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APRESENTAÇÃO

O livro “O Fortalecimento Intensivo das Ciências Biológicas e suas Interfaces 2” é uma 
obra cujo foco principal está na interrelação das diferentes áreas das Ciências Biológicas 
e em suas interfaces com outras áreas na produção de conhecimento. O presente volume 
abordará em seus vinte capítulos o conhecimento interdisciplinar que compõe a grande 
área de Ciências Biológicas através de artigos científicos originais, pesquisas, relatos de 
casos e/ou revisões. 

Cada um dos estudos selecionados foi desenvolvido em reconhecidas instituições 
de ensino e pesquisa do país, e aborda as diferentes áreas da Biologia e áreas correlatas, 
que possuem interface com ela - Parasitologia, Microbiologia, Farmacologia, Zoologia, 
Botânica, Medicina, Educação em Saúde, Biologia Celular e Molecular, Genética entre 
outras. É necessário destacar que mais que nunca, biólogos têm estado presentes cada 
vez mais em áreas de pesquisa antes consideradas específicas de outras profissões. Esta 
interdisciplinaridade é extremamente importante, pois pesquisas com olhares de diferentes 
profissionais tendem a ter mais êxito e gerar melhores frutos. Por isto, trabalhos diversos 
são aqui discutidos com a proposta de ampliar o conhecimento científico e acadêmico, 
assim como abordar temas atuais e de interesse direto também da comunidade em geral.

Acreditamos que esta obra será importante para a difusão do conhecimento e da 
ciência e, assim como todas as demais obras da Atena Editora, esta também passará por 
julgamento de um corpo editorial formado por mestres e doutores. Esperemos que que 
você faça bom proveito!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: Para a condução dos testes de 
sensibilidade aos antimicrobianos naturais, 
principalmente óleos essências, os métodos 
oficiais são adaptados para evitar interferências 
das características físicas e químicas dos 
compostos testados. Este artigo teve o objetivo de 
relacionar os principais ajustes de protocolos de 
atividade antimicrobiana com produtos naturais 
empregados no Laboratório de Microbiologia 
da Universidade Estadual de Maringá – 
Campus Umuarama, com base nas pesquisas 
desenvolvidas, principalmente com óleos 
essenciais, entre os anos de 2010 a 2021. Foram 
descritos os ajustes para a solubilização dos 
óleos essenciais para o método da microdiluição 
em placas, para a leitura e interpretação dos 
resultados da Concentração Inibitória Mínima 
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(CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM), além da possibilidade de se obter a 
informação do tempo necessário que um óleo essencial, em diferentes concentrações, 
requer para causar a morte bacteriana, como alternativa para o ensaio de cinética de morte 
microbiana. Em relação aos métodos de difusão em ágar foram abordadas as possíveis 
desvantagens da utilização dessas técnicas para a investigação da atividade antimicrobiana 
de óleos essenciais.
PALAVRAS-CHAVE: Óleos essenciais, antimicrobianos naturais, testes de sensibilidade, 
microdiluição, difusão em ágar.

ANTIMICROBIAL SENSITIVITY TESTS ADAPTED TO ESSENTIAL OILS
ABSTRACT: For the conduct of sensitivity tests to natural antimicrobials, mainly essential 
oils, the official methods are adapted to avoid interferences of the physical and chemical 
characteristics of the tested compounds. This article aimed to relate the main adjustments 
of antimicrobial activity protocols with natural products used in the Microbiology Laboratory 
of the State University of Maringá - Campus Umuarama, based on the research developed, 
mainly with essential oils, between the years 2010 to 2021 Adjustments for the solubilization 
of essential oils for the microdilution plate method were described, for reading and interpreting 
the results of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal 
Concentration (MBC), and possibility of obtaining the information of the time required that an 
essential oil, in different concentrations, requires to cause bacterial death, as an alternative 
to the microbial death kinetics assay. Regarding the agar diffusion methods, the possible 
disadvantages of using these techniques to investigate the antimicrobial activity of essential 
oils were addressed.
KEYWORDS: Essential oils, natural antimicrobials, sensitivity tests, microdilution, agar 
diffusion.

