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ABSTRACT: Several studies have been conducted to 
discover new antimicrobial agents from plants to be used in 
pharmaceuticals, cosmetics and in the food industry. The lack of 
standardized methods for the evaluation of plant extracts with 
antimicrobial potential complicates the comparison of results. 
Taking into consideration the need to establish a method with 
consistent results to evaluate the antimicrobial activity of plant 
extracts, this study aimed to evaluate the antimicrobial activity 
of extracts of some plants from the Myrtaceae family on different 
micro-organisms based on a comparative assay with three 
methods that are commonly used for the assess antimicrobials. 
The methods used were broth microdilution, and agar diffusion 
by disc and well. The evaluated extracts were those of Psidium 
guajava, Myrciaria cauliflora, and Syzygium cumini for Gram-
positive and negative bacteria and yeast. In general, inhibition 
extracts promoted by the agar diffusion test by well was higher 
than the values   obtained by disc, regardless of the plant extracts 
tested. However, the inhibitory activity of all micro-organisms 
was only possible to be determined with the microdilution 
broth method, which also presented the more reproducible 
results, and proved to be the most economic and reliable way to 
evaluate the antimicrobial activity of plant extracts in contrast 
with other methods.

KEYWORDS: Myrtaceae; agar diffusion; disc diffusion; 
microdilution.

RESUMO: Vários estudos estão sendo conduzidos para a desco-
berta de novos agentes antimicrobianos provenientes de plantas, para 
que possam ser utilizados em produtos farmacêuticos, cosméticos 
e na indústria alimentícia. A ausência de padronização de métodos 
utilizados para a avaliação de extratos vegetais com potencial anti-
microbiano dificulta a comparação de resultados. Considerando a 
necessidade de estabelecer um método com resultados consistentes 
para avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais, este 
trabalho propôs-se a avaliar a atividade antimicrobiana e determinar 
a concentração mínima inibitória de extratos de plantas da família 
Myrtaceae sobre diferentes micro-organismos, utilizando três méto-
dos para avaliação de antimicrobianos. Os métodos empregados 
foram microdiluição em caldo e difusão em ágar por disco e poço. 
Foram avaliados os extratos de Psidium guajava, Myrciaria  cauliflora 
e Syzygium cumini sobre bactérias Gram-positivas, negativas e leve-
dura. Em geral, a inibição promovida pelos extratos no teste de difu-
são em ágar por poço foi maior do que os valores obtidos por disco, 
independentemente do extrato vegetal testado. Contudo, a atividade 
inibitória de todos os micro-organismos só pôde ser determinada 
com o método de microdiluição em caldo, que também apresentou 
os resultados mais reprodutíveis, e mostrou-se o mais econômico e 
confiável para se avaliar a atividade antimicrobiana de extratos vege-
tais quando comparado aos outros métodos.

PALAVRAS-CHAVE: Myrtaceae; difusão em ágar; disco-difu-
são; microdiluição.
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INTRODUÇÃO

Diversos estudos vêm sendo desenvolvidos e direcionados à 
descoberta de novos agentes antimicrobianos provenientes de 
extratos vegetais e outros produtos naturais, com o objetivo 
de descobrir compostos com atividade comparada à dos tra-
dicionalmente utilizados, porém, com menor toxicidade, mais 
eficazes contra a resistência de micro-organismos patogênicos 
e com menor impacto ambiental. 

Na avaliação da atividade antibacteriana e antifúngica 
dos extratos diferentes métodos podem ser utilizados, sendo 
os seguintes os mais conhecidos: método de difusão em ágar 
por poço, disco-difusão e métodos de macrodiluição e micro-
diluição, os quais são realizados em caldo. Os métodos de 
difusão em ágar ou em caldo são igualmente aceitáveis para 
medir quantitativamente a atividade in vitro de um agente 
antimicrobiano contra um determinado isolado bacteriano 
(Clsi, 2008). Na determinação da Concentração Inibitória 
Mínima (CIM) ou da Concentração Bactericida Mínima 
(CBM) de extratos vegetais, tem-se utilizado mais frequen-
temente o método de microdiluição em caldo (Ostrosky 
et al., 2008).

