/en/botanic-garden/botanical-cards/myrtaceae/162-
http://incontinenciacultural.blogspot.com.br/
https://commons.wikimedia.org/wiki/
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Laranja doce 
 

 

 
 

Citrus sinensis, L. 

 
antioxidante,  
antitumoral,  
ansiolítico, 

anticonvulsivante, 
antibacteriano 

 
limoneno 

 
      Choi et al., 2000; Callaway et al., 2011;  

Gaínza et al., 2015; 
https://en.wikipedia.org/wiki/Orange_(fruit) 

Tangerina 
 

 

 
 

Citrus reticulata,  
Blanco 

 
antioxidante,  

antimetastásica 

 
limoneno,  

c-terpineno,  
ȕ-mirceno,  

α-pineno, ȕ-pineno, 
terpinoleno 

 
Tao et al., 2014; Chang et al., 2015;       

http://florawww.eeb.uconn.edu/198900086.htm
l 

   Lima comum 

 

 
 

Citrus aurantifolia, 
Swingle 

 

 
antioxidante,  
analgésico,  

antimicrobiano,  
anti-helmíntico, 
antineoplásico 

 
Limoneno 

 
  Manners, 2007; Patila et al., 2010; Vadehttin 
& Vahit, 2010; Procházková et al., 2011; Khan 

& Huma, 2014; http://gernot-katzers-spice-
pages.com/engl/citr_aur.html 

 Eucalipto-Limão 

 

 
 

Eucalyptus citriodora, 
Hook 

 
analgésico,  

anti-inflamatório, 
antitérmico 

 
α-pineno, 1,8-cineol, 

pinocarveol-trans 

 
Silva et al., 2003; Khaled et al., 2015; 
http://www.pfaf.org/user/Plant.aspx? 

 

 Hortelã- pimenta 

 

 
 

Mentha piperita, L 

 
antiespasmódico, 

antiemético,  
analgésico 

 
mentol,   

mentona, 1,8-cineol, 
pulegona,  

acetato de mentila 

     
   Grigoleit & Grigoleit, 2005; McKay & 
Blumberg 2006; Valmorbida et al., 2006; 
https://en.wikipedia.org/wiki/Peppermint 

http://www.pfaf.org/user/Plant.aspx
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2.2. Cavidade oral  
  

A cavidade oral é um ambiente altamente favorável à colonização e 

crescimento de uma vasta gama de microrganismos, do qual as bactérias são as 

mais comuns (Aas et al., 2005; Zaura et al., 2009). A presença desses 

microrganismos é essencial para o desenvolvimento normal da fisiologia da 

cavidade oral onde os mesmos contribuem para a prevenção do estabelecimento 

de microrganismos patogênicos (Marsh et al., 2011). 

A maioria das espécies de microrganismos encontradas na cavidade oral 

são comensais, porém alguns deles possuem um papel bem estabelecido na 

etiologia da periodontite e da cárie dentária (Meyer & Taylor 1998). Esses 

microrganismos também têm sido implicados na etiologia de doenças 

sistêmicas como infecções no sistema respiratório, endocardite infecciosa entre 

outras (Barrau et al., 2004).  

Doenças da cavidade oral podem ser controladas por uma higiene oral 

eficiente. No entanto, a maioria dos indivíduos tem dificuldade em manter os 

padrões necessários de controle da placa por períodos prolongados. 

Consequentemente, muitos produtos para cuidados orais são formulados para 

auxiliar no controle da placa dental (Scheie & Petersen, 2008). 

 

2.2.1. Principais bactérias causadoras de patologias da cavidade oral 
 

2.2.1.1. Streptococcus mutans 
 

Um dos principais gêneros envolvidos na formação da placa dental 

corresponde ao gênero Streptococcus, com especial referência à espécie S. 

mutans, (Katsura et al., 2001; Bueno-Silva et al., 2013) que são bactérias Gram-

positivas agrupadas aos pares ou em cadeias e requerem meios 

nutricionalmente ricos para seu crescimento. Possui a superfície dentária como 

o único habitat natural conhecido e não são encontrados na cavidade bucal 

antes da erupção dos dentes (Gold et al., 1973; Canettieri et al., 2006; Marinho 

& Araujo, 2007). 
 

Streptococcus mutans está entre os principais patógenos relacionados ao 

surgimento da cárie devido ao fato de terem sido isolados em um grande 
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número de indivíduos acometidos por essa patologia. Além disso, está 

diretamente envolvido na formação de biofilmes bacterianos cariogênicos 

(Marsh & Martin, 1992). 
 

Isolados de Streptococcus mutans são anaeróbios facultativos e sua 

temperatura ótima de crescimento é de 37 ºC (Gold et al., 1973). Essas bactérias 

propiciam, devido ao seu metabolimso, um nicho acidogênico que extrapola a 

capacidade tampão da saliva, desencadeando alterações na camada mineral da 

superfície dentária e provocando a desmineralização progressiva do esmalte 

(Grönroos, 2000). A capacidade de colonização da superfície do dente e 

iniciação da formação de placa ocorre devido a capacidade dessas bactérias de 

sintetizarem polissacarídeos extracelulares (Haraguchi et al., 2000). 

 

2.2.1.2. Lactobacillus sp. 
 

O gênero Lactobacillus que possui cerca de 80 espécies representa o 

grupo mais numeroso de bactérias que habitam superfícies das mucosas em 

seres humanos, incluindo a cavidade oral. São geralmente vistos como 

conferindo efeitos biológicos benéficos para o hospedeiro, porém, na cavidade 

oral, são frequentemente associadas ao surgimento de cárie (Satokari et al., 

2003; Badet & Thebaud, 2008). 
 

Bactérias do gênero Lactobacillus, como as espécies L. casei, L. 

acidophilus, L. plantarum e L. salivarius não possuem capacidade de aderência 

à superfície dentária, estando associadas à progressão da lesão cariosa. Essas 

bactérias produzem ácidos que causam desmineralização do esmalte dos dentes 

e podem invadir lesões cariosas, contribuindo para a progressão destas lesões 

(Leites et al., 2006; Paradela et al., 2007; Aas et al., 2008). Lactobacillus são 

considerados colonizadores secundários no processo de formação da cárie. Em 

adultos são predominantes em lesões avançadas e em crianças são encontrados, 

mas não como o gênero predominante (Tanzer et al., 2001; Becker et al., 2002; 

Chhour et al., 2005). 

 

2.2.1.3. Staphylococcus aureus 
 

Staphylococcus aureus é um microrganismo que pode ser um comensal 

ou um agente patogenico oportunista potencialmente letal em seres humanos. 
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Representa uma das causas mais comuns de bacteremia (Melzer & Welch, 

2013) e os seres humanos estão frequentemente expostos a essa bactéria, sendo 

o interior das narinas o principal reservatório. Locais de colonização extra-

nasais incluem pele, garganta, períneo, vagina, e trato gastrointestinal 

(Bourgeois-Nicolaos et al., 2010). 
 

Algumas infecções orais como parotidite e mucosite estafilocócica 

podem ser causadas por S. aureus e, além disso, há evidências que sugerem que 

os mesmos podem ser frequentemente isolados da cavidade oral de indivíduos 

saudáveis, porém são mais frequentes em grupos específicos como idosos e 

crianças (Smith et al., 2003; Ohara-Nemoto et al., 2008). 

 

2.2.1.4. Enterococcus sp. 

 

O gênero Enterococcus possui aproximadamente 43 espécies, porém 

apenas algumas são importantes patógenos humanos. As espécies mais 

comumente isoladas e clinicamente importantes são Enterococcus faecalis e 

Enterococcus faecium (Holzapfel & Wood, 2014). 
 

Enterococcus faecalis, um microrganismo com grande capacidade de 

formar biofilmes, é frequentemente isolado na cavidade oral e se encontra 

presente na maioria dos canais dentários que necessitam de retratamento 

(Portenier et al., 2003; Ran et al., 2015). E. faecalis não é considerado como 

parte da microbiota oral normal porém tem sido encontrado em doenças 

comuns como periodontite e cárie  e tem demonstrado  alta capacidade de 

penetrar nos túbulos dentinários (Aas et al., 2005; Paradella et al., 2007; Rams 

et al., 2013). 

 

2.2.2. Biofilme dental 
 

A cavidade oral é um ambiente heterogêneo em relação à 

disponibilidade de nutrientes e condições físico-químicas, assim diferentes 

comunidades bacterianas podem formar biofilmes dentais, também conhecidos 

como placa dentária (Ledder et al., 2010). A formação de biofilme é um 

processo natural no ambiente oral mas deve ser controlado por meio da 

escovação regular, a fim de impedir o desenvolvimento de bactérias 
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patogênicas no biofilme, que produzem metabolitos ácidos que causam 

desmineralização do dente, o que leva a cárie dentária e outras doenças (Marsh 

et al., 2011). 

A placa dentária tem sido descrita como uma estrutura ordenada onde 

colonizadores primários como espécies de Streptococcus inicialmente aderem à 

película que envolve o dente, tornando as condições do meio adequadas para 

colonização de bactérias mais exigentes e após, colonizadores secundários se 

aderem para formar micro-ambientes ecológicos. Os organismos ligados 

sintetizam exopolímeros tais como glucanos, que formam a matriz do biofilme. 

A comunicação entre os microoganismos durante o processo de formação do 

biofilme ocorre através da liberação de moléculas sinalizadoras por um 

mecanismo denominado quorum sensing, onde essas moléculas são detectadas 

por receptores específicos o que permite que as células bacterianas 

identifiquem o tamanho da população por meio da concentração de sinais 

(Kolenbrander, 1988; Bradshaw et al., 1998; Rumjanek et al., 2004; 

Jakubovics, 2010; Peterson et al., 2011). 
 

De acordo com Jenkinson & Lappin-Scott, (2001) as etapas para a 

formação de biofilmes correspondem às adesões iniciais, onde os 

microrganismos passam do estado planctônico ao séssil, formação de 

microlônias, maturação do biofilme e o destacamento de células, como 

representando na figura abaixo (Figura 1). 

Figura 1 Etapas de desenvolvimento do biofilme (Jenkinson & Lappin-Scott, 
2001). 
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Os biofilmes são compostos basicamente por glicoproteínas e 

polissacarídeos, sendo mais tolerantes a agentes antimicrobianos, stress físicos 

e defesas do hospedeiro. Alguns mecanismos podem explicar o aumento da 

resistência dos biofilmes entre eles a restrição da difusão dos agentes 

antimicrobianos pela matriz extracelular, diferenciação de uma subpopulação 

bacteriana em um estado fenotipicamente resistente, expressão de genes 

específicos de resistência a antimicrobianos, entre outros (Pereira, 1999; Patel, 

2005; Ten Cate et al., 2009; Otto, 2013; Lobo et al., 2014).  