1 | 	INTRODUÇÃO
Nos estudos sobre a atividade antimicrobiana de óleos essenciais ou outras 

substâncias antimicrobianas em estágio de desenvolvimento são empregados os Testes 
de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA) tendo como base as normas dos documentos 
disponibilizados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e pelo European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EuCAST).

No Brasil, em 14 de dezembro de 2018, o Ministério da Saúde publicou a Portaria 
nº 64 de 11/12/2018 que “Determina aos laboratórios de rede pública e rede privada, de 
todas as Unidades Federadas, a utilização das normas de interpretação para os testes 
de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA), tendo como base os documentos da versão 
brasileira do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, o BrCAST”, com 
prazo de 12 meses para adequação dos laboratórios de microbiologia das redes pública e 
privada.

Os protocolos de TSA são referentes aos agentes antimicrobianos aprovados pelas 
agências regularizadoras internacionais, já correlacionados com as características físico-
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químicas de cada antimicrobiano. No entanto, quando se trata de pesquisa científica para 
a prospecção de novos ativos antimicrobianos é relevante considerar as interferências 
das características físicas e químicas desse ativo nos TSA, como a solubilidade em meio 
aquoso ou o solvente mais apropriado, a coloração do ativo, as concentrações mínimas a 
serem testadas, o grau de dispersão em ágar e outros fatores a serem considerados, por 
influenciar a leitura dos resultados qualitativos ou quantitativos.

Portanto, os TSA aplicados para compostos naturais, como extratos e óleos 
essenciais, necessitam de adaptações dos métodos oficiais. Os ajustes de protocolos são 
muitas vezes baseados nas capacidades laboratoriais dos centros de pesquisa, com base 
nos estudos científicos já publicados. De certa forma, as diferentes condições de análise 
pode ser um fator interferente nas distorções de resultados encontrados em diferentes 
pesquisas com os mesmos extratos ou compostos. Além das variáveis associadas à 
composição química dos produtos naturais, como por exemplo os óleos essenciais, a 
comparação de pesquisas científicas com ativos naturais da mesma espécie também sofre 
a possível dispersão de resultados em função da falta de padronização dos TSA utilizados 
na prospecção e desenvolvimento de antimicrobianos naturais.

O objetivo deste capítulo foi relacionar os principais ajustes de protocolos de 
atividade antimicrobiana com produtos naturais empregados no Laboratório de Microbiologia 
da Universidade Estadual de Maringá – Campus Umuarama, com base nas pesquisas 
desenvolvidas, principalmente com óleos essenciais, entre os anos de 2010 a 2021.

2 | 	SOLUBILIZAÇÃO DOS ÓLEOS ESSENCIAIS PARA O MÉTODO DA 
MICRODILUIÇÃO EM PLACAS

O método de microdiluição em placas é o mais empregado dentro dos métodos de 
diluição para os TSA. A leitura dessa técnica permite determinar a Concentração Inibitória 
Mínima (CIM), definida como a menor concentração capaz de inibir qualquer crescimento 
microbiano visível.

Nos ensaios com óleos essenciais é fundamental garantir a máxima homogeneização 
da maior concentração a ser testada. Na rotina do laboratório de Microbiologia, da UEM – 
Campus Umuarama, tem-se como premissa testar o óleo essencial em questão na maior 
concentração de 25,6 mg mL-1, equivalente a 2,56%. No entanto, essa concentração é 
preparada dupla (51,2 mg mL-1) em caldo Mueller Hinton adicionado de 0,5% de Tween 80 
(polissorbato 80), para ser adicionada no volume de 50 µL no poço da microplaca, o qual 
receberá posteriormente 50 µL de inóculo preparado também em caldo Mueller Hinton, 
na concentração de aproximadamente 1,0 x 10-6 UFC mL-1. Após a adição do inóculo, a 
concentração final do poço com a maior concentração a ser testada será a estabelecida de 
25,6 mg mL-1 e a concentração do inóculo será de 0,5 x 10-6 UFC mL-1.

