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RESUMO
Objetivo: Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana do
citronelol, l inalol, t imol e D-limoneno frente
a Streptococcus mutans, S. salivarius e S. oralis. Material
e Métodos: Realizou-se um screening pela técnica de difusão
em meio sólido. Discos de papel absorvente foram embebidos
com 30 µL da substância-teste e dispostos em placas de
Petri contendo Ágar Müeller Hinton previamente semeadas
com inóculo bacteriano. Após incubação por 24h a 37ºC, foi
realizada a mensuração dos halos de inibição do crescimento
bacteriano com auxílio de um paquímetro manual. A clorexidina
2% foi utilizada como controle positivo. O estudo foi realizado
em triplicata. Resultados: O citronelol obteve média do
diâmetro dos halos, em milímetros (mm), para S. mutans, S.
oralis e S. salivarius, respectivamente: 10.7, 10.0 e 9.8. O
timol, para a mesma sequência de microorganismos: 7.3, 7.3
e 8.3 mm. O D-limoneno exibiu médias de 8.0, 6.7 e 6.0 mm
para S. mutans, S. oralis e S. salivarius, respectivamente.
Mensurou-se médias dos halos de 8.0, 9.0 e 8.2 mm, para os
mesmos microorganismos, quando testado o linalol. A
clorexidina, por sua vez, apresentou média dos diâmetros
dos halos de 17 mm para S. mutans, 16.8 mm para S. oralis e
19.7 mm para S. salivarius. Conclusão: Os produtos
avaliados apresentaram atividade antibacteriana,
representando possíveis substâncias com aplicabilidade na
prevenção da cárie dentária.

DESCRITORES
Agentes Biológicos. Streptococcus mutans. Streptococcus
oralis.

ABSTRACT
Objective: To evaluate the in vitro antibacterial activity of
citronellol, l inalool, thymol, and D-limonene against
Streptococcus mutans, S. salivarius and S. oralis. Material
and Methods: It was performed a screening by the diffusion
technique on solid medium. Absorbent paper discs were
soaked with 30 µl of the tested substance and then placed
on petri dishes containing Mueller Hinton agar previously sown
with the bacterial inoculum. After incubation for 24 h at 37 °C,
it was measured the halo of growth inhibition with the aid of
a manual caliper. Chlorhexidine (2%) was used as positive
control. Tests were performed in triplicate. Results: For
citronellol, the means of the diameters of the halos, in
millimeters (mm), were 10.7, 10.0, and 9.8 against S. mutans,
S. salivarius and S. oralis respectively. The values found
for thymol were 7.3, 7.3 and 8.3 mm, respectively. The
phytochemical D-limonene exhibited means of 8.0, 6.7 and
6.0 mm, respectively. For linalool, the means of the halos
were 8.0 mm, 9.0 mm and 8.2 mm. Chlorhexidine was found
to show means of 17, 16.8 and 19.7 mm on S. mutans, S.
oralis and S. salivarius respectively. Conclusion: The
products under test showed antibacterial activity, being
therefore potential substances to be applied for dental caries
prevention.

DESCRIPTORS
Biological Agents. Streptococcus mutans. Streptococcus
oralis.
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O biofilme dental, do ponto de vista biológico, é
o fator de maior importância na etiologia da cárie
e das doenças periodontais, e a higiene bucal

deficiente está diretamente relacionada a esta condição.
A remoção mecânica desse biofilme ainda é a forma mais
segura para a conservação de níveis adequados de
higiene oral, mas o uso de coadjuvantes químicos é
bastante válido (ALVES et al., 2009, SILVA et al., 2008).

Muitos microrganismos do biofilme dental estão
associados à cárie. Entretanto, algumas bactérias são
muito mais ativas que outras. Streptococcus mutans é
um dos microrganismos orais mais relacionados ao
desenvolvimento da cárie. Acredita-se que S. mutans
esteja envolvido com o desenvolvimento inicial da
mesma por ser capaz de colonizar os dentes, produzir
polissacarídeos intra e extracelulares, ser altamente
acidogênico e acidúrico, além de metabolizar várias
glicoproteínas salivares (NOGUEIRA et al., 2007). Os
Streptococcus oralis e Streptococcus salivarius também
são comumente encontrados nesse biofilme e
contribuem para tornar o meio mais adequado para
colonização do S. mutans, porém, não atuam diretamente
na desmineralização do esmalte dentário, já que não são
acidúricos nem acidogênicos (ALVES et al., 2010). A
capacidade de adesão do S. mutans está relacionada à
sua patogenicidade e, portanto, métodos mecânicos e
químicos, como a utilização de agentes antimicrobianos,
têm sido estudados (FREIRES et al., 2010).

