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Ação antimicrobiana in vitro de extratos de plantas 
medicinais na inibição de Streptococcus mutans.
In vitro antimicrobial activity of medicinal plant extracts in the inhibition of 
Streptococcus mutans.
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Resumo
Visando futuras matérias primas para diversos produtos/materiais dentários restauradores, o objetivo deste 
estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos etanólicos de plantas medicinais contra Strep-
tococcus mutans. Foram empregados extratos etanólicos de Cimbopongum nardus (Citronela), Azadirachta in-
dica A. Juss. (Nim), Ruta graveolens L. (Arruda) e Pterodon pubescens Benth. (Sucupira). A linhagem bacteriana 
foi cultivada em meio SB20 sólido, incubada a 37ºC por 24 horas em microaerofilia. A atividade antibacteriana 
foi avaliada pelo método de difusão em ágar em meio sólido para a determinação da menor diluição, capaz de 
inibir o crescimento bacteriano, Concentração Inibitória Mínima (CIM) e, o número de colônias por placa foi 
calculado, a fim de determinar qual a menor concentração de cada extrato que apresentou 0,01% de bactérias 
viáveis, Concentração Mínima Bactericida (CMB). Foram confeccionados sete poços no meio SB20, com 6 mm 
de diâmetro cada. Nos poços foram colocados volumes crescentes dos extratos. As placas foram incubadas 
em estufa bacteriológica a 37°C em microaerofilia, por um período de 24 horas. Verificou-se a presença de 
atividade antibacteriana através do aparecimento de halos de inibição, mesurados com régua milimetrada. Os 
extratos etanólicos de Cimbopongum nardus, Azadirachta indica A. Juss., Ruta graveolens L. e Pterodon pubes-
cens Benth. apresentaram CIM nas concentrações 25 µl para a primeira e 12,5 µl, para as restantes e, CMB nas 
concentrações de 50 µl, 12,5 µl, 12,5 µl, 25 µl, respectivamente. A ação antimicrobiana desses extratos sugere 
a possibilidade da sua utilização como meio alternativo na terapêutica odontológica.  
Descritores: Streptococcus mutans, plantas medicinais, extratos hidroalcóolicos, ação antimicrobiana.

Abstract
Aiming at future raw materials for various products/dental restorative materials, the objective of this study was 
to evaluate the in vitro antimicrobial activity of ethanol extracts from medicinal plants against Streptococcus 
mutans. Were used ethanol extracts of Cimbopongum nardus (Citronella), Azadirachta indica A. Juss. (Nim), 
Ruta graveolens L. (Rue), and P. pubescens Benth. (Sucupira). The bacterial strain was grown in solid SB20, in-
cubated at 37 °C for 24 hours in microaerophilic. Antibacterial activity was evaluated by agar diffusion method 
on solid medium to determine the lowest dilution capable of inhibiting bacterial growth, minimal inhibitory 
concentration (MIC), and the number of colonies per plate was calculated, in order to determine which was the 
lowest concentration of each extract presenting 0.01% of viable bacteria, Minimum Bactericidal Concentration 
(MBC). Seven wells were made through SB20, 6 mm in diameter each. Increasing volumes of the extracts were 
placed inside the wells. The plates were incubated in a bacteriological incubator at 37 ° C in microaerophilic 
conditions for a 24 hours period. Was verified the presence of antibacterial activity through the appearance of 
inhibition zones, measured with a millimeter ruler. The ethanol extracts of Cimbopongum nardus, Azadirachta 
indica A. Juss., Ruta graveolens L., and P. pubescens Benth. MIC concentrations were 25 µl for the former and 
12.5 µl, to the other, and CMB at concentrations of 50µ l, 12.5 µl, 12.5 µl, 25 µl, respectively. The antimicrobial 
action of these extracts suggests the possibility of its use as an alternative mean on dental therapy.
Descriptors: Streptococcus mutans, medicinal plants, hydro alcoholic extracts, antimicrobial activity.
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Introdução
A população microbiana sobre e entorno dos 

dentes é muito complexa; aproximadamente trezen-
tas espécies foram identificadas, no entanto, a bac-
téria cariogênica mais importante é a espécie Strep-
tococcus mutans, um coco Gram-positivo. Algumas 
outras espécies de Streptococcus também são cario-
gênicas, mas desempenham um papel menor no iní-
cio do processo carioso25 A prevalência de S. mutans 
é encontrada tanto em pessoas com moderada ou 
alta incidência de cárie, assim como nas populações 
com baixa incidência ou ausência da mesma17.         