A adição de Tween 80 no Caldo Mueller Hinton tem como objetivo emulsificar o 
óleo essencial, uma vez que o meio de cultura é preparado como uma solução aquosa 
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e o óleo essencial é imiscível em água. Para o preparo da concentração dupla de óleo 
essencial utiliza-se um tubo de ensaio, em que é adicionado o volume de óleo essencial 
correspondente ao peso necessário para a concentração que se deseja (considerando 
a densidade do óleo essencial) e segue a adição do mesmo volume de propilenoglicol, 
com a finalidade de aumentar a solubilização do óleo essencial. Após agitação em vórtex, 
adiciona-se o caldo Mueller Hinton no volume necessário para completar a solução.

Utilizando somente o Caldo Mueller Hinton com 0,5% de Tween 80 no preparo 
da maior concentração, percebeu-se que minutos após a agitação em vórtex o óleo 
essencial separava-se da solução, o que não garantia a adição homogênea nos poços da 
maior concentração a ser testada, com interferência direta nos demais poços da diluição 
sequencial.

A adoção da etapa de adição de propilenoglicol facilitou a solubilização do óleo 
essencial no Caldo Mueller Hinton, mas ainda não é possível obter uma solubilização 
completa dependendo do tipo de óleo essencial que está sendo testado.

Espécie vegetal
Óleo essencial Nanoemulsão

ATCC 29213 ATCC 25922 ATCC 29213 ATCC 25922
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM

Aroeira vermelha - sementes
(Schinus terebinthifolius) > 25.6 > 25.6 12.8 > 25.6 > 25.6 > 25.6 < 0.05 0.2

Canela - cascas
(Cinnamomum cassia) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.4 0.8 0.1 0.2

Tea tree - folhas
(Melaleuca alternifolia) > 25.6 > 25.6 6.4 > 25.6 < 0.05 < 0.05 1.6 1.6

Tabela 1. Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) de 
óleos essenciais e suas respectivas nanoemulsões. Concentrações em mg mL-1.

Em um experimento de rotina para comparar a atividade antibacteriana de três óleos 
essenciais e suas respectivas nanoemulsões, preparadas pelo método de baixa energia 
(rotação a 100 rpm) e mantendo o Tween 80 como emulsificante, obteve-se CIMs menores 
para as nanoemulsões em relação aos seus respectivos óleos essenciais, para os óleos 
essenciais de aroeira vermelha e tea tree (Tabela 1).

3 | 	LEITURA E INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS DA CIM
A leitura dos resultados do teste de microdiluição em placas pode ser por meio da 

turbidez (densidade óptica) ou utilizando indicadores colorimétricos.
Na leitura do teste de microdiluição em placas utilizando a turbidez, há a necessidade 

da disponibilidade de equipamento de leitura de absorbância para microplacas, denominado 
leitora de microplacas. O crescimento microbiano nos poços contendo o antimicrobiano deve 
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ser comparado com os poços contendo meio de cultura sem o antimicrobiano, utilizados 
como controles negativos. De acordo com a norma do CLSI, deve-se ler o ponto final 
na concentração em que haja uma redução de 80% ou mais do crescimento microbiano, 
quando comparado com o controle. Essa tolerância foi estabelecida em consequência de 
um ligeiro crescimento bacteriano quando são testados os antimicrobianos convencionais 
trimetoprim e as sulfonamidas.

No caso de teste de microdiluição com produtos naturais, a leitura da absorbância 
pode ter o inconveniente de interferência na turbidez quando se trata de óleos essenciais 
microencapsulados (causam a turvação do meio) e com extratos aquosos ou hidroalcoólicos 
(com coloração característica da planta).