A principal ação para a remoção do biofilme dental é a ação mecânica e 

o uso rotineiro de dentifrícios e enxaguatórios bucais contendo agentes 

antimicrobianos (Santos, 2003; Davies, 2008). A busca de produtos com 

propriedades antimicrobianas em materiais dentários, com primeiros registros 

em 1987, possui mais de 170 publicações sobre o assunto (Wang et al., 2014). 

O biofilme dental tem sido considerado o principal fator etiológico da 

doença periodontal, que é caracterizada por uma resposta inflamatória e 

imunológica da gengiva e estruturas subjacentes como o osso alveolar, 

ligamento periodontal e cemento, podendo ser classificada como gengivite, 

quando acomete os tecidos de proteção e como periodontite, quando efeta os 

tecidos de suporte do elemento dentário (Gebran & Gebert, 2002; Pion et al., 

2006).  

Os óleos essenciais têm se destacado como promissora fonte de 

compostos bioativos com potencial aplicação na prevenção e tratamento de 

afecções da cavidade oral, entre elas a formação do biofilme dental (Lynch & 

Robertson, 2008). Possivelmente, os óleos essenciais exercem influencia na 

formação de biofilme pela interferência nas comunicações intercelulares no 

sensor quorum sensing bacteriano, inibição da aderência bacteriana às 

superfícies, inativação das células do biofilme e indução da dispersão precoce 

do biofilme (Gao et al., 2003; Yang et al., 2012; Schillaci et al., 2013). 

A maior parte do conhecimento sobre o metabolismo bacteriano foi 

obtido em estudos de bactérias em estado planctônico (de vida livre), porém 

estima-se que 80% da biomassa bacteriana mundial existam na forma de 

biofilme (Davies, 2003), o que justifica o interesse na descoberta compostos 

com atividade antibiofilme. 
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2.2.3. Cárie dentária  
 

A cárie dentária é conhecida por ser uma das doenças infecciosas orais 

mais prevalentes do mundo e tem o biofilme dental como sua principal causa 

(Bowenand & Koo 2011). Essa doença afeta 60 a 90% das crianças em idade 

escolar e a grande maioria dos adultos, sendo observado um aumento acentuado 

na prevalência a nível global (Petersen, 2005; Bagramian et al., 2009; Menezes 

et al., 2010).  

A cárie é uma doença causada pela ação de ácidos produzidos por 

bactérias cariogencias que promovem um processo de descalcificação do 

esmalte dentário e da dentina e bactérias como Streptococcus mutans e 

Lactobacillus são particularmente eficazes no processo de transformação de 

açúcar em ácido graças à sua capacidade de viverem e de se multiplicarem no 

meio ácido que originam. Acredita-se que S. mutans esteja envolvido com o 

desenvolvimento inicial da cárie, enquanto espécies de Lactobacillus sejam os 

responsáveis pelo comprometimento da lesão (Van Houte, 1993; Reis & Melo, 

2003). Essa doença tem sido associada com um impacto negativo sobre a 

qualidade de vida relacionada à saúde bucal sendo considerada uma doença 

infecciosa multifatorial onde a dieta, infecção microbiana, resposta do 

hospedeiro entre outros fatores desempenham papéis importantes (Smith, 2002; 

Abanto et al., 2011). Algumas medidas como uma higiene oral adequada e dieta 

com menor concentração de carboidratos contribuem para a prevenção da cárie 

dental (Andreolli & Lara, 2004). 

 

Abaixo, (Figura 2) podemos observar lesões cariosas precoces da 

infância. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2 Cárie precoce da infância (Areias et al., 2010). 
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2.3. Dentifrícios e agentes antimicrobianos 
 

A palavra dentifrício, que corresponde a um composto farmacêutico 

usado em conjunto com uma escova de dente para limpar e polir os dentes, 

começou a ser usada na Inglaterra, por volta de 1558 (Fischman, 1992). Ao 

longo da historia os dentifrícios tem sido utilizados por diferentes povos e sua 

composição evoluiu desde os pós constituídos por ervas, minerais, cinzas e 

ossos de animais até aos cremes e géis dentais disponíveis no mercado 

(Wohleber, 2002). 
 

Dentifrícios são produtos semi-sólidos de viscosidade variada, que 

permitem a remoção da placa bacteriana. Os dentifrícios são considerados o 

veículo mais adequado e eficiente para a liberação dos agentes terapêuticos na 

cavidade oral, o que auxilia a remoção mecânica, prevenindo a instalação da 

cárie e demais afecções bucais (Meyer et al., 2007; Irie et al., 2014). 
 

O controle da placa dentária é a chave para a prevenção de doenças da 

cavidade oral, que envolve a inibição do crescimento ou a morte das bactérias 

alvo (Biesbrock et al., 2002; Marsh, 2005). Mesmo com a educação continuada 

da população, a maioria dos indivíduos remove apenas 60% da placa dental 

após a escovação e essa incapacidade de manter uma boa higiene é refletida na 

prevalência generalizada de cárie e outras afecções orais (Claydon, 2008). 
 

Dentre os agentes antimicrobianos utilizados para a prevenção e 

tratamento de doenças na cavidade oral como clorexidina, triclosam, cloreto de 

cetilpiridínio e flúor a clorexidina é a mais eficaz atuando com eficiência na 

redução da placa bacteriana. Em altas concentrações, a clorexidina é bactericida 

e causa dano letal a parede bacteriana, já em doses subletais, inibe o transporte 

de açúcar, a produção de ácido pelas bactérias cariogênicos e inibe a ação das 

enzimas responsáveis pela manutenção de um pH intracelular apropriado 

(Paraskevas, 2005; Fine et., al 2007; Scheie & Petersen, 2008; Passariello et al., 

2014), sendo utilizada pelos profissionais tanto na odontologia veterinária 

quanto na humana (Ribeiro et al., 2007). Porém, seu uso tem sido restrito a 

poucos dias, devido a efeitos indesejáveis, como perda de paladar, 

escurecimento do esmalte dos dentes entre outros (Passariello et al., 2014).  

Devido aos problemas causados pelo uso de compostos sintéticos 

associados a produtos de higiene oral, produtos naturais com atividade 

antibacteriana e antibiofilme estão sendo investigados para melhorar a saúde e 
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prevenir a ocorrência de doenças como a cárie e periodontite, que são causadas 

por formações de biofilme. Desta forma, extratos e óleos essenciais de plantas 

estão sendo investigados como potenciais fontes de novos compostos com 

atividade biológica (Allaker & Douglas 2009; Farrugia et al., 2015). 

 

2.3.1. Fluorose dental 
 

A diminuição da prevalência de cárie dentária tem sido atribuída em 

grande parte ao uso de dentifrício fluoretado (Cury et al., 2004), sendo a 

escovação com esses dentifrícios uma das medidas mais aceitas para o controle 

da cárie dentária (Ricomini et al., 2012). Por outro lado, se o flúor é ingerido 

em doses excessivas pode desencadear o surgimento de alterações estruturais 

conhecidas como fluorose dental, que se caracteriza por manchas no esmalte do 

dente (Fejerskov et al., 1990). 
 

A associação entre o uso precoce de dentifrício fluoretado e a 

prevalência de fluorose dental é amplamente relatado na literatura (Jiménez-

Farfán et al., 2011). O predomínio e gravidade da fluorose dental estão 

relacionados com a quantidade de flúor ingerida, tempo de exposição e da 

duração da exposição (Ferreira et al., 2010). A maioria das marcas comerciais 

de dentifrícios no mercado brasileiro são fluoretadas e servem como fontes 

importantes de flúor, apresentando risco substancial associada à ingestão por 

crianças até seis anos de idade (Mascarenhas, 2000; Falcão et al., 2013). Além 

disso, os dentifrícios para crianças são mais atraentes quando comparados com 

as pastas direcionadas para os adultos, levando, desta forma, a uma utilização 

mais frequente pelas crianças (Nascimento et al., 2013). Dependendo da sua 

gravidade a fluorose dental pode não apenas ter consequências estéticas, mas 

também pode causar dor e afetar negativamente a eficiência mastigatória 

(Washington, 2006). 
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Na Figura abaixo (Figura 3), podemos observar diferentes graus de 

fluorose dentária. 

Leve                                Moderado                      Severo 

Figura 3 Graus leve, moderado e severo da fluorose dentária – Fonte 

Fluoridatron Forum Report, 2002, p. 126. 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

 
● Avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme de óleos essenciais puros e 

associados a cremes dentais sobre bactérias cariogênicas.
 

 

3.2. Objetivos Específicos 
 

 
●Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos óleos essenciais; 
 
●Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos OEs ativos; 
 
●Avaliar o efeito dos oleos essenciais ativos sobre o biofilme bacteriano pré-
formado; 
 
●Avaliar a interação entre os óleos essenciais ativos e a clorexidina; 
 
●Manipular os cremes dentais; 
 
●Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos cremes dentais; 
 
●Avaliar o efeito dos cremes dentais sobre o biofilme bacteriano pré-formado; 
 
●Análise cromatográfica dos óleos essenciais; 
 
●Análise estatística. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Obtenção dos óleos essenciais 

 
Os óleos essenciais utilizados no presente estudo (Tabela 2) foram 

extraídos em escala industrial por hidrodestilação a arraste de vapor pelas 

empresas Empório Laszlo: canela, alecrim, noz moscada e laranja. Empresa 

Ferquima Ind. e Com. de Óleos Essenciais: hortelã, gengibre, orégano, 

tomilho branco, cravo e pelo Laboratório de Síntese de Agroquímicos – UFV 

(LASA): melaleuca, tangerina, lima e eucalipto. 

 
 
Tabela 2 Identificação dos óleos essenciais utilizados. 
 

Nome Científico Nome popular 
Partes 

utilizadas 
Identificação 

usada 
    

Rosmarinus officinalis Alecrim ramos 1 

Cinnamomum zeylanicum Canela do ceilão cascas 2 

Melaleuca alternifolia Melaleuca folhas 3 

Myristica fragrans Noz moscada sementes 4 

Eugenia caryophyllata Cravo talo 5 

Zingiber officinale Gengibre raiz 6 

Citrus sinensis Laranja 
cascas dos 

frutos 7 

Origanum vulgare Orégano folhas 8 

Thymus vulgaris Tomilho branco folhas 9 

Citrus reticulata Tangerina 
cascas dos 

frutos 10 

Citrus aurantifolia Lima comum 
cascas dos 

frutos 11 

Eucalyptus citriodora Eucalipto folhas 12 

Mentha Piperita Hortelã-pimenta folhas 13 
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4.2. Microrganismos utilizados 

 
Foram utilizadas cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, 

Enterococcus sp. e Lactobacillus sp. pertencentes a bacterioteca do Laboratório 

de Doenças bacterianas do Departamento de Veterinária da Universidade 

Federal de Viçosa e cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 pertencentes 

ao Laboratório BioNat do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular-

UFV. 