Atualmente, o gluconato de clorexidina tem sido
amplamente utilizado na clínica odontológica, visto a
eficácia comprovada na remoção química do biofilme
dental. Contudo, o mesmo possui limitações, tais como
manchamento dentário, alteração de paladar e
desequilíbrio da microbiota, o que tem impulsionado
investigações para descoberta de outros agentes
químicos, incluindo os de origem natural (FREIRES et
al., 2010).

Além disso, a resistência dos microrganismos e
o desequilíbrio da comunidade microbiana (ANTUNES
et al., 2006) vêm aumentando em função do uso
indiscriminado de antimicrobianos utilizados no
tratamento de doenças infecciosas. Essa situação tem
impulsionado investigadores a estudarem novas
substâncias antimicrobianas de várias fontes, incluindo
das plantas medicinais (BANSOD, RAI, 2008).

Diante desse contexto, os produtos de origem
natural, especialmente os obtidos a partir das plantas,
por apresentarem grande diversidade de atividade
biológica, surgem como alternativa promissora,
considerando a necessidade de prevenção e remoção
do biofilme dental. Além disso, esses produtos possuem
grande importância econômica, visto que possuem
custo relativamente baixo e  representarem parte

integrante da cultura popular, facilitando sua utilização
pela população. Neste cenário, o Brasil destaca-se por
possuir uma grande biodiversidade vegetal e aspectos
culturais que consideram as plantas medicinais para
tratamento e prevenção de doenças.

Do ponto de vista da diversidade molecular,
sabe-se que os produtos naturais são bastante
diversificados, o que representa novas possibilidades
de investigação e descoberta de atividades biológicas
favoráveis ao tratamento e prevenção de doenças
(NISBET, MOORE, 1997). Os óleos essenciais, por
exemplo, são produtos que apresentam destacada
diversidade em sua composição química. Eles são
produtos do metabolismo secundário das plantas e,
quimicamente, são derivados de fenilpropanóides ou
de terpenóides, sendo este último majoritário e estando
os monoterpenos e sesquiterpenos entre os mais
frequentes. É importante ressaltar que variações nas
composições dos óleos essenciais são observadas
dependendo do estágio de desenvolvimento da planta,
sua origem ou ainda da parte da planta utilizada
(SIMÕES et al., 2007, ANTUNES et al., 2006). Alguns
extratos de plantas e metabólitos secundários possuem
efeitos inibitórios e letais dose-dependentes sobre
diferentes microrganismos (SMITH-PALMER,
STEWART, FYFE, 1998).  Dentre as substâncias
extraídas, tomam destaque os óleos voláteis, que em
sua maioria evidencia forte atividade antibacteriana e
antifúngica, atribuídas à presença de monoterpenos
(POZZATI, 2007).

A partir de extratos de plantas são identificados
os fitoconstituintes, que são pequenas biomoléculas
orgânicas (LIMA et al., 2005) estudadas por
apresentarem perspectivas positivas, representando
possibilidades de obtenção de novos fármacos que
sejam utilizados no tratamento contra agentes
infecciosos ou outras doenças. A literatura cita o linalol
(LUZ et al., 2009), D-limoneno (SCHUCK et al., 2001),
citronelol (CASTRO et al., 2010) e timol (BOTELHO et
al., 2007) dentre inúmeras substâncias obtidas de plan-
tas medicinais, como fitoconstituintes potencialmente
antimicrobianos.

O timol é um terpeno, composto fenólico mono-
cíclico, presente no óleo essencial de Thymusvulgaris
(Lamiaceae), tomilho e alecrim-pimenta. Estudos relatam
que o timol possui propriedades antiinflamatórias,
antioxidantes, antimicrobianas, anti-sépticas e
cicatrizante, tendo como principal aplicação terapêutica
o uso em preparações dentárias nas quais atua, portanto,
como bactericida (BOTELHO et al., 2007, PRIESTLEY
et al., 2003). É uma substância pouco solúvel em água,
com pH neutro, mas muito solúvel em álcool e outros
solventes orgânicos. Estudos demonstram que terpenos
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possuem um amplo espectro de atividade biológica e
são utilizados no tratamento de várias doenças, razão
que o torna uma fonte de moléculas promissoras
(SANCHEZ et al., 2009).

