
50

Métodos para avaliação in vitro da atividade 
antimicrobiana de plantas medicinais:
a necessidade da padronização

Methods for in vitro evaluating antimicrobial activity of medicinal 
plants: the need for standardization

Tatiane Roquete AMPARO; Vanessa Cristina Carvalho BRAGA;
Janaína Brandão SEIBERT; Gustavo Henrique Bianco de SOUZA;

Luiz Fernando Medeiros TEIXEIRA
Universidade Federal de Ouro Preto, Escola de Farmácia S/N, Morro do Cruzeiro, 

CEP 35400-000. Ouro Preto, MG, Brasil. E-mail: tatianeroquete@yahoo.com.br

ABSTRACT

The increasing incidence of resistant pathogens to current drugs encourages the search for new antimicrobial agents. 
In this context, medicinal plants are an important source of new drugs. There are several methods for evaluating the 
antibacterial and antifungal activity of extracts, fractions, essential oils and isolated substances from the plant. The 
most known include diffusion, dilution and bioautography methods. The purpose of this paper is to present the most 
used methods currently, along with their advantages, disadvantages and interfering factors. Among the works available 
in the SciELO database, covering the last ten years, only 4,4% of research on medicinal plants are related to the 
antimicrobial activity. The most used method is microdilution (57,9%), the best recommended due to high sensitivity, 
the minimum quantity of reagents and sample and the possibility of a more significant number of replicates. In articles 
that used this method, differences were observed in factors that may affect the results. Thereby, there is the need 
for standardization of methods used by researchers to facilitate obtaining comparable and reproducible results. To 
achieve comparable and reproducible results, there is the need to standardize the methods used by the researchers. It is 
recommended to use as reference the standards established by CLSI for culture medium and inoculum concentration in 
the tests. It also recommended the inclusion of negative control of the solubilization of the samples with quantification 
of microbial growth to avoid interference with the results.
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RESUMO

A crescente incidência de patógenos resistentes aos medicamentos atuais incentiva a busca de novos agentes anti-
microbianos. Neste contexto, as plantas medicinais se destacam, sendo uma importante fonte de novos fármacos. 
Existem diversos métodos para avaliar a atividade antibacteriana e antifúngica de extratos, frações, óleos essenciais e 
substâncias isoladas de vegetais. Os mais conhecidos incluem métodos de difusão, diluição e bioautografia. A proposta 
desse trabalho é apresentar os métodos mais utilizados atualmente, juntamente com suas vantagens, desvantagens e 
fatores interferentes. Entre os artigos indexados na biblioteca SciELO, abrangendo os últimos dez anos, somente 4,4% 
das pesquisas com plantas medicinais estão relacionadas com atividade antimicrobiana. O método mais utilizado foi a 
microdiluição (57,9%), o mais recomendado devido à alta sensibilidade, à quantidade mínima de reagentes e amostra 
e à possibilidade de um maior número de réplicas. Nos trabalhos que utilizaram esse método, foram verificadas diver-
gências de fatores que podem interferir nos resultados. A fim de facilitar a obtenção de resultados comparáveis e repro-
dutíveis, se faz necessária a padronização dos métodos utilizados pelos pesquisadores. Recomenda-se utilizar como 
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referência as normas estabelecidas pelo CLSI para meio 
de cultura e concentração de inóculo nos testes. Além 
disso, também se recomenda a inclusão de um controle 
negativo da forma de solubilização das amostras, com 
quantificação do crescimento microbiano, para evitar a 
interferência nos resultados. 

Palavras-chaves: plantas medicinais; microbiologia; 
testes de sensibilidade microbiana

INTRODUÇÃO

As plantas são utilizadas na medicina tradicional 
desde as antigas civilizações e essa importância tera-
pêutica incentiva as pesquisas para desenvolvimento de 
novos fármacos (1). O interesse dos pesquisadores na 
avaliação da atividade antimicrobiana de plantas medi-
cinais tem sido despertado pela aceitação dessas espé-
cies como alternativa no tratamento de doenças e pelo 
aumento de microrganismos resistentes aos antibióticos 
disponíveis (2). 