As bactérias foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 5 mL de 

caldo BHI líquido e cresceram em estufa overnight a 37 °C. Foram transferidos 

1 mL do inóculo de cada bactéria e 1 mL do branco (meio estéril) para 

microtubos distintos. A leitura foi realizada em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 595 nm. O branco foi utilizado para calibrar o 

aparelho. As amostras que não apresentaram absorção entre 0.100 a 0.190 

foram diluídas em série, até obter a leitura mencionada. Obtido a absorção 

desejada, realizou-se duas diluições seriadas 1:10, afim de se obter a 

concentração de 106 UFC mL-1 para o plaqueamento das bactérias. 

 

4.2.1. Armazenamento dos microrganismos utilizados 
 

Culturas bacterianas foram estriadas em placas contendo ágar BHI e 

mantidas por 16 horas a 37 ºC. Para preparo dos estoques as colônias foram 

inoculadas em 5 mL de caldo BHI e mantidas em estufa a 37 ºC por 16-18 

horas. Esse volume foi transferido para microtubos de 1,5 mL e centrifugado a 

6000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento 

ressuspendido em 850 μL de BHI com adição posterior de 150 μL de glicerol 

estéril. Os microtubos foram mantidos a -80 °C.  

 

4.3. Avaliação da atividade antibacteriana dos óleos essenciais  
 

A atividade antibacteriana dos 13 óleos essenciais foi avaliada segundo 

a técnica de difusão em ágar pelo método hole plate em meio BHI segundo a 

metodologia descrita por Bauer e colaboradores (1966), com modificações. 

Após multiplicação por 24 h a 37 ºC, os isolados bacterianos (S. mutans ATCC 
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25175, S. aureus ATCC 25923, Lactobacillus sp. e Enterococcus sp.) foram 

diluídos para a concentração final de 106 UFC.mL-1 e 134 µL das bactérias 

foram acrescidas a 20 mL de meio ágar BHI. Após solidificação, furos de 

aproximadamente 5 mm de diâmetro e 3 mm de altura foram feitos no ágar. 

Foram inoculados em cada poço 10 µL do óleo essencial na concentração de 

100 mg/mL-1, DMSO como controle negativo e gluconato de clorexidina a 

0,12% (PerioGard®) como controle positivo. As placas foram colocadas em 

estufa de crescimento a 37 °C, overnight. Para testes com S. mutans foi 

utilizada jarra de anaerobiose. Após esse período, os halos de inibição foram 

medidos em milímetros. O teste foi realizado em triplicata e as médias dos 

halos de inibição advindas dos tratamentos foram submetidas a análise de 

variância (ANOVA) e teste de Tukey a 5% de significância. 

Segundo Inoue (2014) zonas de inibição menores que 1 mm não 

apresentam atividade antibacteriana, zonas de inibição entre 2-3mm apresentam 

atividade antibacteriana pequena, zona de inibição entre 4-5mm apresentam 

atividade antibacteriana moderada, zona de inibição entre 6-9mm apresentam 

atividade antimicrobiana alta e zonas de inibição maiores a 9mm apresentam 

forte inibição antibacteriana.  

No presente estudo, os óleos que apresentaram halo de inibição acima 

de 6mm foram considerados com potencial ação antibacteriana. 
 
 

4.4. Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos OEs 
ativos 

 
Os testes de concentração inibitória mínima foram realizados com os 

óleos que apresentaram atividade antibacteriana no teste de difusão em ágar 

pela metodologia padronizada de microdiluição em caldo em microplacas de 96 

poços, segundo a metodologia descrita por Benfatti e colaboradores (2010), 

com modificações. Primeiramente, foi realizada uma diluição seriada dos óleos 

essencias de canela, cravo, orégano e tomilho, onde a 100 µL de BHI foram 

adicionados 100 µL de OE; desta solução, 100 µL foram retirados e 

homogeneizados com 100 µL de meio de cultura no poço seguinte, e assim 

sucessivamente, obtendo-se assim concentrações de OE de 10,0 mg/mL, 5 

mg/mL, 2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL, 0,625 mg/mL, 0,312 mg/mL, 0,156 mg/mL e 

0,078 mg/mL.  Para a determinação da CIM do controle positivo, a 
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concentração inicial foi de 0,6 mg/mL. A estas concentrações de OEs foram 

adicionados 100 µL de suspensão bacteriana ajustada para concentração final 

de 10
6
 UFC/mL. Como controle negativo, foi utilizado o solvente 

dimetilsulfóxido (DMSO), sem o óleo essencial e como controle positivo foram 

adicionados 10 µL de gluconato de clorexidina a 0,12% (PerioGard®). Os 

testes foram realizados em duplicata. 
 

A microplaca foi mantida em estufa a 37 ºC por 24 h. Após incubação, 

foram adicionados 20µL do sal MTT (3-{4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-

difeniltetrazolium bromide) (2,0 mg/mL) e a microplaca foi incubada por mais 

30 minutos.  

A CIM baseia-se na capacidade da succinato desidrogenase, uma 

enzima do ciclo de Krebs ativa em mitocôndrias viáveis, de converter o sal de 

tetrazolium (MTT), que é hidrossolúvel e de cor amarela, em cristais de 

formazan, que são insolúveis em água e de cor azul-escura. Essa conversão 

indica a atividade mitocondrial que somente as células viáveis possuem. 

A determinação da CIM foi qualitativa e visual, uma vez que os poços 

com bactérias viáveis são de coloração azul e os poços com bactérias mortas 

permanecem com a coloração do meio de cultura. Considera-se o valor da 

concentração inibitória mínima a concentração do poço sem coloração seguido 

por um poço com crescimento bacteriano. 

Para a classificação dos valores de CIM, foram considerados valores de 

CIM abaixo de 0,5 mg/mL como forte inibição, valores de 0,5 mg/mL a 1,5 

mg/mL relacionados com inibição moderada e valores acima de 1,5 mg mL 

inibição fraca (Aligiannis et al., 2001). 

 Na figura abaixo (Figura 4), podemos observar um exemplo do esquema da 

CIM. 
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Figura 4 Esquema da placa de ELISA para determinação da CIM. Poços com 
coloração amarela possuem bactérias mortas e poços com coloração azul 
bactériais metabolicamente ativas. 
 
 

4.5. Avaliação dos óleos essenciais ativos sobre os biofilmes bacterianos 
pré-formados 

 
A avaliação dos óleos essenciais ativos sobre os biofilmes bacterianos 

pré-formados foi determinada segundo a metodologia descrita por Klein e 

colaboradores (2015), com modificações. Foram utilizadas as cepas S. aureus 

ATCC 25923, S. mutans ATCC 25175 e Enterococcus sp. Em microplacas de 

96 poços, foram adicionados 100 µL de meio de cultura BHI suplementado 

com 0,25% de glicose (BHIg) e 100 µL  de uma suspensão bacteriana 

correspondente a 106 UFC/ mL. A microplaca foi incubada a 37ºC por 24 horas 

e logo após foi feita a leitura de absorvância a 600 nm em leitor de ELISA para 

confirmar a presença de crescimento bacteriano no meio de cultura. O 

sobrenadante foi retirado dos poços cuidadosamente e foram adicionados 200 
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µL de BHIg juntamente com os OEs nas seguintes concentrações: 4XCIM, 

2XCIM, CIM, 1/2CIM e 1/4CIM. A microplaca foi incubada por 6 horas, o 

sobrenadante foi novamente retirado e os poços foram lavados 3 vezes com 200 

µL de tampão PBS 1X em pH 7,4. Logo após, todos os poços foram corados 

com 200 µL de cristal violeta (CV) 0,1% por 30 minutos. O excesso de CV foi 

removido lavando-se os poços por três vezes com 200 µL de água destilada. 

Finalmente, 150 µL de etanol 95% foram adicionados nos poços e após 45 

minutos, foram feitas as leituras de absorvância no comprimento de onda de 

560 nm com agitação por 10 segundos. O controle negativo consistiu de BHI. 

Os testes foram realizados em triplicata. 

4.6. Avaliação da interação entre os óleos essenciais ativos e a clorexidina 
 

O método de checkerboard, que é comumente utilizado para medida de 

inibição interativa, foi utilizado para determinação de sinergismo entre o 

antisséptico bucal (clorexidina) e os óleos essenciais que apresentaram halos de 

inibição com diâmetro superior a 6mm. 

Em microplaca de 96 poços, um volume de 100 µL de caldo BHI foi 

distribuído em cada poço. O antisséptico bucal comercial Periogard® foi 

adicionado (100 µL) ao longo dos poços da primeira coluna em uma 

concentração correspondente a 8XCIM, e diluído serialmente no eixo das 

abscssicas. Terminada a distribuição do antisséptico, o óleo essencial (somente 

os óleos ativos) foi adicionado (100 µL) na primeira linha da placa em uma 

concentração de 4XCIM, e diluído serialmente no eixo das ordenadas. 

Realizadas as diluições, o controle e o OE estarão distribuídos nos poços em 

concentrações variando de 2X até 1/8X CIM. Uma suspensão bacteriana de S. 

mutans ATCC 25175 correspondente a 106 UFC/ mL foi preparada. e desta 

suspensão foram pipetadas 100µL em cada poço. As placas foram incubadas 

por 24h a 37°C. A avaliação da multiplicação bacteriana foi feita utilizando a 

adição de 20 µL de MTT (2 mg/mL) nos poços, e incubando a placa a 37°C por 

30 minutos.  

Na figura abaixo (Figura 5) estão descritos os esquemas de diluições das 

amostras nos poços após as diluições da clorexidina e dos óleos essenciais. 
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Figura 5. Esquema de diluições das amostras nos poços após as diluições 
seriadas de clorexidina e óleos essenciais para o método de checkerboard. 
Concentrações de clorexidina em azul e do óleo em laranja. 
 

A CIM da interação entre o antisséptico e o óleo essencial provém da 

combinação de ambos na menor concentração que inibiu o crescimento 

bacteriano. Os efeitos das combinações foram avaliados pelo cálculo do índice 

CIF (concentração inibitória fracionária) para cada combinação usando as 

fórmulas abaixo. Para o método utilizado, as interações são interpretadas com 

base no ΣCIF, quando este valor é ≤ 0,5, considera-se a interação como 

sinergismo; para 0,5< ΣCIF ≤ 1 a interação é aditiva; para 1< ΣCIF ≤ 4 a 

interação indiferente; e valores maiores que 4 são antagonismo (Palaniappan & 

Holey, 2010). 