O linalol, por sua vez, é um monoterpeno muito
utilizado na indústria de perfumaria, cosmética e
culinária, cujo ponto de ebulição é de 199 ºC e a
solubilidade em água está em torno dos 1,5 g/L. Por
estar presente no óleo de manjericão, tem sido usado
como composto de partida para várias sínteses
importantes, como a do acetato de linalila. É utilizado
com sucesso como sedativo e suas propriedades
anticonvulsivas, hipnóticas, hipotérmicas e efeito
depressor do sistema nervoso central estão sendo
analisadas, assim como as propriedades acaricida,
bactericida e fungicida. Sendo assim, faz-se necessária
a realização de mais estudos referentes às suas
propriedades (JULIÃO et al., 2003, LUZ et al., 2009).

O D-limoneno é um monoterpeno largamente
disperso na natureza, principalmente nas cascas dos
frutos cítricos (VALLILO, BUSTILLOS, AGUIAR, 2006).
Foi verificada atividade antimicrobiana do limoneno, em
estudo anterior, sobre cepas de C. albicans, E. coli e S.
aureus (SCHUCK et al.,2001).

O citronelol ou dihydrogeraniol é um
monoterpeno acíclico encontrado no óleo essencial de
citronela, extraído abundantemente do Cymbopogon
nardus. A literatura relata atividade inseticida e
bacteriostática dessa substância (CASTRO et al., 2010,
ORDÓÑEZ et al., 2004). Isto posto, este estudo
objetivou analisar a atividade antimicrobiana dos
fitoconstituintes timol, linalol, citronelol e D-limoneno
sobre S. mutans, S. oralis e S. salivarius, adotando
como referencial o método de difusão em ágar proposto
por BAUER, KIRBY, TURCK, (1966).

MATERIAL E MÉTODOS

Utilizou-se uma abordagem indutiva, com
procedimento comparativo-descritivo e técnica de
pesquisa por documentação direta em laboratório
(LAKATOS, MARCONI, 2010).

Os ensaios microbiológicos foram realizados no
Laboratório de Microbiologia Oral do Núcleo de
Medicina Tropical do Centro de Ciências da Saúde da
Universidade Federal da Paraíba, que disponibilizou as
cepas de S. mutans ATCC 25175, S. oralis ATCC 10557
e S. salivarius ATCC 7073.

O timol, linalol, citronelol e D-limoneno foram
obtidos na Quinari®, que produz e comercializa óleos
essenciais e seus derivados em escala industrial. A
indústria forneceu laudo com informações técnicas dos
produtos. Utilizou-se como controle positivo, ou droga
padrão, a clorexidina, adquirida em farmácia de
manipulação do município de João Pessoa, Paraíba,
Brasil. O Quadro 1 apresenta a densidade em g/mL e o
lote dos fitoconstituintes em estudo.

Foi realizado um screening através da técnica de
difusão em meio sólido, como proposto por BAUER,
KIRBY, TURCK, (1966). Em placas de Petri (CITOTEST®)
contendo meio de cultura Agar Müller Hinton - MHA
(Himedia®) semeou-se 50 µL de inóculo bacteriano
preparado em solução salina de acordo com a turvação
0,5 da escala nefelométrica de Mc Farland (1,5x108 UFC
mL-1) com cepas de S. mutans, S. oralis e S. salivarius.
Discos de papel absorvente de 6 milímetros (mm) de
diâmetro, previamente esterilizados, foram embebidos
com 30 µL da solução de timol 10.000 µg/mL e do
citronelol, linalol, D-limoneno nas concentrações de
850.000 µg/mL, 850.000 µg/mL e 840.000 µg/mL,
respectivamente.  A solução do timol foi preparada
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utilizando-se o álcool 70° como solvente e o mesmo foi
testado isoladamente a fim de descartar a hipótese da
interferência do solvente na atividade antibacteriana do
fitoconstituinte. A clorexidina 2% foi utilizada como
controle positivo. Em seguida, os discos foram
dispostos sobre o MHA. As placas foram incubadas
em estufa bacteriológica por 24h a 37ºC e, no caso do S.
mutans, em microaerofilia. O estudo foi realizado em
triplicata. Os dados foram obtidos através da
mensuração do diâmetro dos halos de inibição de
crescimento bacteriano com auxílio de um paquímetro
manual, sendo os resultados expressos pela média dos
valores das triplicatas.

RESULTADOS

Verificou-se que as linhagens bacterianas de S.
mutans, S. oralis e S. salivarius mostraram-se
susceptíveis à ação dos fitoconstituintes linalol,
citronelol, D- Limoneno, nas concentrações utilizadas.

Os resultados da atividade antibacteriana in
vitro estão expostos na Tabela 1.