O método de disco-difusão foi proposto por vários autores 
para verificar a atividade antimicrobiana de extratos vegetais, 
como Nascimento et al. (2000) e Karaman et al. (2003). Já 
Ostrosky et al. (2008) mencionaram o método de micro-
diluição em caldo como sendo o mais confiável para avaliar 
agentes antimicrobianos, por fornecer resultados quantitati-
vos e não ser influenciado pela velocidade de crescimento do 
micro-organismo. Por outro lado, Othman et al. (2011) pro-
puseram que, tanto o uso em base caldo como em base ágar 
são necessários para obtenção de resultados confiáveis da ati-
vidade antimicrobiana de extratos de plantas. 

Embora geralmente sejam utilizadas as normatizações 
internacionalmente conhecidas do Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI) como base para testes de susce-
tibilidade antimicrobiana, as diretrizes são direcionadas para 
antimicrobianos com parâmetros já conhecidos. Há poucos 
estudos comparativos relatando qual é o melhor método a ser 
utilizado para avaliar a atividade antimicrobiana de extratos 
vegetais, mesmo no que se refere às metodologias usualmente 
utilizadas. Além disso, há a necessidade da uniformização dos 
métodos de extração e testes in vitro, para que a pesquisa possa 
ser mais eficiente, e a interpretação dos resultados, mais faci-
litada e confiável (Cowan, 1999).

A ausência de padronização das metodologias limita as 
pesquisas sobre atividade antimicrobiana de extratos vege-
tais no que tange à comparação de resultados obtidos por 
diferentes pesquisadores, que avaliam a mesma amostra com 
diferentes metodologias. Isso está relacionado a um caráter 
multifatorial que pode modificar a inibição in vitro de cres-
cimento de micro-organismos, como o método de obten-
ção dos extratos, a espécie de micro-organismo utilizada, a 

concentração da amostra e do inóculo e o método empregado 
para a avaliação da atividade antimicrobiana (Rios et al.,1988; 
King et al., 2008).

Em relação à atividade antibacteriana de extratos de plantas, 
estudos prévios comprovaram a eficácia de extratos de espécies 
da família Myrtaceae, como o de Psidium guajava L., com o 
uso de diferentes solventes (etanol-água, metanol, acetona e 
N,N-dimetilformamida) sobre o crescimento dos micro-orga-
nismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas 
aeruginosa, Proteus spp., Shigella spp., Klebsiella pneumoniae, 
Salmonella Typhimurium, Candida sp. e Aspergillus sp. pelo 
método de difusão em ágar (Carvalho et al., 2002; Chah 
et al., 2006; Nair; Chanda, 2007). 

Com base no exposto, o objetivo do presente estudo foi 
comparar os métodos microdiluição em caldo e de difusão em 
ágar por poço e por disco para a avaliação da atividade antimi-
crobiana de extratos de três espécies de Myrtaceae (Psidium gua-
java, Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg e Syzygium cumini L.) 
sobre bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e levedura.

MATERIAL E MÉTODOS

Plantas e extratos

As folhas das plantas P. guajava (goiabeira branca – vou-
cher 6900), M. cauliflora (jabuticabeira – 6882) e S. cumini 
(jambolão – voucher 6898) foram coletadas nas primei-
ras horas da manhã, nos meses de janeiro e fevereiro, em 
propriedades rurais no município de Medianeira (PR). 
Foram identificadas no herbário da Universidade Estadual 
do Oeste do Paraná (UNIOESTE), Cascavel (PR), sendo 
que uma exsicata de cada planta foi depositada no herbá-
rio com o registro do exemplar voucher apresentado adja-
cente ao nome popular.