Na Tabela 2 está um exemplo dos valores de leitura de absorbância de uma 
microplaca em que foi testado um óleo essencial microencapsulado com ciclodextrina. 
Observa-se no poço B da coluna 1 (controles negativos) um valor superior aos demais 
valores. Isso ocorreu pois foi estabelecido como protocolo do laboratório reservar um poço 
da coluna 1 para o controle negativo da maior concentração e outro poço para o controle 
negativo da menor concentração (poço C da coluna 1).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,047 0,652 2,689 2,196 1,911 1,937 1,869 1,459 1,007 0,637 0,648 0,68
B 2,311 0,507 2,782 1,907 1,879 1,831 1,551 0,857 0,564 0,614 0,674 0,657
C 0,059 0,634 2,683 2,171 2,089 1,966 1,832 1,357 0,792 0,47 0,579 0,605
D 0,058 0,59 2,645 2,098 1,725 1,946 1,838 1,726 1,142 0,601 0,64 0,716
E 0,057 1,421 2,551 2,042 1,962 1,855 1,688 1,51 1,312 1,161 1,262 1,309
F 0,059 1,185 2,604 2,341 1,682 1,628 1,303 1,171 1,274 1,302 1,184 1,236
G 0,067 1,481 2,578 2,086 2,022 1,906 1,764 1,562 1,231 1,327 1,238 1,289
H 0,06 1,381 2,611 2,14 1,991 1,959 1,872 1,645 1,46 1,255 1,177 1,256

Tabela 2 – Absorbância obtida na leitora de microplacas para o teste de sensibilidade 
antimicrobiana de óleo essencial microencapsulado com ciclodextrina.

Antes da implantação da leitura da absorbância para os testes de microdiluição em 
placas no Laboratório de Microbiologia da UEM – Campus Umuarama, era adotada apenas 
a leitura do teste com o indicador de óxido-redução resazurina, o qual adquire coloração 
rosa no caso de crescimento microbiano e permanece com coloração azul nos poços em 
que houve inibição microbiana. Os métodos colorimétricos para determinar a CIM são 
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considerados rápidos e de baixo custo, pois não necessitam de equipamento. No entanto, 
a mesma dificuldade de observação do resultado positivo ou negativo permanece quando 
se trata um extrato aquoso ou hidroalcoólico com coloração. Na Figura 1 observa-se essa 
interferência por conta da coloração do extrato aquoso testado, o que pode gerar um 
resultado falso-positivo. No poço B2 ocorreu uma coloração intensa do controle negativo, 
contendo a maior concentração testada. Para o analista, nesse caso ocorre a dúvida 
principalmente em relação às colunas 3 a 6, se a coloração é em função do crescimento 
microbiano ou do próprio extrato testado.

Figura 1 – Microplaca para leitura da Concentração Inibitória Mínima (CIM) utilizando o 
indicador resazurina.

O método de microdiluição proposto por Mann e Markham (1998), para a 
determinação da CIM de óleos essenciais, baseou-se na comparação da leitura visual e 
fotométrica das microplacas e demonstrou que os resultados da microdiluição podem ser 
avaliados sem instrumentação.

A resazurina é um indicador de óxido-redução que foi extensivamente utilizada 
na investigação da qualidade do leite. Para a detecção de Mycobacterium tuberculosis 
o método em placa por microdiluição proposto por Palomino et al. (2002), utilizando a 
resazurina foi denominado como REMA (Resazurin Microtiter Assay).

No entanto, a leitura da microplaca com o indicador resazurina passa a ser 
subjetiva e dependente a percepção do analista. Em determinadas situações, conforme 
o óleo essencial que está sendo testado, a diferenciação de cor entre o azul e o rosa fica 
comprometida e causa incerteza na leitura de crescimento microbiano positivo ou negativo.

Visando a possibilidade da utilização de uma técnica mais precisa para a realização 
da leitura CIM de óleos essenciais pelo método do indicador resazurina, utilizou-se o 
software ImageJ (disponível em https://imagej.nih.gov/ij/) para obter a diferenciação dos 
poços positivos e negativos quanto ao crescimento microbiano. O princípio baseia-se na 
leitura colorimétrica por meio da inversão de cores, para fins de comparação da leitura 
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dos resultados pelas fotografias originais. Na Figura 2A observa-se a imagem de uma 
microplaca tratada pelo método indicador resazurina e na Figura 2B, a imagem analisada 
pelo software.

Figura 2 – Microplaca do método de microdiluição para a determinação da Concentração 
Inibitória Mínima (CIM) de óleos essenciais. (A): imagem original da microplaca após a 

incubação com o indicador resazurina. (B): imagem tratada pelo Software ImageJ.