 

CIF (antisséptico) = CIM (antisséptico) em combinação  

                                         CIM (antisséptico) sozinho 

 
                  CIF (óleo essencial) = CIM (óleo essencial) em combinação  
                                                        _____________________________ 

                                              CIM (óleo essencial) sozinho 

 
Índice de CIF =Σ = CIF (antisséptico) + CIF (óleo essencial) 

 
 

4.7. Seleção e manipulação dos cremes dentais 
 

Os cremes dentais foram manipulados utilizando os óleos essenciais 

ativos sendo eles os óleos de C. zeylanicum (2), E. caryophyllata (5), O. 
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vulgare (8) e T. vulgaris (9).  A composição e quantidade dos componentes 

utilizados se encontram descritos na Tabela 3. 

 

Tabela 3 Composição e quantidade dos componentes usados na formulação dos 
cremes dentais à base dos óleos essenciais ativos. 

 

Composição 
Cremes Dentais 

Tubos  
      1 2 3 4 5 6 7 8 9 10   

Carbonato de 
cálcio 19% 

190 190 190 190 190 190 190 190 190 190 
          

sorbitol 20% 
200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 

          

lauril sulfato de 
sódio pó 1,2% 

12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 
          

Carboximetil 
celulose 2% 

20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 
          

goma xantana 
1% 

10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 
          

sacarina 0,1% 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Metilparabeno 
0,15% 

1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 
          

Glicerina 3% 30 30 30 30 30 30 30 30 
3
0 30 

água purificada 
qsp 

1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 
          

Concentração 
3 e 5% 2* 5* 8* 9* 2+5# 8+9# 2+9# 5+8# 

2+5+8
+9 BR  

*  Óleos essenciais ativos; #mistura dos óleos; BR pasta pura sem os óleos 
essenciais 

 
Pesaram-se os componentes da formulação. Aqueceu-se 70% da água 

purificada da fórmula a 90
o
C, após, incorporou-se a carboximetilcelulose, 

goma xantana, sacarina, carbonato de cálcio e metilparabeno. Com agitação 

contante incorporou-se o sorbitol a mistura anteriormente formada, ate 

completa homogeneização. Após a homogeinização acrescentou-se o agente 

tensoativo no umectante (glicerina) e homogeneizeinou-se novamente 

lentamente até a formação da pasta. Deixou-se a pasta formada em repouso por 

no minimo 24 horas, sendo em seguida envazada para evitar ressecamento. 
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4.8. Avaliação da atividade antibacteriana dos cremes dentais 

 
Amostras de 1 g de creme dental formuladas com os óleos essenciais a 

3% e 5% foram diluídos em 2 mL de solução salina 0,85% estéril, sendo em 

seguida homogeneizadas em vórtex e centrifugadas a 400 xg por 15 minutos 

com o objetivo de precipitar partículas sólidas do dentifrício. O sobrenadante 

foi retirado e armazenado para posterior análise. 
 

A atividade antibacteriana dos 18 cremes dentais foi avaliada segundo a 

técnica de difusão em ágar pelo método hole plate em meio BHI segundo a 

metodologia descrita por Bauer e colaboradores (1966), com modificações. 

Após multiplicação por 24 h a 37 ºC, os isolados bacterianos (S. mutans ATCC 

25175, S. aureus ATCC 25923, Lactobacillus sp. e Enterococcus sp.) foram 

diluídos para a concentração final de 10
6
 UFC.mL

-1
 e 134 µL das bactérias 

foram acrescidas a 20 mL de meio ágar BHI. Após solidificação, furos de 

aproximadamente 5 mm de diâmetro e 3 mm de altura foram feitos no ágar. 

Foram inoculados em cada poço 10 µL do óleo essencial na concentração de 

100 mg/mL-1, creme dental sem óleo essencial como controle negativo e 

gluconato de clorexidina a 0,12% (PerioGard®) como controle positivo. As 

placas foram colocadas em estufa de crescimento a 37 °C, overnight. Para testes 

com S. mutans foi utilizada jarra de anaerobiose. Após esse período, os halos de 

inibição foram medidos em milímetros. O teste foi realizado em triplicata. 

Foram considerados como potencial atividade antibacteriana halos de inibição 

acima de 6 mm. 
 

As médias dos halos de inibição advindas dos tratamentos foram 

submetidas a análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey a 5% de 

significância. 

 

4.9. Avaliação dos cremes dentais sobre o biofilme bacteriano pré-formado 

 
A avaliação dos cremes dentais sobre os biofilmes bacterianos pré-

formados foi determinada segundo a metodologia descrita por Klein e 

colaboradores (2015), com modificações. Foram utilizadas as cepas S. aureus 

ATCC 25923, S. mutans ATCC 25175 e Enterococcus sp. Em microplacas de 

96 poços, foram adicionados 100 µL de meio de cultura BHI suplementado 

com 0,25% de glicose (BHIg) juntamente com 100 µL  de uma suspensão 

bacteriana correspondente a 106 UFC/mL. A microplaca foi incubada a 37ºC 
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por 24 horas e logo após foi feita a leitura de absorvância a 600 nm em leitor de 

ELISA para confirmar a presença de crescimento bacteriano no meio de 

cultura. O sobrenadante foi retirado dos poços cuidadosamente e foram 

adicionados 200 µL de BHIg juntamente com o sobrenadante dos cremes 

dentais centrifugados nas concentrações de 3% e 5%. A microplaca foi 

incubada por 6 horas, o sobrenadante foi novamente retirado e os poços foram 

lavados 3 vezes com 200 µL de tampão PBS 1X em pH 7,4. Logo após, todos 

os poços foram corados com 200 µL de cristal violeta (CV) 0,1% por 30 

minutos. O excesso de CV foi removido lavando-se os poços por três vezes 

com 200 µL de água destilada. Finalmente, 150 µL de etanol 95% foram 

adicionados nos poços e após 45 minutos, foram feitas as leituras de 

absorvância no comprimento de onda de 560 nm com agitação por 10 segundos. 

O controle negativo consistiu de BHI. Os testes foram realizados em triplicata. 

 

4.10. Análises cromatográficas dos óleos essenciais 

 
Os cromatogramas dos óleos essenciais adquiridos pelas empresas 

Laszlo e Ferquima foram emitidos pelas próprias empresas. As análises 

cromatográficas dos demais óleos, incluindo os que apresentaram atividade, 

foram realizadas em equipamento CG-EM SHIMADZU GCMS-QP5050A do 

Departamento de Química da UFV, coluna cromatográfica DB-5 de 30 m de 

comprimento e 0,25mm de diâmetro interno e 0,5 micrometros de espessura do 

filme. As condições usadas foram temperaturas de 220 °C no injetor, modo split 

(razão: 15), com 40 °C iniciais por 2 minutos acrescidos de 3 °C por minuto até 

240 °C, durante 10 minutos. O fluxo do gás foi de 1,8 mL.min
-1

. 

4.11. Análises Estatísticas 

 
Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias 

comparadas pelo teste de Tukey (P ≤ 0,05) com o software estatístico SAS 

(SAS Institute, 1997). Neste teste, as amostras com o mesmo índice abcd não 

diferem estatisticamente entre si e as amostras com índices diferentes abcd 

diferem estatisticamente. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1. Avaliação da atividade antibacteriana dos óleos essenciais 
 

Os treze óleos essenciais foram avaliados em relação à atividade 

antibacteriana pelo método de difusão em ágar e os óleos que apresentaram 

atividade antibacteriana foram submetidos ao teste de concentração inibitória 

mínima (CIM) e avaliação da atividade antibiofilme. 

Apenas os óleos de canela (2), cravo (5), orégano (8) e tomilho (9) 

apresentaram atividade antibacteriana frente às bactérias Streptococcus mutans 

ATCC 25175, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus sp. e 

Lactobacillus sp. 
 

A Figura abaixo (Figura 6) mostra os resultados dos testes de difusão 

em ágar para os óleos essenciais, controle positivo (digluconato de clorexidina 

a 0,12%) e controle negativo (DMSO). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Atividade antibacteriana dos óleos essenciais de alecrim (1), canela 
(2), melaleuca (3), noz moscada (4), cravo (5) gengibre (6), laranja (7), orégano 
(8), tomilho (9) frente as bactérias Lactobacillus sp. (A) Enterococcus sp. (B) 
Streptococcus mutans (C) Staphylococcus aureus (D). 

 

Na Figura 7 estão apresentadas as médias dos halos de inibição dos 

óleos essenciais ativos, do controle positivo (digluconato de clorexidina a 

0,12%) e a comparação entre as médias obtidas pelo teste de Tukey a 5% de 
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probabilidade. 

Figura 7 Halos de inibição em milímetros dos óleos essenciais de C. 
zeylanicum (2), E. caryophyllata (5), O. vulgare (8), T. vulgaris (9) e 
controle positivo (clorexidina) para as bactérias Streptococcus mutans, 
Staphylococcus aureus, Enterococcus sp. e Lactobacillus sp. 
   

No presente estudo, os óleos essenciais que apresentaram halo de 

inibição acima de 6mm foram considerados com potencial ação antibacteriana, 

assim sendo, os óleos de C. zeylanicum (2), O. vulgare (8) e T. vulgaris (9) 

apresentam forte atividade antibacteriana para todas as bactérias testadas com 

halos de inibição entre 8 e 11 mm. 
 

Os resultados referentes a atividade antibacteriana pelo método de difusão 

em ágar mostraram que os óleos essenciais considerados estatisticamente mais 

eficazes contra S. aureus foram de C. zeylanicum (2) e O. vulgare (8), seguidos 

pelos óleos de E. caryophyllata (5) e T. vulgaris (9), para S. mutans o óleo de 

C. zeylanicum (2) e para Lactobacillus sp. os óleos essenciais de C. zeylanicum 

(2), O. vulgare (8) e T. vulgaris (9) foram os mais eficientes. Para testes com a 

bactéria Enterococcus sp. o óleo essencial C. zeylanicum (2) não diferiu 

estatisticamente do controle positivo (clorexidina), sendo considerado o 

tratamento mais eficaz.  

Os óleos essenciais que apresentaram atividade antibacteriana no 

presente estudo são utilizados como condimentos na dieta humana e, por isso, 
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considerados menos nocivos para humanos que a maioria dos produtos 

sintéticos (Tunc et al., 2000). A comprovação através de estudos científicos das 

atividades biológicas de óleos essenciais são interessantes pois representam 

uma alternativa segura e economica para a substituição de produtos sintéticos. 