Além disso, também deve ser ressaltada a impor-
tância dos estudos in vitro sobre atividade antimicrobia-
na em um país de grande biodiversidade como o Brasil, 
pois podem ser utilizados para a primeira triagem na 
descoberta da atividade farmacológica das espécies (3). 

A eficácia antimicrobiana de extratos vegetais, 
óleos essenciais e compostos isolados, como alcaloides, 
flavonoides, lactonas e terpenos, tem sido relatada (4). 
Diversos métodos para teste de atividade antimicrobia-
na de produtos naturais estão disponíveis na literatura, 
incluindo avaliações qualitativas (triagens) e/ou quanti-
tativas, com determinação da menor concentração capaz 
de inibir o crescimento microbiano (concentração inibi-
tória mínima – CIM) (5).

Os métodos de avaliação de susceptibilidade de 
antibióticos utilizados na clínica são padronizados por 
normas estabelecidas por órgãos como o CLSI (Clinical 
and Laboratory Standards Institute), o mais adotado in-
ternacionalmente. Além desse, também existem outros 
como: British Society for Antimicrobial Chemotherapy 
(BSAC) e European Committee on Antimicrobial Sus-
ceptibility Testing (EUCAST) e atualmente Brazilian 
Commitee on Antimicrobial Susceptibility Testing (Br-
CAST). 

Os produtos naturais de constituição complexa, 
possuem características físico-químicas diferentes dos 

antibióticos comerciais e dessa forma, são necessárias 
modificações nas normas propostas e não existe uma pa-
dronização dos métodos de avaliação da atividade anti-
microbiana de extratos vegetais e óleos essenciais.

O objetivo deste trabalho é apresentar os principais 
métodos utilizados nos últimos dez anos, principalmente 
na pesquisa brasileira, bem como os principais fatores 
interferentes no método mais utilizado. Dessa maneira, 
contribuir como fonte de pesquisa para o desenvolvi-
mento de futuros trabalhos e chamar a atenção para a 
necessidade de uma padronização dos métodos.

MÉTODOS

A pesquisa foi realizada no banco de dados Scientific 
Electronic Library Online – SciELO com as palavras-
-chaves Medicinal plants e Antimicrobial activity of me-
dicinal plants. Foram incluídos somente artigos origi-
nais abordando atividade antibacteriana e/ou antifúngica 
in vitro, publicados no período de 2007 a 2016. A busca 
de dados foi realizada no dia 06 de junho de 2016. A 
discussão dos resultados encontrados foi realizada com 
base em artigos da área, sem restrição de biblioteca cien-
tífica nem período de tempo. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Pesquisas realizadas com plantas medicinais. A 
resistência microbiana, causa de preocupação global, di-
ficulta o tratamento de doenças infecciosas, prolongando 
o tempo da doença e aumentando a mortalidade e os cus-
tos. Atualmente tem se relatado o aumento de microrga-
nismos resistentes aos fármacos atuais juntamente com 
uma escassez na descoberta de novos antimicrobianos 
(6). 

Apesar da necessidade de novos medicamentos, 
existem ainda poucas pesquisas a partir de plantas medi-
cinais, que são uma importante fonte de novos fármacos. 
No período de 2007 a 2016, foram indexados, na Scielo, 
853 artigos sobre o referido assunto, sendo que somente 
38 (4,4%) abordavam atividade antimicrobiana. Com o 
objetivo de apresentar e discutir os métodos mais uti-
lizados atualmente, esses 38 artigos foram compilados 
(Tabela 1). 

Métodos de avaliação da atividade antimicrobia-
na. Existem diversos métodos de avaliação da atividade 
antimicrobiana de produtos naturais. Devido às varia-
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ções, como técnica aplicada, microrganismos e cepas 
utilizadas, concentração do inóculo, meio de cultura e 
características dos extratos, não existe padronização de 
um método para a avaliação (3). Os métodos de avalia-
ção de atividade antimicrobiana in vitro utilizados nos 
artigos analisados foram bioautografia, difusão e dilui-
ção (Tabela 1). 

