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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 Atividade antimicrobiana pelo método de difusão em ágar-técnica do poço 

Utilizaram-se cepas padrões de Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 

25922, Salmonella typhimurium 14028 e Listeria monocytogenes 1/2 a. 

 

 Foram inoculados 100 µl de suspensão microbiana padronizada com turvação equivalente ao 

tubo 0,5 da escala de McFarland (1,5x108 bactérias/ml) em placas de petri com ágar Mueller-Hinton 

(CLSI, 2012). Em cada placa, foram feitos quatro poços de 4 mm de diâmetro  para inserir 50 µl do 

óleo essencial. Os óleos foram diluídos em salina adicionada de 1% de Tween 80, nas proporções 

de 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0%, 2,5%, 3,0%, 3,5% e 4,0%. As placas foram incubadas em estufa a 37º 

C por 24 horas.  

Para o controle negativo, foi inoculado em um poço apenas a solução salina estéril com 

Tween 80. O controle positivo usou discos de antibiótico com atividade comprovada contra o 

micro-organismo avaliado. 

 

Teste de diluição em caldo – microdiluição 

O inóculo foi padronizado também no padrão do tubo 0,5 da escala de McFarland (CLSI, 

2012) e diluído até concentração de 3 x 105 UFC/ ml. A diluição foi calculada para que cada poço 

contivesse 20 μl, num total de 200 μl em cada microplaca. A concentração de cada óleo baseou-se 

nos resultados obtidos na técnica de difusão em ágar. A solução foi preparada em caldo Mueller 

Hinton e Tween 80 a 1%, variando de concentração em intervalos de 0,1 % ou seja, 3,0 %; 2,9 %; 

2,8 %; 2,7 % e assim sucessivamente até 0,1 %. As placas foram incubadas a 37º C por 24 horas. 

A concentração inibitória mínima (CIM) foi considerada a menor concentração de óleo 

essencial na qual não foi visualizado crescimento microbiano com o uso do revelador de viabilidade 

celular resazurina, que toma coloração rósea na presença de células viáveis. 

Dos poços que permaneceram sem crescimento microbiano foram inoculados 20 µl em 

placas com ágar Mueller-Hinton e foram incubadas a 37º C, por 24 horas. O crescimento em placa 

indica que, na concentração avaliada, houve a inibição do crescimento, contudo sem matar o micro-

organismo. O não crescimento em placa caracteriza a Concentração Bactericida Mínima (CBM). 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

Difusão em ágar–técnica do poço 
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 A tabela a seguir apresenta as médias dos halos de inibição encontrados, em mm, com os 

respectivos desvios padrão. Os OE de alecrim e pimenta preta não foram efetivos contra nenhum 

dos micro-organismos testados. O óleo essencial de gengibre foi efetivo apenas contra L. 

monocytogenes, e somente nas três concentrações mais altas, não sendo estes incluídos no quadro. 

 

 

Média dos halos de inibição dos OE (em milímetros) frente a patógenos, com o desvio padrão: 

S. aureus E.coli Salmonella L. monocytogenes 

Concentração 

OE: Orégano 

Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP 
0,5 0 17 ± 3,5 
1 13 ± 0 9 ± 0,7 1 ± 1 20 ± 0,7 

1,5 20  ± 6,3 10 ± 0,6 10 ± 0,6 16 ± 6,4 
2 21 ± 4 12 ± 4,9 11± 1,5 20 ± 0 

2,5 22 ± 4,2 13 ± 2,3 12 ± 1,7 16 ± 3,6 
3 23 ± 6,6 14 ± 3,5 11,7 ± 1,5 16,7 ±6,1 

3, 5 11 ± 7,9 17,7 ±3,2 12 ± 1,5 15,7 ± 1,2 
4 31 ± 8,9 19 ± 3,1 13 ± 0,6 11 ± 13,9 

  OE: Manjerona   
Concentração Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP 

0,5 NA NA NA 14 ± 0 
1 NA NA NA 11 ± 0 

1,5 NA 10  ± 0 NA 12  ± 0 
2 NA 9  ± 1 NA 15  ± 0 

2,5 NA 14  ± 3,2 9,7  ± 1,2 15  ± 0 
3 NA 11  ± 1 9 ± 0,6 13  ± 4,2 

3, 5 NA 16  ± 2,5 11  ± 0,6 13  ± 1,4 
4 NA 16  ± 3,2 11,7  ± 1,5 20  ± 4,2 

Concentração 

OE: Tomilho 

Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP 

0,5 NA NA 10  ± 0,6 NA 
1 NA NA 0,00 NA 

1,5 NA 18 ± 9,9 10 ± 0,6 NA 
2 NA 20,5 ± 13,44 10  ± 0 NA 

2,5 NA 9 ± 2,8 10  ± 0 15 ± 1,4 
3 NA 9,5 ± 2,1 10 ± 0,6 13 ± 2,8 

3, 5 NA 12 ± 0 10 ± 0,6 13 ± 2,8 
4 14 12,5 ± 3,5 12 ± 0,6 13 ± 0 

Concentração 

OE: Manjericão 

Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP Diâmetro e DP 

0,5 NA NA NA NA 
1 NA 9 ± 14 NA NA 

1,5 NA 13,5 ± 9,2 NA NA 

2 NA 13 ± 07 NA NA 

2,5 NA 12 ± 1,0 13 ± 4,9 NA 
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3 NA 12 ± 1,0 13 ± 1,4 NA 

3, 5 13 ± 2,1 15 ± 4,2 16 ± 0,5 NA 

4 14 ±4,2 16 ± 1,5 16 ± 0,7 NA 

 NA= não ativo/não formou halo 

 

O óleo essencial de orégano apresentou melhor desempenho, seguido dos OE de manjerona, 

manjericão e tomilho. O óleo essencial de gengibre apresentou fraca atividade. 

 

Microdiluição 

A partir dos halos de inibição obtidos na técnica de difusão em ágar, foi possível determinar 

a menor concentração em que o óleo inibiu cada micro-organismo, sendo esta a partida para a 

microdiluição, resultando na determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a 

Concentração Bactericida Mínima (CBM), que são listadas no quadro a seguir:  

 

Concentração Inibitória Mínima e Concentração Bactericida Mínima dos óleos essenciais estudados 
frente aos patógenos alimentares.  

Óleo 
essencial 

S. aureus E.coli Salmonella L. monocytogenes 

CIM CMB CIM CMB CIM CMB CIM CMB 

Orégano ND ND ND ND ND ND ND ND 

Manjerona 0,9 1,0% >3,0% 
0,2 -
0,3% 

0,4 - 
0,5% 

ND ND 1,6 - 1,7% >4,0%

Tomilho ND ND ND ND ND ND ND ND 
Gengibre ND ND ND ND ND ND NA NA 

Manjericão 1,5 - 1,6% > 2,5% 
0,6 -
0,7% 

1,6 - 
1,7% 

1,0 -  1,1% >4,0% ND ND 

NA= não ativo ND=não definido 

Pelo teste de microdiluição, os óleos essenciais de manjerona (especialmente) e manjericão 

apresentaram elevada atividade antimicrobiana. O óleo de gengibre não obteve resultado 

satisfatório. 

 

5. CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos demonstram que alguns óleos essenciais poderiam ser empregados na 

indústria de alimentos, como aditivos alternativos para controle microbiológico. Para comprovar 

essa viabilidade são necessárias mais pesquisas, associando a ação antimicrobiana às análises 

sensoriais e de toxicidade, além da interação com a matriz alimentar e do custo-benefício. 
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