A primeira coluna de poços microplaca foi reservada como referência os poços 
de controle negativo, em que não foi adicionada a cultura microbiana. No poço A1 foi 
adicionado apenas o meio de cultura Caldo Mueller Hinton, no poço B1 foi adicionada o 
meio de cultura com a maior concentração de óleo essencial e no poço C1 continha o meio 
de cultura com a menor concentração de óleo essencial.

Os poços da segunda coluna da microplaca foram reservados para os controles 
positivos dos microrganismos em teste, constituindo-se apenas dos inóculos em meio de 
cultura (ausência de antimicrobiano).

Na leitura visual do resultado, nos poços de coloração rosa entendeu-se que 
houve redução do indicador, pela reação com o meio de cultura reduzido em função do 
metabolismo microbiano, ou seja, que não houve inibição da cultura (resultado positivo). 
Nos poços de coloração azul houve inibição microbiana (resultado negativo).

Nos poços da linha 1, colunas 4 e 5, observou-se que as cores apresentadas não 
foram semelhantes as cores tomadas como padrão positivo ou negativo, o que gerou dúvida 
e não se pode afirmar se houve ou não inibição do crescimento microbiano. Observando a 
Figura 2B, foi possível verificar com clareza o resultado dos poços citados anteriormente, 
sendo que para ambos os casos não houve inibição do crescimento microbiano (indicação 
da coloração verde). A inversão das cores disponível no software permitiu uma maior 
visibilidade dos resultados, uma vez que o comando inverte todas as cores e valores de 
brilho dos pixels da camada ativa da imagem, tornando áreas claras em áreas escuras. Os 
resultados da comparação foram expostos similarmente como mostra a Figura 3, na qual 
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os símbolos (+), (-) e (+/-) representam se houve crescimento microbiano, se não houve 
crescimento microbiano e incerteza do resultado, respectivamente.

Figura 3 – Representação da leitura dos resultados obtidos na determinação da Concentração 
Inibitória Mínima (CIM) de óleos essenciais. (A): analisando imagem original da microplaca 

após a incubação com o indicador resazurina. (B): analisando a imagem tratada pelo Software 
ImageJ. (+): crescimento microbiano. (-) inibição microbiana. (+/-) incerteza do resultado.

A resazurina é um indicador químico, que durante a sua redução há alteração de cor. 
No leite e em solução aquosa, a resazurina é azul e se reduz para resorufina, de coloração 
rosa. A resorufina pode ser reduzida ainda à hidrorresorufina, um composto incolor. A reação 
para resorufina é irreversível, enquanto que a redução para hidrorresorufina é reversível 
(ERB; EHLERS, 1950). O que explica que alguns poços do controle positivo (segunda 
coluna da Figura 2A) tenham ficado incolores.

A resazurina, também referenciada como Alamar Blue, é azul e não fluorescente. 
Quando reduzida pela atividade celular, provavelmente pelo consumo de oxigênio no 
metabolismo microbiano, passa a ter coloração rosa fluorescente (O’BRIEN, 2000). Essa 
fluorescência pode ser fotografada em fotodocumentador para géis de eletroforese. Na 
Figura 4 estão as imagens da microplaca com o teste de microdiluição de um óleo essencial, 
fotografadas por câmera de celular (A) e por fotodocumentador (B).
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Figura 4 – Microplaca do método de microdiluição para a determinação da Concentração 
Inibitória Mínima (CIM) de óleos essenciais. (A): imagem fotografada por câmera de celular. (B): 
imagem obtida em fotodocumentador. (C): representação da leitura dos resultados observando 
(A). (D): representação da leitura dos resultados observando (B). (+): crescimento microbiano. 

(-) inibição microbiana. (+/-) incerteza do resultado. (?): sem parâmetro.

