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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
4.1 MATERIAL 
 
 Os materiais descritos foram preparados de acordo com a orientaçªo dos 

fabricantes, no Laboratório de Microbiologia Clínic a da Universidade Paranaense � 

UNIPAR � Campus Sede Umuarama - ParanÆ, bem como toda a parte 

experimental deste estudo. 

 

4.2 AMOSTRAS BACTERIANAS 

 

Foram utilizadas cepas de coleçªo internacional de culturas bacterianas 

provenientes do Instituto Adolpho Lutz (Sªo Paulo):  

- Streptococcus mutans ATCC (American Type Culture Collection) 25175 

- Streptococcus sobrinus (ATCC 27609) 

- Lactobacillus acidophilus (ATCC IAL 523) 

- Actinomyces viscosus (T 14 V-IAL-5) 

As cepas bacterianas foram conservadas liofilizadas em ampolas, sob 

refrigeraçªo, aproximadamente a 4°C, e após abertas  foram recuperadas em 

caldo Triptona- Soja de acordo com as orientaçıes d o fornecedor. Com tØcnica 

assØptica e com pipeta foi transferido 0,3 a 0,5 ml do caldo Triptona-Soja para o 

interior das ampolas. Após homogeneizaçªo, alíquota s destas suspensıes foram 

transferidas para tubos com meio Fluído � Tioglicol ato e incubadas a 37°C em 

estufas bacteriológicas atØ verificaçªo de crescime nto. 

 

4.3  MEIOS DE CULTURA 

 

4.3.1 Caldo Triptona �Soja � TSB  

4.3.2 Meio Fluido de Tioglicolato 

4.3.3 `gar Mueller- Hinton 
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4.4 MATERIAIS ODONTOLÓGICOS AVALIADOS: 

4.4.1 MATERIAL A � hidróxido de cÆlcio P.A .em pó  

Hidróxido de calcio:( Biodinâmica) 
Fab.02/03 val. 02/05 
 
4.4.2 MATERIAL B � dentifrício  

Close up: (IGL Industrial Ltda) 
Fab. 08/04  val. 08/07 
 
Composiçªo: 
Monofluorfosfato de sódio(1500 ppm) 
Carbonato de cÆlcio 
Sorbitol 
Lauril sulfato de sódio 
Sílica 
Goma de celulose 
Sabor 
Fosfato trissódico 
Sacarina sódica 
Formaldeído 
Corante azul CI- 74160 
 
4.4.3 MATERIAL C � dentifrício 

Sorriso: (Colgate- Palmolive Ind. e Com. Ltda) 
Fab. 10/02/04 val.10/02/07 
 
Composiçªo: 
Monofluorfosfato de sódio(1500 ppm) 
Sorbitol 
Carbonato de cÆlcio 
Carboximeticelulose 
Lauril sulfato de sódio 
Sacarina sódica 
Pirofosfato tetrassódico 
Silicato de sódico 
Composiçªo aromÆtica 
Formaldeído 
Metilparabeno 
Propilparabeno 
`gua 
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4.4.4 MATERIAL D � dentifrício 

Colgate:( Colgate- Palmolive Ind.e Com. Ltda) 
Fab. 10/02/04  val.10/02/07 
 
Composiçªo: 
Monofluorfosfato de sódio(1500 ppm) 
Carbonato de cÆlcio 
`gua  
Sorbitol 
Lauril sulfato de sódio 
Aroma 
Carboximetilcelulose 
Goma xantana 
Sacarina sódica 
Silicato de sódio 
Triclosan 
Metilparabeno 
Propilparabeno 
Bicarbonato de sódio 
Corante azul CI-74160 
Corante verdeCI-74260 
 
4.4.5 � OUTROS MATERIAS UTILIZADOS NOS ENSAIOS: 
 

Autoclave 

Balança de precisªo 

Centrífuga 

Jarra de anaerobiose 

Balança eletrônica 

Frascos Erlenmeyer 100 ml e 500 ml 

Alça Drigaski 

EspÆtula n”24 

Estufa ajustada para 37”C 

Pipeta de 1 ml, 5ml e 10 ml 

Tubos de ensaio 

Placas de Petri estØreis 

           `gua deionizada 

           Canetas marca textos 
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     FIGURA 1- DENTIFR˝CIOS                                                                                  

          

 

      FIGURA 2- HIDRÓXIDO DE C`LCIO P.A .                 
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4.4.6 MÉTODOS 
 

 Para o preparo das soluçıes foram utilizados 10ml de Ægua deionizada 

estØril para 3 gramas de cada amostra de dentifrício e 1 grama de hidróxido de 

cÆlcio P. A para 1 ml de Ægua deionizada em tubos estØreis. 

