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Mourão BAM. Avaliação da ação antimicrobiana do óleo de oliva e uva ozonizados 
em biofilmes bacterianos: estudo in vitro [dissertação de mestrado]. Araraquara: 
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2026. 

RESUMO 
O tratamento periodontal convencional baseia-se na raspagem e alisamento radicular 
(RAR), considerada a terapia padrão. Entretanto, a eficácia dessa abordagem pode 
ser limitada, principalmente em casos nos quais há dificuldade de acesso às 
superfícies radiculares, com persistência de periodontopatógenos em bolsas 
profundas, concavidades ou furcas, e pela capacidade de algumas bactérias de 
invadir os tecidos periodontais adjacentes. Diante dessas limitações, terapias 
complementares vêm sendo estudadas com o objetivo de potencializar os resultados 
da RAR. Entre essas alternativas, destaca-se a ozonioterapia, cuja aplicação tópica 
pode ocorrer por meio de gás, água ou óleos ozonizados. Neste contexto, o presente 
estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana dos óleos de oliva e de 
uva ozonizados, em diferentes concentrações, frente a biofilmes monoespécies 
formados por bactérias associadas às doenças periodontais. Para isso, foram 
cultivados biofilmes monoespécies de Streptococcus oralis (So) e Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans (Aa) sob condições controladas de crescimento. Em seguida, 
os biofilmes foram expostos aos óleos ozonizados de oliva e uva nas concentrações 
de 100% e 50%, durante 1 minuto. As versões puras dos óleos também foram testadas 
com o mesmo tempo de exposição. Todos os experimentos foram realizados em três 
repetições independentes em triplicata, incluindo um controle negativo e um controle 
positivo com clorexidina a 0,12%. Após o tratamento, foi efetuada a quantificação das 
unidades formadoras de colônias (UFC) por meio de contagem de colônias, sendo os 
resultados expressos em UFC/mL. Os resultados demonstraram que os óleos 
ozonizados promoveram redução significativa da contagem bacteriana em ambas as 
espécies avaliadas, especialmente nas formulações de maior concentração. O óleo 
de oliva ozonizado a 100% apresentou as menores médias de UFC/mL, com reduções 
aproximadas de 2,7 log10 para Aa e 2,5 log10 para So em relação ao controle 
negativo. O óleo de uva ozonizado a 100% também apresentou efeito antimicrobiano 
relevante, com reduções aproximadas de 2,4 log10 para Aa e 1,4 log10 para So em 
relação ao controle negativo. Além disso, os óleos ozonizados apresentaram maior 
atividade antimicrobiana quando comparados aos respectivos óleos não ozonizados 
e apenas o óleo de uva ozonizado diluído não apresentou desempenho superior ao 
controle positivo com clorexidina. Conclui-se que os óleos de oliva e de uva 
ozonizados sem diluição apresentam relevante atividade antimicrobiana após um 
curto período de exposição contra biofilmes bacterianos associados à doença 
periodontal, podendo representar uma alternativa promissora como terapia 
complementar no tratamento periodontal. 

Palavras – chave:  Ozonioterapia; Biofilmes; Doenças periodontais. 



Mourão BAM. Evaluation of the antimicrobial activity of ozonated olive and grape oils 
on bacterial biofilms: in vitro study [dissertação de mestrado]. Araraquara: Faculdade 
de Odontologia da UNESP; 2026. 