As folhas das plantas coletadas foram secas a 40°C e tri-
turadas em moinho de facas do Tipo Willye, até a obtenção 
de pó de granulometria inferior a 0,42 mm. Foram prepara-
dos os extratos com base na metodologia de Santurio et al. 
(2007), com modificações. Para obtenção do extrato etanó-
lico adicionou-se pó ao álcool etílico PA na proporção de 
2:10 (p/v) para maceração por 24 horas, em shaker rotativo, 
a 180 rpm, a 23°C. Realizou-se a concentração do extrato em 
rota-evaporador a 40°C. O extrato obtido foi diluído com água 
destilada estéril contendo 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) 
para a proporção final de 200 mg.mL-1 e esterilizado por fil-
tração em membrana filtrante com porosidade de 0,45 mm. 
Para a obtenção do extrato aquoso, a maceração foi realizada 
utilizando-se como solvente extrator a água destilada esté-
ril, contendo 10% de DMSO, seguindo os mesmos padrões 
de proporção, armazenamento e filtragem do extrato etanó-
lico. Outra filtração a vácuo foi realizada, tal como citado. 



220220 Arq. Inst. Biol., São Paulo, v.81, n.3, p. 218-225, 2014

F.G.S. Pinto et al.

Ambos os extratos foram armazenadas em freezer a -18ºC 
até o momento do uso.

Padronização dos inóculos bacterianos
As culturas de micro-organismos foram mantidas a 4°C em 
ágar nutriente (AN). As amostras foram recuperadas em 
caldo Mueller-Hinton (MH) para bactérias e caldo Caseína 
Soja (TSA) para levedura, e incubadas sem agitação durante 
24 horas a 36°C, com exceção de B. Subtilis, que foi incu-
bado a 30°C. Posteriormente, os inóculos foram repicados 
em placas de ágar Mueller Hinton (AMH) e (TSB) 24 horas 
antes do teste. Foram preparadas suspensões de cultura, diluí-
das em solução salina 0,85% utilizando a escala de 0,5 de 
MacFarland até a obtenção de aproximadamente 1,5 × 108 
Unidades Formadoras de Colônia (UFC.mL-1) para bactérias 
e 2,0 × 106 UFC.mL-1 para levedura. 

Determinação da atividade 
antimicrobiana
Os testes foram realizados com cepas padrão de Bacillus 
subtilis subsp. spizizenii CCCD B005, Candida albicans 
ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 13883, Salmonella enterica subsp. ente-
rica Typhimurium ATCC 14028; Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. Os extratos 
foram diluídos e avaliados nas concentrações que variaram 
de 100 a 0,04 mg.mL-1. 

Foram utilizados os métodos microdiluição em caldo, com 
base na metodologia de Santurio et al. (2007), com modifi-
cações, e as metodologias de difusão em ágar por poço e por 
disco, realizadas conforme recomendações do CLSI (2009a). 
Utilizaram-se como controle positivo os antimicrobianos clo-
ranfenicol, gentamicina e nistatina (CLSI, 2009b).

Avaliação da atividade 
antimicrobiana pela metodologia de 
difusão em ágar por disco e poço

Previamente à realização dos experimentos, as amostras bacte-
rianas foram recuperadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) 
a 36°C por 18 horas. Avaliou-se a suscetibilidade antimicro-
biana de acordo com o método de disco-difusão, de acordo 
com recomendações do Clsi (2009a), com adaptações. Para 
tal, discos estéreis de papel filtro (6 mm Ø) receberam uma 
alíquota de 20 µL de cada extrato a ser testado e, em seguida, 
o disco foi aplicado com pinça estéril sobre uma placa de Petri 
contendo ágar Mueller-Hinton (MH), previamente inoculada 
com o micro-organismo a ser testado. Para o teste de difusão 
em disco foram considerados com atividade inibitória os halos 
com diâmetro ≥ 6 mm. 