A antibioticoterapia tem sido utilizada de forma 
indiscriminada para o controle de microrganismos, 
no entanto, o aparecimento de patógenos resisten-
tes aos antibióticos tem se tornado um problema na 
medicina e na Odontologia, levando a busca de mé-
todos de controle alternativo.  A utilização de plantas 
com atividades terapêuticas é uma das práticas mais 
antigas empregadas pelo homem para cura das enfer-
midades22.  Recentemente, as plantas medicinais tem 
sido foco de estudos sobre o potencial farmacológico 
dos princípios ativos extraídos das mesmas por dife-
rentes métodos3,4,9,11,12,19. A atividade antibacteriana 
das plantas medicinais pode ser atribuída à redução 
ou inibição do crescimento, diminuição da capacidade 
de aderência e da atividade da glicosil transferase16. 

Estudos mostraram que extratos de Azadira-
chta indica A. Juss. (Nim) possuem efeitos inibitó-
rios sobre Escherichia coli; Staphylococcus aureus, 
S. pyogenes e Pseudomonas aeruginosa, mostrando 
potencial terapêutico e podendo ser utilizado como 
uma nova fonte de antibiótico10. Segundo Gonçalves 
et al. (2005)14,  o extrato hidroalcóolico do fruto de 
Pterodon emarginatus (Sucupira) apresenta ativida-
de antimicrobiana contra Proteus mirabilis. 

A utilização de chá de folhas de romã (Punica 
granatum) reduziram a aderência de microrganismos 
da saliva às ligaduras elásticas ortodôntica21. Extratos 
vegetais de Malva sylvestris, Myracrodruon urundeu-
va All e Psidium guajava Linn. apresentaram poten-
cial de atividade antimicrobiana e antiaderente sobre 
os microrganismos formadores de biofilme dental, e 
demonstraram atividade antifúngica sobre cepas de 
Cândidas isoladas da cavidade oral. 

Apesar das inúmeras pesquisas envolvendo plan-
tas medicinais terem crescido significativamente, são 
muitas as espécies vegetais que ainda necessitam de 
estudos23. A partir do exposto, o objetivo do presen-
te trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana in 
vitro de extratos hidroalcoólicos de plantas medici-
nais na inibição de Streptococcus mutans.

Material e métodos
Este estudo foi submetido ao Comitê de Ética 

em Pesquisa da universidade, tendo sido iniciado 

após a aprovação, sob o protocolo (3312332/10). 

Obtenção dos extratos vegetais 
Foram empregadas folhas das seguintes espécies 

vegetais: Cimbopongum nardus L. Rendle (Citrone-
la), Azadirachta indica A. Juss. (Nim) e Ruta graveo-
lens L. (Arruda), e sementes Pterodon emarginatus 
Vogel (Sucupira branca). Para obtenção dos extratos 
foram empregadas as metodologias descritas por 
Soares et al.23 (2007).  As folhas de cada planta fo-
ram lavadas com água destilada e o material foi seco 
a temperatura ambiente durante 24 horas. O mate-
rial vegetal foi colocado em estufa com circulação 
de ar forçado a 33oC por uma semana, sendo poste-
riormente triturado. De cada planta, utilizou-se 300g 
para extração hidroalcóolica a 70% de etanol para 
30% de água destilada. Após um mês de maceração 
foi obtido o extrato bruto por filtração. O extrato foi 
filtrado e levado a uma temperatura de 45oC para 
evaporação do solvente. No final da quinta semana, 
o extrato bruto obtido foi colocado em estufa (40oC) 
para secagem, obtendo-se assim, o extrato bruto de 
cada planta. 

Os extratos brutos de cada planta foram recons-
tituídos em Tween 20 e água destilada estéril, atin-
gindo uma concentração de 100mg mL-1. Os extra-
tos foram esterilizados por filtração em membrana 
de acetato de celulose de  0,45µm (Milipore).