            

 

        FIGURA 3 � 3 GRAMAS DE CADA AMOSTRA DE DENT IFR˝CIO     

        E 1 GRAMA DE HIDRÓXIDO DE C`LCIO P.A . 

                                                                                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        FIGURA 4 � `GUA DEIONIZADA 
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 Em seguida, a mistura foi vigorosamente agitada por 30 segundos em um 

homogeinizador. As suspensıes resultantes de cada a mostra foram entªo 

centrifugadas em centrífuga a 6000 RPM durante 15 minutos para precipitar as 

partículas sólidas dos dentifrícios. Logo após, for am retirados 5 ml do 

sobrenadante concentrado de cada extrato aquoso das amostras dos dentifrícios. 

Com este volume foi iniciada uma seqüŒncia de diluiçıes seriadas na razªo de 1:2 

preparadas com 5 ml de Ægua deionizada pura atØ a proporçªo de 1:32. 

        FIGURA 5 � SUSPENSÕES HOMOGEINIZADAS                       

                      

 

        FIGURA 6 � SUSPENSÕES CENTRIFUGADAS 
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        Foram obtidas culturas recentes desses microrganismos atravØs da 

inoculaçªo em 5 ml de meio de cultura com incubaçªo  a 37”C, por 72 horas em 

condiçıes de microaerofilia pela tØcnica da vela e de anaerobiose atravØs de 

envelopes geradores de anaerobiose (OXOID). Após o período de incubaçªo foi 

feita uma padronizaçªo da cultura (0,5 da escala de  Mc Farland) para utilizaçªo 

como inóculo teste. 

 As placas de Petri com Ægar Mueller Hinton foram inoculadas com 0,1 ml de 

cultura de cada microrganismo com auxílio da alça D rigaski e após a absorçªo foi 

adicionado 10 ml de sobrenadante concentrado dos dentifrícios em questªo as 

quais as diluiçıes sªo 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 do  sobrenadante concentrado do 

dentifrício.Os testes foram realizados em duplicata em microaerofilia e na 

anaerobiose. Como controle negativo foi utilizado 10 ml de Ægua destilada, alØm 

de hidróxido de cÆlcio PA na forma de suspensªo e soluçªo. 

 

 

                    

    FIGURA 7-  PLACA DE PETRI COM `GAR MUELLER HINT ON  

    INOCULADAS COM 0,1 ML DE CULTURA DE CADA                   

    MICRORGANISMO COM AUX˝LIO DA AL˙A DE DRIGASKI 
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           Foram utilizadas 20 placas de Petri para cada microrganismo(20 para 

Actinomyces viscosus, sendo 10 placas na microaerofila e 10 placas na 

anaerobiose; 20 para Streptococus mutans, sendo 10 placas na microaerofila e 10 

placas na anaerobiose; 20 para Streptococus sobrinus, sendo 10 placas na 

microaerofila e 10 placas na anaerobiose e 20 para Lactobacillus acidophilus, 

sendo 10 placas na microaerofila e 10 placas na anaerobiose; totalizando a 

utilizaçªo de 80 placas.   

   

FIGURA 8- JARRA DE MICROAERO-          FIGURA 9- JARRA DE  ANAERO- 

BIOSE                                                               BIOSE          

                                                                                                   

     

Após o período de incubaçªo a leitura foi realizada  verificando-se a 

ausŒncia ou presença de halo de inibiçªo. Os halos de inibiçªo do crescimento 

bacteriano foram lidos por dois observadores, devidamente calibrado e experiente 

em mediçıes para o teste da concentraçªo inibitória  mínima.  
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     FIGURA 10 – HALO DE INIBIÇÃO DO STREPTOCOCUS MUTANS NA                                                 
     ANAEROBIOSE 
      

      FIGURA 11 – HALO DE INIBIÇÃO DO STREPTOCOCCUS SOBRINUS NA                               
      ANAEROBIOSE 
                         

      FIGURA 12 – HALO DE INIBIÇÃO DO ACTINOMYCES VISCOSUS NA 
      MICROAEROFILIA                  
 

        
       FIGURA 13 – AUSÊNCIA DE HALO DE INIBIÇÃO DO LACTOBACILLUS   
      ACIDOPHILUS NA MICROAEROFILIA 
                         
        