ABSTRACT 
Conventional periodontal treatment is based on scaling and root planing (SRP), which 
is considered the gold-standard therapy. However, the effectiveness of this approach 
may be limited, particularly in cases where access to root surfaces is difficult, allowing 
the persistence of periodontopathogens in deep periodontal pockets, concavities, or 
furcation areas, as well as due to the ability of certain bacteria to invade adjacent 
periodontal tissues. In light of these limitations, adjunctive therapies have been 
investigated to enhance the outcomes of SRP. Among these alternatives, ozone 
therapy has emerged as a promising approach, which can be applied topically in the 
form of gas, ozonated water, or ozonized oils. In this context, the present study aimed 
to evaluate the antimicrobial activity of ozonized olive and grape oils, at different 
concentrations, against monospecies biofilms formed by bacteria associated with 
periodontal disease. For this purpose, monospecies biofilms of Streptococcus oralis 
and Aggregatibacter actinomycetemcomitans were cultivated under controlled growth 
conditions. Subsequently, the biofilms were exposed to ozonized olive and grape oils 
at concentrations of 100% and 50% for 1 minute. The pure forms of the oils were also 
tested under the same exposure conditions. All experiments were performed in three 
independent repetitions in triplicate, including a negative control and a positive control 
with 0.12% chlorhexidine. After treatment, colony-forming units (CFU) were quantified 
by colony counting, and the results were expressed as CFU/mL. The results 
demonstrated that ozonized oils promoted a significant reduction in bacterial counts in 
both evaluated species, particularly in the higher concentration formulations, with 
100% ozonized olive oil showing the lowest mean CFU/mL values, achieving 
approximate reductions of 2.7 log10 for A. actinomycetemcomitans and 2.5 log10 for 
S. oralis. Ozonized grape oil also exhibited relevant antimicrobial effects, with 
approximate reductions of 2.4 log10 for A. actinomycetemcomitans and 1.4 log10 for 
S. oralis compared to the negative control. Additionally, ozonized oils showed greater 
antimicrobial activity when compared to their respective non-ozonized counterparts, 
and only diluted ozonized grape oil did not demonstrate superior performance 
compared to the positive control with chlorhexidine. It can be concluded that undiluted 
ozonized olive and grape oils exhibit relevant antimicrobial activity after a short 
exposure time against bacterial biofilms associated with periodontal disease and may 
represent a promising adjunctive approach in periodontal therapy.

Keywords: Ozone therapy; Biofilms; Periodontal diseases. 
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1 INTRODUÇÃO 

A doença periodontal está entre as doenças inflamatórias mais prevalentes em 

nível global, entre 20 e 50% de prevalência em todo mundo, podendo variar desde 

inflamação gengival reversível até uma destruição progressiva do osso alveolar1-4. 

Sua etiologia é complexa e envolve a interação de microrganismos patogênicos com 

a resposta imunoinflamatória do hospedeiro, sendo mediada por fatores de risco 

sistêmicos ou locais. Dentre os fatores modificadores e predisponentes pode-se 

destacar o tabagismo, hiperglicemia, fatores nutricionais, agentes farmacológicos, 

hormônios esteroides sexuais (puberdade; gravidez), condições hematológicas, 

secura bucal e fatores de retenção de biofilme dental1-6. A doença periodontal tem 

como um dos seus principais fatores etiológicos a formação e acúmulo do biofilme 

dental, uma comunidade microbiana altamente complexa que pode abrigar diversas 

espécies bacterianas distintas. Esse biofilme não apenas se adere firmemente às 

superfícies dentárias e ao sulco gengival, como também estabelece um 

microambiente propício para a sobrevivência de microrganismos anaeróbios, 

favorecendo alterações na microbiota residente. Esse desequilíbrio, conhecido como 

disbiose, altera o estado de saúde bucal e pode desencadear processos inflamatórios 

crônicos que, quando não controlados, resultam na formação de bolsas periodontais 

e consequente destruição dos tecidos de suporte dental7,8. 

No manejo clínico da periodontite, a terapia periodontal não-cirúrgica ainda 

representa a primeira opção de tratamento. Essa abordagem envolve procedimentos 

de raspagem e alisamento radicular (RAR) que visam a remoção mecânica do biofilme 

e depósitos de cálculo, podendo ser realizados com instrumentos manuais ou 

ultrassônicos. Apesar dos resultados clínicos positivos obtidos com RAR5-7, esta 

terapia pode apresentar limitações e insucessos quando abordada isoladamente em 

determinados casos clínicos. Assim, terapias adjuvantes têm sido investigadas em 

virtude do limitado acesso à superfície radicular durante RAR, da permanência de 

biofilme subgengival nas bolsas mais profundas, e da habilidade de algumas bactérias 

periodontopatogênicas em invadir tecido adjacente8-12. Além disso, a condição 

sistêmica do paciente pode interferir na resolução do processo inflamatório após o 

procedimento de RAR. Terapias adjuvantes, como a antibioticoterapia e a aplicação 

de laser e produtos oxigenados, também têm sido incorporadas com o objetivo de 

potencializar os resultados, reduzindo a carga bacteriana subgengival e favorecendo 
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o equilíbrio microbiológico do periodonto9. Dentre estas terapias adjuvantes

disponíveis, a ozonioterapia tem despertado grande interesse pela sua ação

antimicrobiana, anti-inflamatória e potencial de estimular a reparação tecidual. Essa

modalidade terapêutica pode ser aplicada de diferentes formas no contexto

periodontal, incluindo a irrigação do sulco gengival com soluções aquosas ozonizadas,

a insuflação direta de gás ozônio nas bolsas periodontais, a utilização conjunta da