Cepas bacterianas e preparação do inóculo 
Foram utilizadas seis cepas de Streptococcus 

mutans isoladas de saliva, pertencentes à coleção do 
Laboratório de Microbiologia da Unicastelo/campus 
Fernandópolis. As linhagens foram reativadas meio 
SB20 sólido, incubada a 37ºC por 24 horas em con-
dições de microaerofilia.

O preparo dos inóculos para os testes de sus-
cetibilidade foram realizados pelo método de mi-
crodiluição seguindo as recomendações do NCCLS 
(National Committee for Clinical Laboratory Stan-
dards, 2000)18. Culturas de 24horas em meio SB20 
foram transferidas para meio Tryptic Soy Broth (TSB, 
Oxoid®) e a 37ºC por 24 horas em condições de mi-
croaerofilia. Posteriormente, suspensões bacterianas 
foram preparadas em solução fisiológica estéril e 
ajustadas ao tubo 0,5 da escala de McFarland, ajus-
tando-se a absorbância entre 0,08 a 0,10 a 625nm 
que corresponde aproximadamente a 1,5 x 108 UFC 
mL-1. A partir dessa solução, foram realizadas dilui-
ções seriadas, resultando uma concentração de 1,5x 
106 UFC mL-1.

Avaliação da atividade antimicrobiana
Para determinação da atividade antimicrobiana 

dos extratos foi empregado o método de difusão 
em ágar. Placas Petri contendo Mueller-Hinton ágar 
(MH, Oxoid®) foram inoculadas com 1 mL de uma 
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cultura S. mutans de 24h, ajustada para uma con-
centração de 1,5x 106 UFC mL-1. Foram confecciona-
dos poços de 4 mm de diâmetro, para receber 5µL 
dos extratos nas concentrações 100; 50; 25; 12,5; 
6,25; 3,17 e 0,79 mg mL-1. As placas foram deixadas 
por 30 minutos a temperatura ambiente para per-
mitir a difusão dos extratos no ágar e, em seguida, 
foram incubados a 37oC por 24h em condições de 
microaerofilia. Foram considerados ativos, os extra-
tos que produziram zonas de inibição igual ou supe-
rior a 10 mm. 

A atividade antibacteriana foi avaliada pela me-
dida do diâmetro da zona de inibição do desenvolvi-
mento bacteriano, medidas por meio de régua mili-
metrada. O experimento foi conduzido em triplicata 
e a média das zonas de inibição foi determinada. 

Determinação da Concentração Inibitória Míni-
ma (CIM)

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos ex-
tratos foi determinada pelo método de dupla diluição 
descrito por Sahm; Washington20 (1990). Inicialmen-
te, 1 mL do extrato reconstituído (100mg mL-1) foi 
adicionado em 1 mL de caldo Mueller-Hinton  (MH, 
Oxoid®) estéril. A partir desta diluição inicial, 1 mL foi 
transferido para um outro contendo 1 mL de caldo 
MH, as diluições se sucederam até o oitavo tubo e, 
desta forma, as concentrações resultantes foram de 
100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,13, 1,57 e 0,79 mg mL-1.  
Cada tubo foi inoculado com 1 mL do inóculo de S. 
mutans contendo 1,5x 106 UFC mL-1, sob agitação. 
Utilizou-se como controle positivo 1 mL do inóculo + 
1mL do meio MH e controle negativo 1mL do extrato 
+ 1mL do meio MH. A seguir, foram incubados a 
37oC por 24h em condições de microaerofilia. Todos 
os tratamentos foram realizados em triplicata. A CIM 
foi considerada como a menor concentração do ex-
trato capaz de inibir o desenvolvimento bacteriano.  

Determinação da Concentração Bactericida Mí-
nima (CBM)

A Concentração Mínima Bactericida (CMB) foi 
determinada após determinação da CIM. Os tubos 
contendo crescimentos visíveis ou não, foram agita-
dos vigorosamente e, seguidamente, foram retirados 
100µL da solução de cada tubo e transferidos para 
placas de Petri contendo Mueller-Hinton e incuba-
dos a 37oC por 24h em condições de microaerofilia. 
Foi determinado o número de colônias por placa e 
calculada a CBM, a qual foi definida como a menor 
concentração do extrato que apresentou 0,01% de 
bactérias viáveis.