Foi estabelecido como protocolo no teste de microdiluição em placas a utilização 
do indicador resazurina para a leitura do resultado da CIM, de forma que é adicionado 
o indicador após a incubação com o inóculo. A microplaca permanece overnight sob 
refrigeração, com a leitura do resultado no dia posterior. Esse tempo se faz necessário 
para que haja a completa redução do indicador nos poços em que ocorreu crescimento 
microbiano. No entanto, mesmo após esse tempo pode ocorrer dificuldades na leitura, 
como observado na Figura 4A. Desse modo, a imagem por fotodocumentador tornou-se 
fundamental para evitar as incertezas nos resultados e a dependência dos referenciais de 
cor de cada analista.

É nítida a diferença dos poços com crescimento microbiano dos poços em que 
ocorreu inibição (Figura 4B). Esse fato traz um conforto ao analista para expressar os 
resultados sem dúvidas e incertezas. No entanto, os registros das microplacas utilizados 
fotografias com câmeras convencionais continuam sendo realizados no laboratório.



 
O Fortalecimento Intensivo das Ciências Biológicas e suas Interfaces 2 Capítulo 20 264

4 | 	CONCENTRAÇÃO BACTERICIDA MÍNIMA (CBM)
Realizando o repique de cada poço da microplaca após a incubação, utilizada no 

método de microdiluição para a determinação da CIM, em meio de cultura solidificado é 
possível determinar qual a concentração necessária do óleo essencial em estudo para 
promover a morte celular, ou seja, a Concentração Bactericida Mínima (CBM) para bactérias 
ou Concentração Fungicida Mínima (CFM) para leveduras e fungos filamentosos.

No entanto, o repique para a CBM utilizando o ponto final de incubação para a 
determinação de CIM não permite uma visão sobre o processo de morte que ocorre durante 
o período de incubação de 24 horas na presença do agente antimicrobiano. Além da CIM, 
informações confiáveis sobre a propriedade microbicida de um agente antimicrobiano 
é essencial para o sucesso do tratamento de infecções (HAMOUD et al., 2012) ou o 
tempo necessário para exercer um efeito conservante eficaz em produtos alimentícios ou 
cosméticos.

O ensaio de curva de morte microbiana é um método refinado e preciso para os 
estudos de mecanismo de ação de substâncias antimicrobianas (ALBANO et al., 2016). A 
curva de morte é normalmente executada com a determinação de células viáveis, sendo 
um método dispendioso quanto à demanda de materiais necessários para o plaqueamento 
das diluições requeridas, para alcançar valores seguros nas contagens de colônias.

Diante do elevado custo e mão de obra intensa para executar diversas diluições 
e plaqueamentos em curtos intervalos de tempo, buscou-se uma alternativa para obter 
a informação do tempo necessário que um óleo essencial, em diferentes concentrações, 
requer para causar a morte bacteriana.

Como protocolo para determinar a CBM em diferentes tempos de interação dos óleos 
essenciais com as bactérias alvo, estabeleceu-se as etapas de repique das microplacas 
nos tempos de 3, 6, 9 e 24 horas de incubação, antes da adição da resazurina para a leitura 
da CIM.

Para o repique das microplacas é utilizado um replicador de 96 poços estéril 
(Scienceware® - Figura 5A), com volume de 10 μL de cada poço. O replicador é utilizado 
como um “carimbador” em placas de Petri (150 mm) contendo Ágar Mueller Hinton (MHA). 
As placas de MHA são então incubadas em condições de aerobiose a 37 °C por 24 horas, 
para a observação de crescimento bacteriano e determinação da CBM. O não surgimento 
de colônias indica a morte bacteriana (Figura 5B).
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Figura 5 – (A) Leitura da Concentração Bactericida Mínima (CBM) de um óleo essencial, com o 
repique da microplaca realizado 24 horas após a incubação. (B) Imagem do replicador. *Fonte:  
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/z370819?lang=pt&region=BR. Acesso em: 

17 set. 2020.

O replicador utilizado é autoclavável e permite o repique de todos os poços em um 
único movimento. Na Tabela 3 encontram-se os valores de CBM para três diferentes óleos 
essenciais em cada intervalo de tempo de incubação das microplacas.