água ozonizada durante o desbridamento ultrassônico e até o uso tópico dos óleos

vegetais ozonizados nos tecidos moles. Além de favorecer a desinfecção local, essas

aplicações têm sido associadas a melhor cicatrização dos tecidos periodontais e ao

alívio de sintomatologias dolorosas, configurando-se como uma alternativa promissora

no suporte ao tratamento periodontal convencional9-13.

A utilização da ozonioterapia na prática odontológica foi oficialmente 

reconhecida e regulamentada pelo Conselho Federal de Odontologia (CFO) em 2015, 

através da resolução nº 166/2015, o que possibilitou sua inserção de forma segura e 

ética em diferentes especialidades14. Desde então, a aplicação clínica dessa terapia 

tem se mostrado bastante versátil, sendo mais frequentemente indicada no manejo 

de condições como úlceras aftosas recorrentes, mucosite oral associada a 

tratamentos oncológicos e distúrbios da articulação temporomandibular (DTM). Além 

dessas indicações mais consolidadas, o uso do ozônio também vem sendo explorado 

em múltiplas áreas da Odontologia, incluindo a Periodontia (como recurso adjuvante 

no controle da infecção e inflamação), a Prótese dentária (pela sua ação 

antimicrobiana na descontaminação de superfícies protéticas), a Implantodontia 

(auxiliando na desinfecção de implantes e cicatrização tecidual), a Odontologia 

restauradora (pela sua capacidade de reduzir a carga microbiana em lesões cariosas), 

a Endodontia (como coadjuvante na desinfecção do sistema de canais radiculares) e 

a Cirurgia Bucomaxilofacial (contribuindo para uma melhor reparação tecidual e 

redução do risco de infecção). Dessa forma, a ozonioterapia se apresenta como uma 

ferramenta terapêutica complementar, com amplo potencial de aplicação clínica na 

Odontologia moderna14-16. 

A aplicação tópica do ozônio pode ser feita na forma de gás, água e óleo. O 

óleo ozonizado, é produzido por um processo industrial que resulta em uma maior 

biocompatibilidade quando comparado às outras formas de aplicação, pois durante o 

processo de insuflação do ozônio em um óleo monoinsaturado (ozonólise) cria-se uma 

forma estável dos subprodutos da molécula17. Além da estabilidade, o óleo possibilita 
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armazenamento por mais tempo, facilidade na aplicação, uso fora dos consultórios 

por parte do paciente e reduz os riscos quando comparado à aplicação do gás18. 

Seu mecanismo de ação baseia-se na produção de radicais livres levando a 

um quadro agudo e estresse oxidativo controlado em células humanas, resultando na 

modulação da resposta antioxidante, metabolismo do oxigênio e energia celular, o que 

promove respostas biológicas positivas. Além disso, a alta solubilidade e instabilidade 

do ozônio garantem toda a sua absorção e previne a toxicidade nos tecidos19. Uma 

vez que a maioria das bactérias relacionadas às doenças periodontais são 

anaeróbicas, a liberação de oxidantes pode contribuir para redução do crescimento 

bacteriano pelo aumento da tensão de oxigênio no biofilme subgengival e por danos 

nos componentes intracelulares20. 