Análise estatística
A Concentração Bactericida Mínima e a Concen-

tração Inibitória Mínima foram comparadas por meio 
da ANOVA, com correção do teste Bonferroni.  

Resultados
Os quatro extratos avaliados foram capazes de 

eliminar e inibir a cultura S. mutans, sem diferença 
estatística. As concentrações dos extratos hidroal-
coólicos das quatro espécies testadas começaram a 
produzir efeitos antibacterianos a partir das concen-
trações 6,25 mg mL-1, sendo as concentrações 3,13 
mg mL-1 e 1,57 mg mL-1 insuficientes para tal ação. 
No entanto, foram consideradas ações antibacte-
rianas efetivas aquelas que apresentaram halos de 
inibição maiores que 10 mm, as menores concen-
trações para inibir o crescimento bacteriano (CIM), 
sendo estas 25 mg mL-1 para Cimbopongum nardus 
e 12,5 mg mL-1 para Azadirachta indica, Ruta grave-
olens L. e Pterodon emarginatus. (Tabelas 1 e 2). A 
partir da CIM de cada espécie, quanto maior a con-
centração de cada uma, maior o halo de inibição, 
sendo para Cimbopongum nardus, halos de inibição 
de 20 e 28 mm para as concentrações 50 e 100 mg 
mL-1, respectivamente; Azadirachta indica, halos de 
inibição de 16, 22 e 30 mm; Ruta graveolens L, halos 
de inibição de 17, 20 e 35 mm; Pterodon emargi-
natus, halos de inibição de 15, 22 e 28 mm, todas 
para as concentrações 25, 50 e 100 mg mL-1, res-
pectivamente (Tabelas 1 e 2). As concentrações de 
12,5 mg mL-1para Cimbopongum nardus, 6,25 mg 
mL-1 para Azadirachta indica, Ruta graveolens L. e 
Pterodon emarginatus foram desconsideradas para 
efeito antibacteriano. 

As concentrações mínimas que produziram efei-
tos bactericidas (CMB) foram 50 mg mL-1 para Cim-
bopongum nardus e 12,5 mg mL-1 para Azadirachta 
indica e Ruta graveolens L. e 25 mg mL-1 para Ptero-
don emarginatus. (Tabela 2). 

Discussão 
As plantas que apresentam atividades terapêuti-

cas são utilizadas desde a antiguidade e muitas das 
informações foram obtidas a partir do conhecimento 
popular2. No entanto, trabalhos científicos tem mos-
trado que extratos de diferentes plantas medicinais 
podem atuar como antimicrobianos. As plantas me-
dicinais representam uma fonte importante de prin-
cípios ativos, utilizados frequentemente na medicina 
popular e, posteriormente, comprovadas cientifica-
mente, favorecendo o crescimento mundial da fito-
terapia12. As plantas possuem várias vias metabólicas 
secundárias, denominadas metabólitos secundários, 
os quais estão relacionados com o mecanismo de de-
fesa da planta, em resposta ao ataque de predado-
res como bactérias, fungos, vírus, parasitas, insetos 
entre outros22.

Os extratos utilizados no presente trabalho fo-
ram eficientes no controle de cepas de S. mutans iso-
ladas da cavidade oral, verificando-se que a inibição 
do desenvolvimento foi homogênea. De acordo com Ar
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o grau de concentração do extrato, houve diminui-
ção proporcional da zona de inibição à medida que 
a concentração do extrato foi diminuindo (Tabela 1). 
Em relação à Concentração Inibitória Mínima dos 
extratos, verificou-se que Azadirachta indica, Ruta 
graveolens e Pterodon emarginatus apresentaram 
valores de CIM de 12,5 mg mL-1, enquanto que Cim-
bopongum nardus de 25 mg mL-1. 