A bioautografia é utilizada para indicar os cons-
tituintes bioativos de extratos vegetais. Esse método é 

acoplado a técnicas cromatográficas (cromatografia em 
camada delgada - CCD) e pode ser realizado de forma 
direta, indireta ou por imersão (7). A bioautografia direta 
envolve aplicação da suspensão microbiana diretamente 
sobre a superfície da placa cromatográfica; na forma in-
direta, o cromatograma desenvolvido é colocado sobre 
a superfície de um ágar pré-inoculado por um período 
específico para permitir a difusão (7). Na análise por 
imersão, a placa cromatográfica é imersa pelo ágar para 
difusão das substâncias para o meio de cultura (7).

Tabela 1: Artigos sobre atividade antimicrobiana de plantas medicinais indexados na SciELO no período de 2007 a 2016

Referência Amostra Atividade

Método utilizado

Bioautografia

Difusão Diluição

Discos Poços Ágar
Caldo

Macro Micro

(8) Extrato Antibacteriana X (T) X (CIM)

(9) Óleo essencial Antibacteriana X (CIM)

(10) Extratos e óleos essenciais Antibacteriana X (CIM)

(11) Extratos Antibacteriana X (T) X (CIM)

(12) Extratos Antibacteriana X (CIM)

(13) Extratos Antimicrobiana* X (CIM)

(14) Óleo essencial Antibacteriana X (T) X (CIM)

(15) Extratos Antibacteriana X (CIM)

(16) Extratos Antibacteriana X (CIM)

(17) Óleos essenciais Antibacteriana X (T)

(18) Extrato Antibacteriana X(T) X (CIM)

(19) Óleo essencial Antibacteriana X (T)

(20) Extrato Antibacteriana X (T) X (CIM)

(21) Extratos Antimicrobiana* X (T)

(22) Frações Antibacteriana X X (T)

(23) Extrato Antibacteriana X (T) X (CIM)

(24) Óleo essencial Antimicrobiana* X (CIM)

(25) Extratos Antibacteriana X (CIM)

(26) Extratos e frações Antimicrobiana* X (CIM)

(27) Óleos essenciais (metabólitos) Antibacteriana X (CIM)

(28) Óleos essenciais Antibacteriana X (T)

(29) Metabólitos sintetizados Antimicrobiana* X (CIM)

(30) Extratos e óleos essenciais Antifúngica X (CIM)

(31) Extrato e fração Antibacteriana X (CIM)

(32) Extratos Antimicrobiana* X (CIM)

(33) Extratos e óleos essenciais Antifúngica X (CIM)

(34) Extratos Antifúngica X (CIM)

(35) Extratos Antimicrobiana* X (CIM)

(36) Óleo-resina Antibacteriana X (CIM)

(37) Extratos Antimicrobiana* X (CIM)

CONTINUA NA PÁGINA SEGUINTE >>>
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Referência Amostra Atividade

Método utilizado

Bioautografia

Difusão Diluição

Discos Poços Ágar
Caldo

Macro Micro

(41) Extratos e apolares Antimicrobiana* X (T) X (CIM)

(42) Óleos essenciais Antimicrobiana* X (CIM)

(43) Extratos Antibacteriana X (CIM)

(44) Extrato Antibacteriana X (CIM)

(45) Extratos e isolados Antibacteriana X X (T) X (CIM) X (CIM)

*Atividade antifúngica e antibacteriana; T: Triagem; CIM: Determinação da concentração inibitória mínima
A bioautografia possui como principais vantagens a pequena quantidade de amostra e o direcionamento para identificação e isolamentos de cons-
tituintes bioativos (7). Apesar disso, sua baixa utilização (5,2% dos artigos analisados) (Tabela 1) pode ser devida a limitações como necessidade 
de conhecimentos em cromatografia, baixa sensibilidade e reprodutibilidade. 
No método de difusão em ágar, a amostra a ser testada é disposta em discos de papel ou orifícios (poços) perfurados no meio sólido, previamente 
inoculado com o microrganismo. Os resultados são expressos como média do diâmetro do halo de inibição de crescimento do microrganismo, 
gerado pela difusão da amostra após incubação (3).

Tabela 2: Características presentes no método de microdiluição utilizado nos artigos indexados na SciELO no período 
de 2007 a 2016.