Até o momento, a literatura apresenta poucos estudos clínicos que 

investigaram os efeitos do óleo de oliva ozonizado no manejo da periodontite. No 

estudo conduzido por Patel et al.21 (2012), avaliou-se a eficácia desse óleo tanto como 

monoterapia quanto como terapia adjuvante à raspagem e alisamento radicular (RAR) 

em pacientes com periodontite crônica. Os resultados indicaram que a aplicação do 

óleo ozonizado após a RAR promoveu melhora significativa nos parâmetros clínicos 

e microbiológicos ao longo de todo o período de acompanhamento, quando 

comparado ao grupo controle. Além disso, observou-se que o óleo de oliva ozonizado 

apresentou eficácia até mesmo quando utilizado isoladamente. Embora não tenham 

sido registrados efeitos adversos relevantes, verificou-se aumento da 

hipersensibilidade dentinária cervical em pacientes submetidos à combinação de RAR 

com a aplicação do óleo. Em um estudo mais recente, Nambiar et al.22 (2022) 

compararam a eficácia da aplicação local de clorexidina e do óleo de oliva ozonizado 

como terapias adjuvantes à RAR. Após três meses de acompanhamento, ambos os 

grupos apresentaram melhorias clínicas significativas, sem diferenças estatísticas 

entre os tratamentos. Esses achados reforçam a possibilidade de que o óleo de oliva 

ozonizado possa ser um recurso terapêutico promissor, capaz de potencializar os 

efeitos da RAR no controle da periodontite No entanto, esses estudos apresentam 

algumas limitações importantes, como amostras relativamente reduzidas, períodos de 

acompanhamento curtos e avaliação restrita principalmente a parâmetros clínicos 

periodontais. Além disso, ainda são escassas as investigações que analisam de forma 

mais detalhada a atividade antimicrobiana do óleo de oliva ozonizado sobre 

microrganismos específicos associados à doença periodontal, bem como os efeitos 
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de diferentes concentrações e formulações do produto sobre biofilmes bacterianos. 

Nesse sentido, estudos experimentais in vitro tornam-se relevantes, pois permitem 

avaliar de maneira controlada a ação antimicrobiana dessas substâncias sobre 

espécies bacterianas específicas, contribuindo para melhor compreensão de seus 

mecanismos de ação e para fundamentar futuras investigações clínicas. 

Não foram encontrados na literatura trabalhos clínicos que investigaram o uso 

do óleo de uva ozonizado como terapia adjuvante à RAR. Da mesma forma, também 

não foram identificados estudos in vitro que avaliaram especificamente o efeito 

antimicrobiano desse óleo frente a microrganismos periodontopatogênicos de 

relevância clínica. Considerando essa lacuna, o presente estudo teve como objetivo 

analisar a atividade antimicrobiana tanto do óleo de oliva como do óleo de uva 

ozonizados sobre biofilmes monoespécies formados por Streptococcus oralis e por 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, patógenos associados ao desenvolvimento 

e progressão da doença periodontal.  Outro ponto importante a destacar é que o efeito 

antimicrobiano e bioestimulador do ozônio pode variar dependendo das vias, 

concentração e métodos de aplicação utilizados. Como não existe na literatura 

protocolos padronizados de aplicação nem um consenso em relação aos parâmetros 

ideais da ozonioterapia para utilização como terapia adjunta no tratamento das 

doenças periodontais, propusemos o presente estudo in vitro para avaliar a ação 

antimicrobiana de dois óleos ozonizados contra biofilmes monoespécies de bactérias 

associadas às doenças periodontais. Biofilmes associados às doenças periodontais 

ainda representam um desafio significativo na prática clínica. Portanto, compreender 

a efetividade destes produtos ozonizados contra biofilmes periodontopatogênicas irá 

contribuir para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas inovadoras e mais 

eficientes no combate às doenças periodontais. 
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7 CONCLUSÃO 

Com base nos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que os óleos de oliva 

e de uva ozonizados apresentaram atividade antimicrobiana significativa contra os 

biofilmes de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Streptococcus oralis. De 

modo geral, as formulações ozonizadas demonstraram maior eficácia na redução da 

contagem bacteriana quando comparadas aos respectivos óleos não ozonizados e 

aos controles, destacando-se especialmente o óleo de oliva ozonizado na 

concentração de 100%, que apresentou as maiores reduções de unidades formadoras 

de colônia em ambas as espécies bacterianas avaliadas. Adicionalmente, os 

resultados indicam que o óleo de uva ozonizado não apresentou desempenho 

superior ao óleo de oliva, não demonstrando vantagens em relação a este no contexto 

das condições experimentais analisadas. 
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