Diaz e colaboradores (2007) em estudo utilizando o método de difusão 

em ágar demostraram atividade significativa dos óleos essenciais de C. 

zeylanicum e E. caryophyllata sobre a bactéria Streptococcus mutans ATCC 

25175. Greatt e colaboradores (2014) avaliaram a atividade antibacteriana do 

óleo de C. zeylanicum pelo método de difusão em ágar e verificaram que o 

mesmo apresentou atividade antibacteriana contra a bactéria Enterococcus 

faecalis ATCC 29212, com halos de inibição de 13mm, semelhante ao 

encontrado no presente estudo. 

Ghabraie e colaboradores (2016) em estudo utilizando três métodos, 

incluindo ensaio de difusão em agar, avaliou as atividades antimicrobianas de 

32 OEs contra 5 agentes patogênicos alimentares, entre eles Staphylococcus 

aureus ATCC 29213 e concluíram que os óleos de C. zeylanicum, O. vulgare  e 

T. vulgaris apresentaram atividade contra a bactéria S. aureus. A inibição de S. 

aureus ATCC 25923 também foi descrita por Pereira e colaboradores (2008) 

em estudo que avaliou o efeito inibitório dos óleos essenciais de Cymbopogon 

citratus (capim-limão), Origanum vulgare (orégano) e Syzygium aromaticum 

(cravo-da-índia).  

 

5.2. Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos OEs 
ativos  

 

A concentração inibitória mínima é definida como a menor 

concentração em que um composto apresenta inibição da atividade bacteriana. 

Assim, quanto menor for a concentração de um composto necessária para a 

inibição, melhor será a sua atividade antibacteriana. No presente estudo, o teste 

de concentração inibitória mínima foi realizado somente com os óleos que 

apresentaram ação antibacteriana no teste de difusão em ágar e os resultados 

estão expostos na tabela abaixo (Tabela 4). 
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Tabela 4 Concentração Inibitória Mímina (CIM) dos óleos essenciais ativos 
frente as bactérias Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Lactobacillus 
sp. e  Enterococcus sp.  
 

 
Óleos essenciais 

 Bactérias 
  

S. mutans 
 

S. aureus 
 

Lactobacillus sp 
 
Enterococcus sp       

       CIM (mg/mL)   
          

 C. zeylanicum (2)  0,156  0,625  1,250  0,625 

 E. caryophyllata (5)  0,625  1,250  2,500  2,500 

 O. vulgare (8)  0,625  0,625  1,250  0,625 
 

T. vulgaris (9) 

        

  1,250  1,250  0,625  1,250 
          

 Clorexidina 0,005 0,005 0,005 0,005 
          

  
De acordo com o critério estabelecido para a avaliação da CIM podemos 

observar que o óleo essencial de C. zeylanicum (2) apresentou inibição forte 

com valor de CIM de 0,156 mg/mL para a bactéria Streptococcus mutans, os 

óleos de O. vulgare (8) e T. vulgaris (9) apresentaram inibição moderada para 

todas as bactérias, com valores variando de 0,625 a 1,25 mg/mL e o óleo 

essencial de E. caryophyllata (5) apresentou inibição moderada para as 

bactérias S. mutans (0,625 mg/mL) e Staphylococcus aureus (1,25 mg/mL) e 

inibição fraca para Lactobacillus sp. (2,50 mg/mL) e Enterococcus sp. (2,50 

mg/mL). 

A forte inibição do óleo essencial de canela para a bactéria S. mutans e 

um dado interessante frente a importância dessa bactéria na formação do 

biofilme dental e lesões cariosas (Bueno-Silva et al., 2013). 

O interesse por agentes antibacterianos naturais tem aumentado e 

estudos das atividades antibacterianas desses produtos vêm demostrando que 

os mesmos apresentam eficácia frente a diferentes microrganismos. A 

utilização de plantas medicinais no tratamento e prevenção de patologias da 

cavidade bucal apresenta várias vantagens em relação ao tratamento alopático, 

entre elas o menor custo e a menor toxicidade (França et al., 2007). 
 

Fani e colaboradores (2011) em estudo utilizando o método de CIM 

descreveu a atividade antibacteriana do óleo de C. zeylanicum contra a bactéria 

S. mutans isolada de dentes cariados. Já o óleo essencial de E. caryophyllata 
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foi ativo contra S. mutans apresentado MIC de 0,6 mg/ml (Silvestri et al., 

2010), valor semelhante ao encontrado em nosso estudo.  

Da mesma forma, o óleo essencial de T. vulgaris apresentou atividade 

inibitória contra as bactérias S. mutans ATCC 25175 e S. aureus ATCC 25923 

atraves das técnicas de CIM e CBM (Freire et al., 2014) e Santos e 

colaboradores (2010) reportaram que o óleo de T. vulgaris puro e incorporado a 

enxaguatório bucal inibiu a bactéria S. mutans ATCC 25175 pelo método de 

CIM.  

Unlu e colaboradores (2010), em estudo utilizando o óleo essencial das 

cascas de C. zeylanicum identificaram atividade antibacteriana contra a bactéria 

S. aureus ATCC 29213 e encontraram um valor de CIM de 0,56 mg/mL, o que 

se assemelha ao encontrado no presente estudo. Jovanka e colaboradores (2011) 

concordam que o óleo essencial de O. vulgare foi eficaz contra a bactéria S. 

aureus com valor de CIM de 0,78 mg/mL, valor similar ao encontrado no 

presente estudo.  

Diversos estudos na literatura utilizando CIM descrevem a efetiva 

inibição de S. aureus pelos óleos essenciais de C. zeylanicum (Lopez et al., 

2007; Probst et al., 2011; Barbosa et., 2015) O. vulgare (Lopez et al., 2007; 

Oliveira et al., 2009; Costa et al., 2009; Höferl et al., β009; Soković et al., β010; 

Silveira et al., 2012; Pesavento et al., 2015; Miller et al., 2015), T. vulgaris 

(Höferl et al., β009; Soković et al., β010; Sienkiewicz et al., β011; Pesavento et 

al., 2015) e E. caryophyllata (Hernández-Ochoa et al., 2014). 

Como em nosso estudo, Enterococcus sp. foi inibida pelos óleos 

essenciais de T. vulgaris (Sienkiewicz et al., 2011) e C. zeylanicum (Urbaniak 

et al., 2014) pelo método de CIM.   

O óleo essencial de O. vulgare inibiu Lactobacillus acidophillus (Miller 

et al., 2015) e Lactobacillus plantarum (Silveira et al., 2012), e o óleo de C. 

zeylanicum e T. vulgaris apresentaram atividade antibacteriana contra diferentes 

espécies de Lactobacillus (Dunn et al., 2016).  

Os resultados demostrando a eficácia antibacteriana dos óleos essencias 

de canela (2), cravo (5), orégano (8) e tomilho (9) utilizados no presente estudo 

corrobam com resultados descritos na literatura tornando-os uma possível 

alternativa para aplicação nas indústrias farmacêuticas, de alimentos e 

cosméticas, devido aos seus efeitos biológicos comprovados. 
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5.3. Avaliação dos óleos essenciais ativos sobre o biofilme bacteriano pré-
formado 
 

A avaliação dos óleos essenciais ativos sobre os biofilmes foi realizada 

utilizando as bactérias Streptococcus mutans ATCC 25175, Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 e Enterococcus sp. Não foi utilizada a bactéria 

Lactobacillus sp. pois a mesma não forma biofilme.  

Quanto menor a concentração do óleo essencial utilizada para inibir o 

biofilme, mais forte é considerada a inibição. Nas figuras abaixo (Figuras 8, 9 e 

10), estão representadas as atividades antibiofilme dos óleos essenciais de C. 

zeylanicum (2), E. caryophyllata (5), O. vulgare (8) e Thymus vulgaris (9) 

sobre S. mutans, S. aureus e Enterococcus sp. 

 

Figura 8 Porcentagem de inibição dos óleos essenciais de C. zeylanicum (2), 
E. caryophyllata (5), O. vulgare (8) e T. vulgaris (9) sobre o biofilme pré-
formado de Streptococcus mutans utilizando valores de CIM (concentração 
inibitória mínima). 
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Figura 9 Porcentagem de inibição dos óleos essenciais de C. zeylanicum (2), E. 
caryophyllata (5), O. vulgare (8) e T. vulgaris (9) sobre o biofilme pré-formado 
de Staphylococcus aureus utilizando valores de CIM (concentração inibitória 
mínima). 
 

 
Figura 10 Porcentagem de inibição dos óleos essenciais de C. zeylanicum (2), 
E. caryophyllata (5), O. vulgare (8) e T. vulgaris (9) sobre o biofilme pré-
formado de Enterococcus sp. utilizando valores de CIM (concentração 
inibitória mínima). 

 

Os resultados da atividade antibiofilme dos óleos essenciais sobre o 

biofilme pré-formado de S. mutans (Figura 8) indicaram que o óleo essencial de 

T. vulgaris (9) reduziu 72% do biofilme dessa espécie na maior concentração 
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testada, 4XCIM (5mg/mL), porém, sendo considerado um inibidor fraco. Por 

outro lado o óleo essencial de E. caryophyllata (5) inibiu o biofilme em todas as 

concentrações testadas, variando de 39,2% a 45,6% e apresentando dois valores 

de CIM fortes, sendo eles 0,312 mg/mL (1/2CIM) e 0,156 mg/mL (1/4CIM). Já 

o óleo essencial de C. zeylanicum (2) inibiu a o biofilme de S. mutans de 35,4% 

a 43,3% em quatro das cinco concentrações testadas sendo os quatro valores de 

CIM utilizados considerados fortes inibidores (0,312 mg/mL (2XCIM), 0,156 

mg/mL (CIM), 0,078 mg/mL (1/2 CIM) e 0,039 mg/mL (1/4 CIM).  

Os óleos essenciais de C. zeylanicum (2), E. caryophyllata (5), O. 

vulgare (8) e Thymus vulgaris (9) inibiram o biofilme pré-formado de S. aureus 

de 92,3% a 95% (Figura 9). O óleo essencial de C. zeylanicum (2) e O. vulgare 

(8) foram considerados inibidores fortes em duas concentrações utilizadas 

sendo elas 1/2 CIM (0,312 mg/mL) e 1/4 CIM (0,156 mg/mL) e o óleo de E. 

caryophyllata (5) e Thymus vulgaris (9) em uma concentração, correspondente 

a 1/4 CIM (0,312 mg/mL). 
 