DISCUSSÃO

O Brasil possui grande potencial para o
desenvolvimento de produtos naturais aplicados à
prevenção e tratamento de doenças, inclusive na área
da Odontologia, já que apresenta a maior diversidade
vegetal do mundo, o uso de plantas medicinais
vinculado ao conhecimento tradicional e tecnologia para
validar cientificamente este conhecimento
(ALBUQUERQUE, HANAZAKI, 2006). A pesquisa em
fitoterapia aplicada à Odontologia é relevante não
apenas por representar uma relação custo-benefício mais
vantajosa para a população, mas também pela facilidade
e disponibilidade com que elas são encontradas.

O timol apresentou média dos halos de inibição

do crescimento bacteriano de 7.3, 7.3 e 8.3 mm para S.
mutans, S. oralis e S. salivarius, respectivamente, corro-
borando a literatura (BOTELHO et al., 2007, PRISTLEY
et al., 2003) que cita a atividade antimicrobiana deste
fitoconstituinte.

HAIDA et al., (2007)  sugerem que o óleo
essencial obtido da Cymbopogon citratus, planta que
tem como um dos componentes químicos o citronelol,
possui atividade antibacterina frente cerca de 20
espécies de bactérias. Em estudo realizado por SCHUCK
et al., (2001), os autores constataram que o óleo de
Cymbopogon citratus apresenta atividade antimicro-
biana para diversos microorganismos, dentre os quais
pode-se citar o Staphylococcus aureus. Os resultados
alcançados neste estudo referentes à atividade anti-
bacteriana do citronelol estão de acordo com os estudos
citados, apresentando média dos diâmetros dos halos
de 10.7 mm para S. mutans,10 mm para S. oralis e 9.8 mm
para S. salivarius.

Os resultados deste estudo concordam com os
obtidos por SCHUCK et al., (2001) que verificaram, a
partir do método de difusão em meio sólido, atividade
antimicrobiana do D-limoneno sobre cepas de C.
albicans, E. coli e S. aureus, considerados microrga-
nismos resistentes aos antimicrobianos sintéticos
disponíveis. O presente estudo obteve médias dos
diâmetros dos halos correspondentes a 8.0, 6.7 e 6.0 mm
para S. mutans, S. oralis e S. salivarius, respecti-
vamente.

O linalol tem sido utilizado com sucesso como
sedativo e suas propriedades bactericida e fungicida
estão sendo estudadas (JULIÃO et al., 2003, LUZ et al.,
2009). Os resultados deste estudo exibiram atividade
antibacteriana, apresentando como médias dos
diâmetros dos halos das triplicatas, 8.0 mm para S.
mutans, 9.0 mm para S. oralis e 8.2 mm para S. salivarius.

O álcool 70° não foi capaz de inibir o crescimento
bacteriano, comprovando que a atividade antimi-
crobiana da solução de timol não sofreu interferência
pela adição do álcool. A clorexidina 2% apresentou
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atividade antimicrobiana, como esperado, tendo como
média dos diâmetros dos halos 17.0 mm para S. mutans,
16.8 mm para S. oralis e 19.7 mm para S. salivarius.

Acredita-se que, apesar do método de difusão
em ágar ser criticado quando se faz uso de óleos voláteis,
visto a natureza hidrofóbica dos óleos e a consequente
dificuldade de difusão, a técnica é válida na deter-
minação da atividade antimicrobiana devido à elevada
volatilidade dos mesmos, que contribui na formação do
halo de inibição (OLIVEIRA et al., 2011, INOUYE et al.,
2006). Ressalta-se que este estudo representa uma
avaliação inicial para determinação da atividade
antibacteriana dos óleos essenciais, sendo, portanto,
necessário o desenvolvimento de outros ensaios pré-
clínicos, que incluem a determinação de concentrações
bactericida e bacteriostática, avaliação da curva de morte
microbiana, além do desenvolvimento de estudos sobre

o possível mecanismo de ação e propriedades toxi-
cológicas. É imprescindível considerar a realização de
outros ensaios para determinação da atividade
antibacteriana dos produtos avaliados (CASTRO et al.,
2010).

CONCLUSÃO

A partir dos resultados obtidos, foi possível
observar o potencial antibacteriano dos fitoconstituintes
avaliados, pois estes, in vitro, inibiram o crescimento
dos microorganismos testados. Dentre os fitocons-
tituintes avaliados destaca-se o timol e o citronelol,
representando uma possível aplicação destes produtos
na prevenção e tratamento da cárie dentária.
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