Referência Meio de cultura Solubilização** Concentração do
inóculo (UFC/mL)

(8) Mueller-Hinton DMSO 0,2% 5 x 107

(9) Mueller-Hinton Sem solubilização 1 x 105

(10) Middlebrook 7H9 DMSO 2,5% 6 x 106

(11) Mueller-Hinton DMSO 1% 5 x 105

(12) Mueller-Hinton Etanol 25% 1 x 104

(13) * * *

(14) BHI Tween 80 2% *

(15) Caldo nutriente DMSO 2,5% 5 x 105

(16) Mueller-Hinton DMSO 2,0% 1,25 x 106

(20) Mueller-Hinton * 5 x 107

(23) caldo C. Rivas Sem solubilização 6,7 x 105

(24) BHI e Saboraud Tween *% 1 x 105

(25) meio LB Sem solubilização *

(26) Mueller-Hinton * *

(29) Triptona Soja * 1 x 108

(30) * * 1 x 105

(33) * Tween 0,001% 5 x 104

(34) RPMI 1640 Diclorometano 25% 2,5 x 103

(38) Mueller-Hinton DMSO *% 1 x 104

(39) * * *

(40) * DMSO *% *

(45) * * *

*Não especificado no texto, **Concentração final (%) do solvente ou tensoativo utilizado para solubilização das amostras no teste

O método de difusão em ágar foi utilizado em 
44,7% do total dos artigos analisados (Tabela 1). A am-
pla utilização desse método é devida a sua simplicidade 
e baixo custo, porém, esse método não é indicado para 

determinação da CIM. Esse fato é devido a fatores que 
interferem na difusão dos compostos no meio de cultura, 
como espessura do ágar, volume aplicado e propriedades 
físico-químicas das amostras analisadas (46, 47). Dessa 
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forma, permite apenas uma triagem da atividade de pro-
dutos naturais, direcionando as análises para determina-
ção da CIM, como foi utilizada em 38,9% dos artigos 
que aplicaram esse método.

Entre as variáveis desse método, a difusão com dis-
cos foi a mais utilizada (58,8%) que a difusão a partir de 
poços. A difusão com discos é utilizada principalmente 
para óleos vegetais, porém, o método em poços é con-
siderado mais sensível para extratos. Neste caso, a dife-
rença entre os métodos é explicada pela adesão de algu-
mas substâncias ao disco de papel que impede a difusão 
para o ágar. A adesão é devido à propriedade hidrofílica 
da superfície do disco que possui grupos hidroxila livres 
presentes em cada um dos resíduos de glicose (5).

Os métodos de diluição foram os mais utilizados 
nos artigos analisados e, dentre esses, somente 23,3% 
utilizaram a diluição em ágar e a maioria optou pela di-
luição em caldo (76,7%). 

Na diluição em ágar, os extratos são diluídos no 
meio de cultura fundido em várias concentrações e os 
microrganismos são inoculados após a gelificação do 
meio. Esse método de diluição é considerado mais sen-

sível que a difusão em ágar, porém é menos sensível que 
a diluição em caldo (47). 

A diluição em caldo é considerada o método mais 
sensível para determinação da CIM e pode ser feita em 
tubos (macrodiluição) ou em placas de 96 poços (mi-
crodiluição). A microdiluição foi o método mais utiliza-
do (57,9%). Além da sensibilidade, esse método possui 
vantagens como reprodutibilidade, pequena quantidade 
de amostra requerida e possibilidade de teste simultâneo 
de um grande número de amostras. 

A comparação entre métodos distintos já foi reali-
zada por vários autores. Alves e cols (2008) e Scorzoni 
e cols. (2007) compararam o método de microdiluição 
com métodos de difusão em ágar e concluíram que o pri-
meiro é mais recomendado para determinação da CIM, 
pois é mais sensível e reprodutível (46,48). 

A microdiluição também foi considerada o melhor 
método para avaliação da atividade antimicrobiana de 
plantas de uso medicinal (47). Os autores compararam 
essa técnica com a difusão em ágar e a macrodiluição em 
caldo e, além disso, também analisaram os resultados da 
microdiluição por diferentes reveladores.