Para a bactéria Enterococcus sp. os óleos essenciais de C. zeylanicum 

(2), E. caryophyllata (5) e O. vulgare (8) apresentaram atividade antibiofilme 

em todas as concentrações testadas, tendo o óleo essencial de C. zeylanicum (2) 

apresentado inibição variando de 35%, a 47%, o óleo de E. caryophyllata (5) de 

21% a 47% e o óleo de  O. vulgare (8) de 43% a 60%. Já o óleo de Thymus 

vulgaris (9) não apresentou atividade na menor concentração testada, sendo sua 

maior inibição referente a 53% na maior concentração utilizada (Figura 10). O 

óleo de O. vulgare (8) e de C. zeylanicum (2) apresentaram duas inibições 

fortes sobre o biofilme de Enterococcus sp. sendo elas 1/2 CIM (0,312 mg/mL) 

e 1/4CIM (0,156 mg/mL).  

No presente estudo, os óleos essenciais testados apresentaram atividade 

contra o biofilme pré-formado das três bactérias utilizadas e o melhor resultado 

foi obtido para a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923 onde os quatro 

óleos inibiram em torno de 90% do seu biofilme. 

A formação de biofilmes é um fator chave no estabelecimento e 

persistência de infecções causadas por microrganismos em seres humanos e em 

animais (Konto-Ghiorghi et al., 2009). Doenças da cavidade oral como cárie e a 

doença periodontal estão diretamente relacionadas com a capacidade das 

bactérias formarem biofilme (Rosan & Lamont, 2000).  
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A significativa inibição do biofilme de S. aureus em nosso estudo é um 

dado interessante frente a importância dessa espécie bacteriana, não só para a 

área odontológica mais para a área de saúde em geral já que S. aureus é uma 

bactéria normalmente comensal mais que pode causar doenças agudas e 

crônicas graves, com potencial risco de morte, sendo o tratamento com 

antibióticos frequentemente ineficaz devido ao desenvolvimento de estirpes 

resistentes (Otto, 2010; DeLeo et al., 2010).  

Como em nosso estudo, Filoche e colaboradores (2005) avaliaram os 

efeitos do óleo essencial de C. zeylanicum sobre biofilme pré-formado de 

Streptococcus mutans ATCC 25175. O biofilme pré-formado foi estabelecido 

em placa de microtitulação de 96 poços e incubado por 24 horas. Como 

resultado, os autores demostraram que o óleo de C. zeylanicum apresentou 

significativa atividade contra o biofilme dessa espécie. 

Ciandrini e colaboradores (2014) em estudo avaliando os efeitos do 

carvacrol, composto presente nos óleos essenciais de orégano e tomilho, sobre 

biofilmes pré-formados de patógenos orais entre eles S. mutans ATCC 25175 

concluiram que esse composto mostrou atividade inibitória contra o biofilme da 

bactéria S. mutans. O eugenol, componente majoritário do óleo essencial de E. 

caryophyllata também reduziu biofilmes de S. mutans em estudo realizado por 

Adil e colaboradores (2014).  
 

Nostro e colaboradores (2007) avaliaram a atividade antibiofilme do 

óleo de O. vulgare e dos compostos carvacrol e timol sobre estirpes de 

Staphylococcus epidermidis e S. aureus isoladas a partir de infecções oculares 

onde os isolados foram cultivados em placas de microtitulação e incubados por 

24 h para a formação do biofilme. O valor de CIB foi determinado, 

demostrando que os óleos testados promoveram baixa formação de biofilme 

frente as estirpes utilizadas. 

Na literatura e possível encontrar estudos demostrando a efetiva 

atividade antibiofilme dos óleos essenciais de T. vulgaris (Vázquez-SÁnchez et 

al., 2015) O. vulgare (Schillaci et al., 2013), E. caryophyllata e C. zeylanicum 

(Budri et al., 2015) sobre biofilmes de S. aureus. 
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5.4. Avaliação da interação entre os óleos essenciais e a clorexidina  

 
Para a avaliação da interação entre os óleos essenciais ativos e a 

clorexidina foi utilizado o método checkerboard, conhecido como tabuleiro de 

damas. 

Na tabela abaixo (Tabela 5) encontra-se os resultados da interação entre os 

óleos de C. zeylanicum (2), E. caryophyllata (5), O. vulgare (8) e T. vulgaris 

(9) com a clorexidina sobre a bactéria Streptococcus mutans. 

 
Tabela 5 Interação entre os óleos essenciais ativos e a clorexidina sobre 
Streptococcus mutans. 

 
Óleo essencial Antisséptico 

bucal 

CIF 

(Antis.) 

CIF 

(óleo) 

∑ CIF Interação 

C. zeylanicum PerioGard® 2 0,125 2,125 Indiferente 

E. caryophyllata PerioGard® 0,125 2 2,125 Indiferente 

O. vulgare 

T. vulgaris 

PerioGard® 1 

0,125 

0,5 1,50 Indiferente 

PerioGard® 0,125 0,25 Sinergismo 

 
A interação entre óleos essenciais podem produzir diferentes efeitos, 

entre eles o sinergismo, que ocorre quando a combinação dos óleos é maior do 

que a soma dos efeitos individuais (Toroglu, 2011; Herman et al., 2016). 

De acordo com o critério estabelecido para avaliar a interação entre os 

óleos essenciais e a clorexidina observou-se sinergia entre o óleo essencial de T. 

vulgaris (9) com clorexidina, com um ∑CIF de 0,β5. 

Esse resultado é muito interessante já que a clorexidina é um dos 

antissépticos bucais mais utilizados para prevenção e controle da placa dentária, 

porém seu uso diário pode desencadear efeitos colaterais indesejáveis como 

manchas nos dentes e na língua, perda do paladar e sensação de queimação na 

mucosa oral. Por isso, outras formulações têm sido desenvolvidas para melhora 

desses aspectos, mantendo-se o adequado controle da formação da placa 

bacteriana na cavidade oral (Marinho & Araujo 2007). Como a clorexidina é 

eficiente no controle da placa bacteriana uma associação desta com óleos 

essenciais que reconhecidamente possuem atividade antimicrobiana pode vir a 

reduzir a concentração de clorexidina usada e assim, minimizar seus efeitos 

colaterais. 
 

A clorexidina tem sido associada a óleos essenciais para a observação 
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de sinergismo, como em estudo realizado por Hendry e colaboradores (2009) 

utilizando o ensaio de tabuleiro de damas, que concluiu que a clorexidina 

apresentou efeito sinergístico associado ao óleo de eucalipto e ao composto 1,8-

cineol contra uma ampla gama de microrganismos nas formas planctônicas e 

sésseis, entre eles Staphylococcus aureus. 

 

5.5. Avaliação da atividade antibacteriana dos cremes dentais 

 
Os 18 cremes dentais foram avaliados em relação à atividade 

antibacteriana pelo método de difusão em ágar utilizando os microrganismos 

Streptococcus mutans ATCC 25175, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Lactobacillus sp. e Enterococcus sp. Antes, porém, os cremes dentais foram 

diluídos e centrifugados para a retirada de partículas sólidas. 
 

As Figuras 11, 12, 13 e 14 mostram os resultados dos testes de difusão 

em ágar para os cremes dentais com óleos essenciais nas concentrações de 3% 

e 5% e controle positivo (clorexidina) e a comparação entre as médias obtidas 

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

Como já descrito, halos de inibição acima de 6mm foram considerados 

como potencial atividade antibacteriana. 

Figura 11 Médias dos halos de inibição (milímetros) dos cremes dentais a 3% e 
5% frente à bactéria Streptococcus mutans: C. zeylanicum (2), E. caryophyllata 
(5), O. vulgare (8),  T. vulgaris (9). 
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De acordo com as análises estatísticas apresentadas na Figura 11, pode-se 

observar que a maioria dos cremes dentais, puros e em associações, não 

apresentaram diferenças estatísticas entre si frente à bactéria S. mutans. Apenas 

o creme dental com óleo essencial de orégano (8) + tomilho (9) a 5% e o creme 

dental com os quatro óleos associados a 3% apresentaram diferenças 

estatísticas, sendo considerados os tratamentos menos eficazes. 
 

O critério estabelecido para avaliar a atividade antibacteriana evidenciou 

que os cremes dentais de canela (2) a 3% (7mm) e a 5% (7,3mm), cravo (5) a 

5% (7mm), orégano (8) (6,66mm), tomilho (9) a 5% (7,3mm) e cravo (5) + 

orégano (8)  (6,66mm) apresentaram significativo potencial de inibição. 

 

 
 
Figura 12 Médias dos halos de inibição (milímetros) dos cremes dentais a 3% e 
5% frente à bactéria Staphylococcus aureus: C. zeylanicum (2), E. 
caryophyllata (5), O. vulgare (8),  T. vulgaris (9). 
 

Para a bactéria S. aureus a associação dos óleos essenciais de cravo (5) + 

orégano (8) nas concentrações de 3% e 5%, foram estatisticamente mais 

eficazes, seguidas pelos cremes dentais com a associação dos quatro óleos 

essenciais (Figura 12). 
 

Quanto aos valores dos halos de inibição, treze dos 18 cremes dentais 

foram considerados com potencial atividade antibacteriana.    
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Figura 13 Médias dos halos de inibição (milímetros) dos cremes dentais a 3% e 
5% frente à bactéria Lactobacillus sp. C. zeylanicum (2), E. caryophyllata (5), 
O. vulgare (8), T. vulgaris (9). 
 

Os cremes dentais mostraram similaridade de acordo com as análises 

estatísticas para inibição de Lactobacillus sp. (Figura 13). 
 

No entanto, apenas os cremes dentais com óleo essencial de canela (2) a 

3% (7mm) e 5% (7,3mm) e com o óleo essencial de tomilho (9) a 5% (7mm) 

foram considerados com potencial atividade antibacteriana. 

 

Figura 14 Médias dos halos de inibição (milímetros) dos cremes dentais a 3% e 
5% frente à bactéria Enterococcus sp: C. zeylanicum (2), E. caryophyllata (5), 
O. vulgare (8), T. vulgaris (9). 
 

Os cremes dentais que foram estatisticamente melhores para 

Enterococcus sp. foram os cremes dentais incorporados com óleo de tomilho 
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(9) a 3% e 5%, seguidos pelos cremes dentais com óleos de canela (2) (3% e 

5%), cravo (5) (3% e 5%), orégano (8) (3% e 5%) e cravo (5) + orégano (8) 

(3%).  (Figura 14). 
 