Óleo essencial
CBM (µL mL-1)

Escherichia coli (25922)
CBM (µL mL-1)

Staphylococcus aureus subsp. 
aureus Rosembach (ATCC 29213)

3h 6h 9h 24h 3h 6h 9h 24h

1 >25,6 6,4 3,2 3,2 12,8 12,8 12,8 12,8

2 12,8 12,8 6,4 3,2 6,4 6,4 3,2 3,2

3 >25,6 >25,6 25,6 12,8 12,8 12,8 12,8 12,8

Tabela 3 – Concentrações Bactericidas Mínimas (CBM) em µL.mL-1 dos óleos essenciais 
em cada intervalo de tempo de incubação, contra Escherichia coli (25922) e Staphylococcus 

aureus (ATCC 29213).

Foi possível observar que nas primeiras três horas de contato com as células de 
Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosembach (Gram positiva) já houve a ação efetiva 
dos óleos essenciais de (1) e (3) na CBM final (12,8 µL mL-1). Para o óleo essencial (2) 
foram necessárias nove horas de contato para a ação da CBM final (12,8 µL mL-1). Já para 
a bactéria Gram negativa Escherichia coli a ação efetiva da CBM dos óleos essenciais 
(2) e (3) foi alcançada com somente 24 horas de incubação, provavelmente por terem 
uma ação mais lenta dos óleos essenciais em efetivamente matar as bactérias Gram 
negativas, pela possibilidade de interação dos compostos químicos dos óleos essenciais 
com os lipopolissacarídeos da membrana externa, retardando o alcance dos mesmos na 
membrana celular, principal alvo de ação dos componentes dos óleos essenciais.

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/z370819?lang=pt&region=BR
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5 | 	MÉTODOS DE DIFUSÃO EM ÁGAR
Muitas pesquisas científicas com óleos essenciais são publicadas apresentando 

resultados de CIM a partir de estudos que utilizaram as técnicas de difusão em ágar, 
principalmente o método de difusão em disco. O halo de inibição formado é medido no final 
do período de incubação.

Esse método pode utilizar o papel de filtro estéril, cilindros de aço colocado no meio 
de cultura ou orifícios perfurados no meio de cultura. Para extratos aquosos é possível 
considerar que irá ocorrer a difusão dos compostos ativos, pois os mesmos são solúveis 
no meio de cultura (preparado como uma solução aquosa). No entanto, o método torna-se 
inapropriado para amostras não polares ou que não se difundem facilmente no ágar. De 
modo geral, a potência antimicrobiana de amostras ainda em prospecção nem sempre 
pode ser comparada com os antibióticos convencionais, principalmente por causa das 
diferenças e desconhecidas propriedades físicas, como solubilidade, volatilidade e difusão 
em ágar (COS et al., 2006).

6 | 	CONSIDERAÇÕES FINAIS
O método de microdiluição em placas é o mais indicado para a pesquisa de 

atividade antimicrobiana de óleos essenciais, por ser de baixo custo em relação ao material 
necessário e a quantidade de amostra. A leitura do método de microdiluição utilizando o 
indicador resazurina facilita o desenvolvimento de estudos com antimicrobianos naturais, 
como os óleos essenciais, justamente por não necessitar de instrumentação como ocorre 
na leitura por turbidez. No entanto, a subjetividade na leitura dos diversos tons entre o 
azul e o rosa pode ser um fator limitante, quando não há parâmetros de coloração para 
antimicrobianos ainda não estabelecidos. Dessa forma, a utilização de um tratamento de 
imagem, favorecido pela utilização da resazurina, que se reduz a um composto fluorescente 
para os resultados positivos, permite aplicar ferramentas como o software ImageJ ou o 
fotodocumentador, proporcionando maior segurança e confiabilidade nos resultados a 
serem gerados com o método da microdiluição em placas.

Com o auxílio de um replicador é possível obter de forma prática e acessível o 
repique de todos os poços da microplaca utilizada para determinar a CIM, obtendo-se 
também a leitura da CBM ou CFM. O estudo do tempo de morte microbiano, em que 
repiques da microplaca são realizados ao longo do tempo de incubação, ainda pode 
fornecer informações importantes para a cinética de morte microbiana.
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