Mueller-Hinton
RPMI 1640

BHI
Saboraud

Triptona Soja
Caldo nutriente

Middlebrook 7H9
Caldo C. Rivas

Meio LB
Não especificado

M
e

io
 d

e
 c

u
lt

u
ra

A

N de artigos

C

0 2 4 6 8

B

F
o

rm
a

 d
e

 s
o

lu
b

il
iz

a
ç

ã
o

N de artigos

0 2 4 6 8

DMSO
Etanol

Diclorometano
Tween 80

Sem solubilização
Não especificado

0 2 4 6 8

N de artigos

Não especificado
75 x 10
66 x 10
55 x 10
41 x 10
61,25 x 10
56,7 x 10
51 x 10
81 x 10
45 x 10
32,5 x 10

In
ó

c
u

lo
 fi

n
a

l 
(U

F
C

/m
L

)

Figura 1. Variações dos fatores interferentes no método de microdiluição utilizado nos artigos indexados na SciELO no período de 2007 a 2016: 
meio de cultura (A), forma de solubilização das amostras (B) e concentração final do inóculo (C).
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No entanto, não foi encontrado, na Scielo, qualquer 
estudo considerando a interferência de outros fatores 
variáveis da microdiluição. Dessa forma, diante da im-
portância e da ampla utilização, foi realizada a análise 
das variáveis encontradas nos artigos que utilizaram esse 
método.

Análise comparativa do método de microdilui-
ção. Os estudos que utilizaram a microdiluição, apesar 
de tratarem da mesma metodologia, utilizaram caracte-
rísticas diferentes (Tabela 2). Visando facilitar a obser-
vação da divergência dos fatores que podem interferir 
nos resultados do teste, sua prevalência foi sumarizada 
na Figura 1.

Um dos fatores interferentes é o meio de cultura 
utilizado, que deve favorecer o crescimento dos micror-
ganismos e não conter substâncias antagônicas ao anti-
microbiano estudado (3). A escolha do meio deve consi-
derar o tipo de microrganismo e os indicados pelo CLSI 
são: caldo Mueller-Hinton, para bactérias e RPMI 1640 
para leveduras (49, 50). 

A maioria dos artigos analisados abordou ativida-
de antibacteriana, e o caldo Mueller-Hinton foi o meio 
de cultura mais utilizado (36,4%, Figura 1-A). O caldo 
Mueller-Hinton permite crescimento satisfatório da maio-
ria dos patógenos e, além disso, pode ser suplementado, 
com por exemplo sangue animal, sais e açúcares, para 
promover o crescimento de bactérias fastidiosas (49). 

Outro fator é a forma de solubilização dos extratos 
ou frações para adição no meio de cultura. O solvente 
pode inibir o crescimento microbiano e levar a resulta-

dos falso-positivos. A dificuldade de solubilização é uma 
das características dos produtos naturais que impede que 
a metodologia proposta pelo CLSI seja seguida integral-
mente, exigindo modificações (51).

Nos artigos analisados, o DMSO (dimetilsulfóxi-
do) foi o solvente mais utilizado para solubilização das 
amostras (31,8%) (Figura 1-B). Esse solvente permi-
te uma boa solubilização de diversas substâncias, mas 
pode inibir o crescimento microbiano. 

Ansel e cols. (1969) relataram o efeito inibitório 
de diferentes concentrações de DMSO sobre o cresci-
mento de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e 
Bacillus megaterium. Mesmo as menores concentrações 
(1 e 2%) inibiram de 7,5 a 18,7% do crescimento das 
bactérias (52).

Dessa forma, independente do solvente utilizado, 
é importante realizar um controle negativo com quan-
tificação do crescimento na concentração de solvente 
empregada. Isso porque a inibição, até em menores in-
tensidades, pode interferir nos resultados. A maioria dos 
trabalhos encontrados na literatura descrevem a realiza-
ção do controle negativo, mas não quantificam o cres-
cimento. Além disso, o controle deve ser realizado em 
todos os testes, pois a inibição pode variar com as cepas 
utilizadas.

Os cuidados e dificuldades relacionados à solubi-
lização das amostras não são encontrados em casos de 
óleos essenciais, formulações e extratos aquosos que 
podem ser adicionados diretamente ao meio de cultura 
líquido. 