O teste de difusão por poço foi realizado conforme atua-
lizações do Clsi (2009a), com adaptações, que diferencia-se 
do teste de disco pela realização de três orifícios de 6 mm de 
diâmetro no meio de cultura ágar MH em placas de Petri, com 
o auxílio de um molde formando os poços. As placas foram 
inoculadas na superfície pelos micro-organismos com o uso 
de um suabe e, então, os poços foram preenchidos com 20 µL 
do extrato na concentração a ser testada. 

Em ambos os testes, as placas foram incubadas a 35ºC 
por 24 horas. Os halos de inibição do crescimento micro-
biano foram medidos em milímetros, com auxílio de uma 
régua milimetrada.

Os dados obtidos nas avaliações de difusão em ágar foram 
submetidos à análise de variância (ANOVA), sendo as médias 
das medidas dos halos comparadas pelo teste Tukey, ambos 
a 5% de significância, utilizando-se o programa SISVAR® 
(Ferreira, 2007).

Metodologia de microdiluição em caldo 
para determinação da Concentração 
Inibitória Mínima, da Concentração 
Fungicida Mínima e da Concentração 
Bactericida Mínima
As amostras foram recuperadas em caldo BHI a 36ºC por 
18 horas antes do teste. Foram distribuídas em placa de micro-
titulação de 96 poços, 150 µL de MH (concentração dupla), 
para bactérias, e caldo RPMI-1640 com glutamina, sem bicar-
bonato de sódio e com 2% de glicose (concentração dupla) 
para Candida albicans, em todos os poços. Foram adicionados 
à primeira coluna 150 µL de extrato; depois, foram homoge-
neizados e retirados 150 μL de cada poço da coluna 1 para a 
coluna 2, e assim sucessivamente até a coluna 12,  obtendo-se, 
então, as concentrações do extrato (100 a 0,04 mg.mL-1). 
Em seguida, adicionou-se uma alíquota de 15 µL do inóculo 
em cada poço da microplaca e incubou-se a 35ºC por 24 horas. 
Decorrido o tempo, foram acrescidos a cada um dos orifícios 
20 µL de uma solução aquosa de cloreto de trifeniltetrazólio 
(CTT) a 0,5%, e as microplacas foram novamente incubadas 
a 36ºC por mais 3 horas. 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi definida 
como a menor concentração do extrato em mg.mL-1, capaz de 
impedir o crescimento microbiano. Já a Concentração Fungicida 
Mínima (CFM)/Concentração Bactericida Mínima (CBM) 
foi determinada com base na metodologia de Santurio et al. 
(2007). A partir dos poços nos quais não houve crescimento 
bacteriano visível, no teste da CIM anterior à adição de CTT, 
retirou-se uma alíquota de 10 μL, a qual foi inoculada na super-
fície do ágar MH. As placas foram incubadas a 36ºC e, após 
24 horas, foi definida a CFM/CBM como a menor concentra-
ção do extrato em estudo capaz de causar a morte do inóculo. 
Os ensaios de CIM e CFM/CBM foram realizados em triplicata.
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

Avaliação da atividade antimicrobiana 
por difusão em ágar pelas técnicas de 
disco e de poço
Nos bioensaios de difusão em ágar pelo método do poço, veri-
ficou-se que todos os extratos inibiram a maioria das bactérias, 
com formação de halos de inibição ao redor dos poços onde 
foram depositadas as soluções testadas. Na técnica do disco, 
foi possível observar que o número de bactérias inibidas pelos 
extratos foi menor quando comparado ao poço (p < 0,05). 
No entanto, não foi verificada a inibição da levedura C.  albicans 
por nenhuma técnica de difusão em ágar (Tabela 1).

Verificou-se a presença do halo de inibição nas concen-
trações dos extratos entre 50 e 100 mg.mL-1, e, para a compa-
ração das medidas dos halos entre as técnicas de difusão por 
poço e por disco, utilizou-se a média do diâmetro dos halos 
na concentração de 100 mg.mL-1, em teste de Tukey (signifi-
cância de 5%) (Tabela 1).