Os cremes dentais de canela (2) a 5% (7mm) e tomilho (9) a 3% 

(7mm) e a 5% (7,3mm) foram considerados com significativa ação 

antibacteriana, devido aos seus halos de inibição estarem acima de 6mm. 

O uso de fitoterápicos naturais com atividade antibacteriana pode 

contribuir para o controle do crescimento microbiano na cavidade oral, 

minimizando os transtornos causados pelo uso de antibacterinaos sintéticos 

(Salgado et al., 2006). 

Oliveira e colaboradores (2008) utilizando o método de difusão em ágar 

avaliou a atividade antibacteriana dos OEs de Cymbopogon citratus (capim 

limão), Eugenia caryophyllata (cravo) e Cinnamomum zeylanicum (canela) 

puros e incorporados a géis dentais sobre as bactérias cariogênicas 

Streptococcus mutans ATCC 25175 e Lactobacillus casei isolado a partir do 

produto lácteo Yakult 40 e demostraram que tanto os óleos essenciais quanto os 

géis inibiram ambas as bactérias. A média do halo de inibição do gel dentifrício 

contendo óleo essencial de cravo foi de 7mm para a bactéria S. mutans, sendo o 

mesmo halo de inibição encontrado no presente estudo.  
 

Estudo in vitro realizado por Gonçalves e colaboradores (2011) 

utilizando o ensaio de diluição em caldo concluiu que o óleo essencial de 

tomilho e cremes dentais incorporado com óleo de tomilho a 1%, 5% e 10% 

apresentaram atividade antibacteriana contra a bactéria Streptococcus mutans 

ATCC 25175, sendo observadas atividades inibitórias em ambas as 

concentrações. 

A eficácia dos cremes dentais utilizados em nosso estudo ocorreu em 

ambas as concentrações, o que é interessante visto que a menor concentração 

pode ser considerada viável tanto em termos de custo como em termos de 

palatabilidade. 

 

5.6. Avaliação dos cremes dentais sobre o biofilme bacteriano pré-formado 

 
A avaliação dos cremes dentais nas concentrações 3% e 5% foi 

realizada com os biofilmes pré-formados das bactérias Streptococcus mutans 
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ATCC 25175, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Enterococcus sp. Os 

resultados estão expressos nas figuras 15, 16 e 17. 

Figura 15 Porcentagem de inibição dos cremes dentais a 3% e 5% sobre o 
biofilme pré-formado de Streptococcus mutans: C. zeylanicum (2), E. 
caryophyllata (5), O. vulgare (8), T. vulgaris (9). 
 

 
Figura 16 Porcentagem de inibição dos cremes dentais a 3% e 5% sobre o 
biofilme pré-formado de Staphylococcus aureus: C. zeylanicum (2), E. 
caryophyllata (5), O. vulgare (8), T. vulgaris (9). 
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Figura 17 Porcentagem de inibição dos cremes dentais a 3% e 5% sobre o 
biofilme pré-formado de Enterococcus sp.: C. zeylanicum (2), E. caryophyllata 
(5), O. vulgare (8), T. vulgaris (9). 
 

Para os testes de atividade de inibição do biofilme pré-formado dos 

cremes dentais contra a bactéria S. mutans (Figura 15) observou-se que os 

cremes dentais com a associação dos quatro óleos essenciais foi muito eficaz, 

inibindo 100% do biofilme, seguido pelo creme dental contendo óleo de cravo 

(5) a 3% (96%) e a associação de cravo (5) + tomilho (9) a 3% (92%). 

Os cremes dentais que apresentaram maior atividade contra o biofilme 

de S. aureus (Figura 16) foram os que continham óleo de cravo (5) a 3% (68%) 

e 5% (64%), orégano (8) a 3% (67%), canela (2) + cravo (5) a 3% (66%) e 

cravo (5) + orégano (8) a 3% (62%). De modo geral, 12 dos 18 cremes dentais 

inibiram em mais de 50% o biofilme de S. aureus.  

Para inibição do biofilme pré-formado de Enterococcus sp. (Figura 17), 

os cremes dentais mais ativos foram os de orégano (8) a 3% (65%) e cravo (5) 

+ orégano (8) a 3% (64%), porém todos os cremes dentais obtiveram mais de 

45% de ação sobre o biofilme dessa espécie. 

A comparação dos resultados dos testes com os cremes dentais 

utilizados no presente estudo com trabalhos da literatura se torna difícil devido 

a escassez de estudos semelhantes, porém, estudos com cremes dentais 

contendo óleos essenciais e extratos visando atividades antibiofilmes tem 
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apresentado resultados promissores, como o estudo realizado por Shayegh e 

colaboradores (2008) que verificaram que a incorporação de óleos essenciais de 

Mentha piperita (hortelã-pimenta) e Cuminum cyminum (cominho) a cremes 

dentais reduziu o biofilme dental de Streptococcus mutans e Streptococcus 

pyogenes em estudo in vivo. Já Santamaria e colaboradores (2014) 

demonstraram que gel dental contendo óleo essencial de Melaleuca alternifolia 

foi eficaz na redução do biofilme dental e do número de colônias de bactérias 

cariogenicas. 

Enxaguatórios bucais à base do extrato de aroeira e do extrato de 

camomila mostraram-se eficazes no controle da placa bacteriana, bem como no 

tratamento da gengivite crônica em estudo in vivo realizado por Lins e 

colaboradores (2013). 
 

No presente estudo foi observado que ambas as concentração de cremes 

dentais (3% e 5%) foram eficazes contra as bactérias cariogênicas, o que indica 

que a concentração não influenciou a atividade biológica. Gonçalves e 

colaboradores (2011) também concluiram que a menor concentração (1%) do 

creme dental contendo óleo essencial de Thymus vulgaris foi tão eficaz quanto 

as concentrações maiores (5% e 10%) em estudo in vitro utilizando cepas de 

Streptococcus mutans ATCC 25175. 
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5.7. Análise cromatografica dos óleos essenciais 
 

Na tabela abaixo (Tabela 5) estão descritos os principais 

componentes majoritários dos treze óleos essenciais utilizados no presente 

estudo.  

 

Tabela 6 Principais componentes dos óleos essenciais estudados. 

*Óleos essenciais ativos 

Nome comum Nome científico (família)  Componentes majoritários  

Alecrim (1) Rosmarinus officinalis 
(Labiatae) 

1,8-cineol (41,β%), α-pineno 
(14,3%), canfora (11, 4%). 

Canela (2)* Cinnamomum zeylanicum 
(Lauraceae) 

E-cinamaldeído (69,65%), 
acetato de cinamila (6,60%), ȕ-
linalol (5,85%). 

Melaleuca (3) Melaleuca alternifólia 
(Myrtaceae) 

Terpinen-4-ol (47,14%), -
terpineno (21,63%), 4-(+)-
careno (8,50%). 

Noz moscada (4) Myristica fragrans 
(Myristicaceae) 

Sabineno (19,9%), α-pineno 
(16,4%), miristicina (15,0%). 

Cravo (5)* Eugenia caryophyllus 
(Myrtaceae) 

Eugenol (90,84%), cariofileno 
(6,60%), α-cariofileno (1,12%). 

Gengibre (6) Zingiber officinale 
(Zingiberaceae) 

Zingibereno (33%), ȕ-
sesquifelandreno (12%), ȕ-
bisaboleno (10%), canfeno 
(8%), mirceno (7%). 

Laranja (7) Citrus sinensis (Rutaceae) Limoneno (95,48%), mirceno 
(2,10%). 

Orégano (8)* Origanum vulgare 
(Lamiaceae) 

Carvacrol (46,81%), p-cimeno 
(17%), cariofileno (6,64%), 
timol (6,62%). 

Tomilho (9)* Thymus vulgaris 
(Lamiaceae) 

Timol (48,43%), p-cimeno 
(28,81%), ȕ-linalol (6,05%), -
terpineno (3,85%). 

Tangerina (10) Citrus reticulata 
(Rutaceae) 

d-limoneno (87,44%), m-cimeno 
(5,91%) miraceno (1,28%). 

Lima (11) Citrus aurantifolia  
(Rutaceae) 

d-limoneno (54,10%), ȕ-pineno 
(13,59%), -terpineno (12,64%). 

Eucalipto limao 
(12) 

Eucalyptus citriodora  
(Myrtaceae) 

Citronelal (73.37%), citronelol 
(6,93%), dl-isopulegol (6,41%) 

Hortelã-pimenta 
(13) 

Mentha Piperita 
(Lamiaceae) 

Mentol (55%), mentona (25%), 
acetato de metilo (10%). 
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5.7.1 Cromatograma do óleo essencial Cinnamomum zeylanicum (Canela) 
  
 

 9  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 18 Cromatograma do óleo essencial de Cinnamomum zeylanicum. 
 
Tabela 7 Principais componentes encontrados no óleo essencial de C. 
zeylanicum. 

  

Pico 

 

Tr (min) 

  

Composto 

Índice de 
similaridade 

(%)  % 

  

IK  

 

IK*         
                 
 1 12.649   o-cimeno   97% 1.51  1.017 1.016 [1] 

 2 12.813   
beta-

felandreno   92% 1.29  1.021 1.023 [2] 

 3 12.891   eucaliptol   96% 1.40  1.023 1.025 [3] 
  4  16.274   ȕ-linalol   97%    5.85  1.095  1.098 [1] 

  5  24.403   
E-

cinamaldeído   97%    69.65  1.272  1.268 [4] 

  6  28.008   eugenol   97%    4.94  1.354  1.356 [5] 
 7 28.596   α-copaeno   93% 2.67  1.368 1.376 [5] 

 8 30.393   ȕ-cariofileno   96% 2.23  1.410 1.418 [5] 

  9  31.683   
acetato de 
cinamila   96% 6.60   1.442  1.443 [5] 

 
 

Figura 19 Compostos majoritários encontrados no óleo essencial de C. 
zeylanicum. 
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5.7.2 Cromatograma do óleo essencial de Eugenia caryophyllata (Cravo) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20 Cromatograma do óleo essencial de Eugenia caryophyllata. 

 
Tabela 8 Principais componentes encontrados no óleo essencial de E. 
caryophyllata.  

 

 
 
 
 

Figura 21 Compostos majoritários encontrados no óleo essencial de E. 
caryophyllata. 
 
 
 
 
 
 
 
 

Pico 
Tr 

(min) Composto 
Índice de 

similaridade (%)     %      IK          IK* 
1 28.289 eugenol 97% 90.84 1.361 1.356 [1] 

2 30.434 ȕ-cariofileno 96% 6.60 1.411 1.418 [1] 

3 31.813 α-cariofileno 96% 1.12 1.445 1.444 [2] 

4 36.936 Óx. de cariofileno 94% 1.20 1.567 1.572 [3] 
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5.7.3 Cromatograma do óleo essencial Origanum vulgare (Orégano) 
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Figura 22 Cromatograma do óleo essencial de Origanum vulgare. 