Tabela 3. Resultados de atividade antimicrobiana de α- e β-amirina e variáveis dos estudos encontrados na literatura

Referência Meio de cultura/ 
solvente*

Concentração final
do inóculo
(UFC/mL)

Substância 
testada

Microrganismos (CIM µg/
mL)

 (53) Mueller-Hinton/ DMSO 
5% 5 x 105 α-amirina

S. aureus (> 100)
E. faecalis (> 100)
E. coli (> 100)

 (54) Mueller-Hinton/ MeOH 
50% 5 x 105 α-amirina S. aureus (64)

 (55) Mueller-Hinton 5 x 105 β-amirina

S. aureus (> 200)
S. enteritidis (> 200)
E. coli (> 200)
E. faecalis (> 200)

 (56) BHI/ DMSO 2,5% 2,5 x 106  β-amirina

S. aureus (256)
E. coli (1024)
K. pneumoniae (1024)
P. aeruginosa (1024)

*Concentração final (%) do solvente ou tensoativo utilizado para solubilização das amostras no teste
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A concentração do inóculo também pode interfe-
rir no resultado e foi possível observar uma grande va-
riação nos estudos analisados (Figura 1-C). A atividade 
antimicrobiana é dependente da concentração final de 
microrganismos no teste (inóculo), portanto é necessá-
rio sua padronização e a quantidade inoculada deverá 
ser estabelecida para cada método desenvolvido (3). O 
CLSI padroniza como concentração final no teste apro-
ximadamente 5 x 105 UFC/mL para bactérias e para le-
veduras 0,5 a 2,5 x 103 UFC/mL. Somente 18,2% dos 
artigos analisados utilizaram essas concentrações de 
inóculo padronizadas. 

Na análise realizada também foi possível observar 
um grande número de artigos que não esclareceram no 
texto dados sobre os fatores interferentes. Uma descri-
ção clara da metodologia empregada pode facilitar a re-
produção dos resultados por outros pesquisadores. 

A dificuldade de comparação entre os resultados de 
atividade antimicrobiana de plantas de uso medicinal é 
evidente. Diferentes grupos de trabalho podem obter re-
sultados contraditórios devido à falta de uniformidade 
nas metodologias (48). 

Um exemplo de divergência de resultados causada 
por fatores interferentes no método de diluição (concen-
tração de inóculo, forma de solubilização das amostras, 
meio de cultura e cepas utilizadas) é demonstrado para a 
atividade antimicrobiana dos triterpenos α- e β-amirina 
(Tabela 3).

CONCLUSÃO

A correta seleção dos bioensaios é um importan-
te passo no estudo da atividade biológica de produtos 
naturais e esses testes devem ser simples, sensíveis e 
reprodutíveis (57). Para avaliação da atividade antimi-

crobiana, os métodos mais utilizados e recomendados 
são difusão em ágar, para triagem da atividade, e micro-
diluição, para determinação da CIM. 

O método da microdiluição é considerado sensí-
vel e reprodutível, porém foram verificadas divergên-
cias de fatores, como meio de cultura, concentração 
de inóculo e solubilização das amostras, que podem 
interferir nos resultados. Essa ausência de padroniza-
ção da metodologia dificulta a comparação e reprodu-
ção dos resultados. 

A solubilidade é a principal característica dos 
extratos vegetais que dificulta a total aplicação das 
normas do CLSI, padrão mais aceito internacional-
mente (51). Os extratos vegetais são amostras com-
plexas de propriedades físico-químicas particulares e 
é difícil padronizar sua solubilização para os testes de 
atividade antimicrobiana. Sendo assim, são utilizados 
diferentes solventes e tensoativos que podem inibir o 
crescimento microbiano.

O presente trabalho representa uma fonte de refe-
rências para escolha das metodologias de avaliação da 
atividade antimicrobiana de plantas medicinais. Além 
disso, os resultados e discussões apresentados destacam 
a necessidade da padronização dos métodos utilizados 
pelos pesquisadores. Recomenda-se a utilização das 
normas estabelecidas pelo CLSI para meio de cultura e 
concentração de inóculo nos testes. Além disso, também 
se recomenda a inclusão de um controle negativo da for-
ma de solubilização das amostras, com quantificação do 
crescimento microbiano, para evitar a interferência nos 
resultados.
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