Segundo Abubakar1 (2010), uma das formas 
mais eficientes para avaliar a atividade antimicrobia-
na de extratos de plantas são os valores da Concen-
tração Inibitória Mínima (CIM) e da Concentração 
Bactericida Mínima (CBM), permitindo correlacionar 
o efeito de extratos de plantas com diversos micror-
ganismos, verificando-se assim, o grau de susceti-
bilidade destes (Banso;Mann, 2006)6. Os valores de 
CIM e CBM apresentados na Tabela 2 mostram que 
os valores encontrados para extratos de Azadirachta 
indica e Ruta graveolens foram iguais, o que permite 
afirmar que as plantas avaliadas possuem ação bac-
teriostática e bactericida sobre S. mutans. O extrato 
de Cimbopongum nardus apresentou CIM (25 mg 
mL-1) menor que o CMB (50 mg mL-1),  assim como 
Pterodon emarginatus, que apresentou  CIM  (12,5 
mg mL-1) menor que o CMB (25 mg mL-1), o que 
pode ser sanado utilizando-se a maior concentração 
de extrato para estas duas plantas, uma vez que as 
maiores concentrações foram bactericidas, inviabili-
zando as colônias em 99,9%. 

A atividade antimicrobiana de Pterodon emar-
ginatus não é encontrada com frequência, no en-
tanto, Gonçalves et al. (2005)14 descreveram o efei-
to de extratos hidroalcoólico de frutos desta planta 
sobre Proteus mirabilis. Já Bustamante et al.7 (2010) 

descrevem eficiência de extratos da casca sobre as 

bactérias Gram-positivas Rhodococcus equi, Micro-
coccus luteus, M. roseus e sobre as Gram-negativas 
Serratia marescens e Pseudomonas aeruginosa na 
concentração de 0,18 mg mL-1, diferindo dos resul-
tados obtidos neste trabalho, onde a CIM foi de 12,5 
mg mL-1.  

A espécie Ruta graveolens L. pode apresentar 
diversas atividades terapêuticas ou de controle, tais 
como analgésica, anti-hemorrágica, anti-inflamató-
ria, microbicida, repelente, entre outras15. Estudos 
para avaliar a atividade antifúngica de extratos desta 
planta sobre Trichophyton mentagrophytes mostra-
ram falta de eficiência no controle deste dermato-
fito13. No presente trabalho, extratos desta planta 
apresentaram efeito bactericida sobre S. mutans 
(CIM e CMB de 12,5 mg mL-1).

Um dos problemas usualmente encontrados 
quanto do uso de plantas medicinais é a quantidade 
requerida do extrato para induzir à cura efetiva. A 
quantidade de extratos é desconhecida em muitos 
casos em relação ao uso tradicional de plantas na-
tivas pela população. No entanto, a utilização não 
é um problema sério já que produtos extraídos de 
plantas são relativamente seguros quando compara-
dos com outros antimicrobianos sintéticos1. 

De acordo com os resultados observados, todos 
os extratos estudados apresentam características 
promissórias para formulação de materiais dentá-
rios capazes de combater as causas primárias da cá-
rie, podendo também ser utilizados na rotina profi-
lática, na forma de colutórios e dentifrícios bucais. 
No entanto, estudos in vitro e in vivo devem ser 
realizados para comprovação da eficácia das novas 
formulações de materiais e/ou produtos odontoló-
gicos.

Tabela 1 - Atividade antibacteriana de extratos hidroalcóolico de Cimbopongum nardus, Azadirachta indica, Ruta graveolens e Pterodon emarginatus sobre 
Streptococcus mutans.

Tratamentos

Zona de inibição (mm)

Concentração de extratos (mg mL-1)

100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,57

 Cimbopongum nardus 28 20 12 8 0 0 0

 Azadirachta indica 30 22 16 12 8 0 0

 Ruta graveolens 25 20 17 14 8 0 0

Pterodon emarginatus 28 22 15 10 7 0 0

Tabela 2 - Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida mínima (CBM) de extratos hidroalcóolico de Cimbopongum nardus, Azadirachta 
indica, Ruta graveolens e Pterodon emarginatus sobre Streptococcus mutans.

Tratamentos
Concentração de extratos (mg mL-1)

CIM CBM

 Cimbopongum nardus 25 50

 Azadirachta indica 12,5 12,5

 Ruta graveolens 12,5 12,5

Pterodon emarginatus 12,5 25
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Conclusão
Os resultados deste trabalho demonstram que 

os extratos hidroalcóolicos de Cimbopongum nar-
dus, Azadirachta indica, Ruta graveolens e Pterodon 
emarginatus possuem atividade bacteriostática e 
bactericida sobre Streptococcus mutans.
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