 

Tabela 9 Principais componentes encontrados no óleo essencial de O. vulgare. 

 

 Pico Tr  Composto % Índice de IK  IK * 
  (min)   similaridade   
     (%)   
        

 1 10.459 ȕ-pineno 2.64 94% 968 964 [1] 
        

 2 12.680 o-cimeno 17.00 97% 1.018 1.016 [2] 
 3 12.852 d-limoneno 1.58 96% 1.022 1.031 [3] 

 4 12.926 eucaliptol 2.75 96% 1.023 1.025 [4] 
 5 14.283 Ȗ-terpineno 4.27 97% 1.053 1.055 [5] 

 6 16.296 ȕ-linalol 5.83 97% 1.096 1.098 [2] 
 7 18.189 Cânfora 1.24 96% 1.136 1.139 [5] 

 8 19.249 (1S)-borneol 2.20 97% 1.159 1.160 [6] 

 9 19.823 terpinen-4-ol 1.30 97% 1.171 1.178 [7] 
 10 25.328 timol 6.62 97% 1.292 1.290 [8] 

 11 25.942 carvacrol 46.81 95% 1.306 1.299 [9] 

 12 30.418 ȕ-cariofileno 6.64 96% 1.410 1.418 [10] 
 13 31.812 Β-humuleno 1.60 96% 1.445 1.440 [10] 

 14 36.938 
óxido de 

cariofileno 2.28 93% 1.574 1.572 [4] 
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Figura 23 Compostos majoritários encontrados no óleo essencial de O. 
vulgare. 
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5.7.4 Cromatograma do óleo essencial Thymus vulgaris (Tomilho branco) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 24 Cromatograma do óleo essencial de Thymus vulgaris. 
 

 
Tabela 10 Principais componentes encontrados no óleo essencial de T. vulgaris 
 

  
Pico 

 
TR 

 
Composto 

 
% 

 Índice de   
IK  

 
IK *       similaridade    

    (min)      (%)      
                

 1 8.706  α-pineno    2.10  97       926 926 [1] 
               

  2  12.781  o-cimeno    28.81  96   1.020    1.016 [2] 
                

 3 12.972  eucaliptol   1.33  96       1.024    1.039 [3] 
          

  4  14.315  Ȗ-terpineno    3.85  97     1.053    1.074 [3] 

  5  16.342  ȕ-linalol    6.05  98     1.097    1.098 [2] 
                

  6  25.521  timol    48.43  97   1.296    1.290 [4] 
                

 7 25.773  carvacrol    2.83  95     1.302    1.299 [5] 
                

 
 

 
Figura 25 Compostos majoritários encontrados no óleo essencial de T. vulgaris 
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No presente estudo, os resultados das análises cromatográficas dos óleos 

essenciais demostraram que os principais compostos do óleo essencial de C. 

zeylanicum foram E-cinamaldeído (69,65%), acetato de cinamila (6,60%), beta-

linalol (5,85%) e eugenol (4,94%) (Figura 19 e Tabela 7). 

Andrade e colaboradores (2012) identificaram 14 constituintes no óleo 

essencial das cascas da C. zeylanicum, sendo os fenilpropanóides (E)- 

cinamaldeído (77,72%) e acetato de (E)-cinamila (5,99%) os componentes mais 

abundantes. Estes dados se assemelham aos encontrados no presente estudo. 

Feniman e colaboradores (2012) também encontraram uma porcentagem do 

composto cinamaldeído (67,58%) semelhante. Da mesma forma, Unlu e 

colaboradores (2010) identificaram como componente majoritário do óleo 

essencial de C. zeylanicum o cinamaldeído, perfazendo 68,95% da constituição 

do óleo. 

Os componentes majoritários do óleo de E. caryophyllata encontrados 

no presente estudo foram eugenol (90,84%) e ȕ-cariofileno (6,60%) (Figura 21 

e Tabela 8). 

De forma semelhante ao presente trabalho, Maida e colaboradores 

(2014) identificaram como metabolitos principais do óleo essencial de E. 

caryophyllata (5) o composto eugenol (85%), um fenilpropanóide típico, e o 

composto ȕ-cariofileno (9%), um hidrocarboneto sesquiterpenico. Também, 

Pereira e colaboradores (2008) encontraram como componente mais abundante 

do óleo essencial de E. caryophyllata o composto eugenol, perfazendo 86,3% 

da constituição do óleo. Da mesma forma, Silvestri e colaboradores (2010) 

identificaram o eugenol (90,γ%) e ȕ-cariofileno (4,83%) como componentes 

majoritários do óleo essencial de E. caryophyllata. 

O óleo essencial de O. vulgare (8) apresentou como componentes mais 

abundantes os compostos carvacrol (46,81%) e o-cimeno (17,00%) (Figura 23 e 

Tabela 9). Novák e colaboradores (2003) investigando componentes do óleo 

essencial de O. vulgare de diferentes origens, identificaram o composto 

carvacrol como majoritário, tendo duas das amostras apresentado valores de 

carvacrol (44,2% e 53,5%) semelhantes aos encontrados no presente estudo 

(Figura 23 e tabela 8). 

Já o óleo essencial de T. vulgaris apresentou os compostos timol 

(48,43%), p-cimeno (28,81%), ȕ-linalol (6,05%), Ȗ-terpineno (3,85%), 

carvacrol (2,83%) e α-pineno (2,10%) como componentes abundantes (Figura 
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25 e Tabela 10), assim como reportado por Carvalho e colaboradores (2015) 

que identificaram os compostos timol (43,19%), p-cimeno (28,55%), Ȗ-

terpineno (6,36%), linalol (5,57%), carvacrol (3,14%) e α-pineno (2,60%) e 

Höferl e colaboradores (2009) que encontraram os compostos timol (43,4%), p-

cimeno (23,5%) e o carvacrol (4,1%), como componentes majoritários. 

Existe uma variabilidade na composição química do óleo essencial de T. 

vulgaris que poderia ser explicada devido a existência de quimiotipos diferentes 

(De Lisi et al., 2011). O quimiotipo consiste em uma variação biológica do 

mesmo óleo essencial e o quimiotipo usado neste trabalho se caracteriza por 

uma quantidade elevada do composto timol. (Ballester-Costa et al., 2013). 

Alguns autores relatam que as atividades biológicas de óleos essenciais 

estão relacionadas com a atividade dos componentes majoritários. De fato, 

diversos estudos demonstraram que esses compostos apresentaram atividade 

quando testados separadamente, porém, essas atividades também podem ser 

atribuídas a possíveis interações entre todos os componentes (Bassolé et al., 

2010; Herman et al., 2016). 

Desta forma, estudos que envolvem atividades antimicrobianas de 

produtos naturais devem conter, de preferencia, as análises químicas das 

substancias testes, pois assim se torna possível identificar os componentes 

majoritários e a associação com as atividades biológicas (Simões et al., 2004). 

A atividade antimicrobiana dos óleos essenciais de O. vulgare  e T. 

vulgaris é atribuída principalmente ao carvacrol e timol, que exibem 

significativa atividade quando testados separadamente, atuando, 

principalmente, na parede celular, modificando sua permeabilidade e causando 

a perda de material celular tais como ATP e ácido nucleico (Marino et al., 

2001; Friedman et al., 2002; Burt, 2004, Trombetta et al., 2005). Timol e 

carvacrol apresentam estrutura semelhante, porém eles diferem quanto à 

localização do grupo hidroxila no anel fenólico (Lambert et al., 2001). 

Em relação ao óleo essencial de C. zeylanicum, podemos observar 

relatos de maior quantidade de cânfora na casca de raízes, eugenol nas folhas, e 

cinamaldeído na casca, sugerindo diferentes perfis de atividade (Gruenwald et 

al., 2010). Os componentes majoritários, entre eles cinamaldeído e eugenol, 

atuam principalmente provocarndo danos à estrutura da parede bacteriana. Já o 

óleo essencial de E. caryophyllata (5) tem sua atividade biológica atribuída à 

presença de eugenol, que tem demonstrado propriedades analgésicas, anti-
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inflamatória e antibacteriana (Matan et al., 2006; Hemaiswarya & Doble, 2009; 

Rhayour et al., 2003; Yehouenou et al., 2012). 

 

6. CONCLUSÃO 

 
Os óleos essenciais de C. zeylanicum (2), O. vulgare (8) e T. vulgaris (9) 

inibiram todas as bactérias cariogencias utilizadas no presente estudo pelo 

método de difusão em ágar, sendo elas S. mutans ATCC 25175, S. aureus 

ATCC 25923, Lactobacillus sp. e Enterococcus sp. Os menores valores da CIM 

foram obtidos pelos OEs de C. zeylanicum (2) para S. mutans, T. vulgaris (9) 

para Lactobacillus sp. e pelos óleos de  C. zeylanicum (2) e O. vulgare (8) para 

S. aureus e Enterococcus sp. Em relação a atividade antibiofilme os óleos 

essenciais de C. zeylanicum (2) e E. caryophyllata (5) foram os mais eficazes 

contra S. mutans, os quatro óleos ativos mais ativos contra o biofilme de S. 

aureus e C. zeylanicum (2) e O. vulgare (8) foram os mais eficazes contra 

biofilme de Enterococcus sp. 

No teste de sinergismo foi verificada a presença de sinergia entre o óleo 

de T. vulgaris (9) associado a clorexidina. 

Em relação aos cremes dentais observamos que a atividade 

antibacteriana e antibiofilme dos mesmos não foram dependentes da 

concentração visto que os cremes dentais em ambas as concentrações utilizadas 

(3% e 5%) apresentaram atividades biológicas significativas. De forma geral, as 

associações não potencializaram os efeitos dos cremes dentais e as atividades 

biológicas tanto dos cremes dentais quanto dos óleos essenciais variaram de 

acordo com o teste utilizado e a bactéria testada. 

Concluímos com o presente estudo que os óleos essenciais de C. 

zeylanicum (2), E. caryophyllata (5), O. vulgare (8) e T. vulgaris (9) 

apresentaram atividade antibacteriana e antibiofilme contra bactérias 

cariogênicas tanto puros quanto incorporados aos cremes dentais, sendo 

considerados agentes promissores para o emprego em produtos de higiene oral. 

Entretanto, estudos mais detalhados in vitro e in vivo bem como estudos de 

avaliação de toxicidade devem ser realizados visando uma possível aplicação 

profilática e/ou terapêutica. 
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