Observou-se que em 13,5% das medidas dos halos de ini-
bição, utilizando a metodologia de disco, e 52% da metodo-
logia do poço, o coeficiente de variação ficou abaixo de 5%. 
Houve diferença significativa em 74% das medidas dos halos 
de inibição entre as metodologias testadas, observando melhor 
performance dos extratos com a utilização da técnica de poço 
(Tabela 1). A diferença entre os métodos ficou mais evidente 
quando analisados os extratos frente à S. Typhimurium e K. pneu-
moniae (Gram-negativas).

Verificou-se ainda diferença significativa entre os halos de 
inibição observados na metodologia do poço e do disco para a 
maioria das bactérias testadas em relação aos extratos aquosos e 
etanólicos de jambolão. Loguercio et al. (2005), ao avaliarem a 
atividade antimicrobiana do extrato etanólico de S. cumini sobre 
cepas bacterianas de referência (P.  aeruginosa, S. aureus, C. albicans 
e K. pneumonia), pelo método de  disco-difusão em concentrações 
entre 50 e 300 mg.mL-1, também observaram halo de inibição.

Através dos resultados do teste de difusão em ágar pela 
metodologia de poço, foi possível verificar a presença de halos 
de inibição para todos os extratos frente à S. Typhimurium. 
Chattopadhyay et al. (1998) obtiveram resultado semelhante 
ao atual trabalho utilizando a técnica de disco-difusão para tes-
tar a atividade de extratos de jambolão. Os autores atribuem 
esta atividade inibitória à presença de polifenóis derivados do 
ácido gálico e elágico. Ambos os trabalhos demonstraram ati-
vidade inibitória dos extratos, principalmente os etanólicos, 
em concentrações variáveis, frente às bactérias Gram-positivas 
(S. aureus e B.subtilis) e para a maioria das Gram-negativas 
(como E.coli, S. Typhimurium e P. aeruginosa). 

Em relação aos extratos de jabuticabeira, a técnica de poço 
avaliada com o extrato aquoso apresentou diferença estatística 
frente à técnica de disco para S. enterica e S. aureus. O mesmo 
se observou entre as técnicas quando avaliou-se o extrato 

etanólico de jabuticabeira, sendo que somente a K. pneumoniae 
não apresentou halo de inibição para a técnica de disco. Já a 
técnica de poço para o extrato etanólico apresentou medidas 
de inibição para todas as bactérias avaliadas, sendo que 50% 
das cepas apresentaram diferença significativa entre as técnicas.

Não foram encontradas publicações referentes à atividade 
antimicrobiana das folhas da jabuticabeira com a utilização 
dos métodos de difusão em ágar frente a micro-organismos 
referência. A atividade bacteriostática e bactericida da jabu-
ticabeira pode estar relacionada à presença de compostos da 
classe do seu principal constituinte, os taninos (Reynertson 
et al., 2006), substâncias que apresentam atividade antimicro-
biana relevante atribuída à propriedade destes em se comple-
xar com proteínas, podendo atuar na inativação de enzimas 
(Martins et al., 2000; Mello; Santos, 2002).

Em relação às diferentes atividades apresentadas pelos extratos, 
o etanólico de goiabeira, assim como os demais extratos etanólicos, 
apresentaram, em geral, maiores halos de inibição do crescimento 
microbiano no teste de poço quando comparados aos extratos 
aquosos (Tabela 1). A atividade inibitória de goiabeira pode ser 
atribuída aos fitoconstituintes da espécie, que possuem ação anti-
microbiana como cumarinas, aos flavonoides, como a guaijaverina 
e quercetina, ao ácido psidiólico, triterpenos taninos e elagitaninos, 
que promovem preciptação de proteínas (Martins et al., 2000). 

O controle realizado com antimicrobianos comerciais 
comprovou que, na metodologia de poço, houve melhor 
difusão dos antimicrobianos, o que possibilitou a medição de 
halos maiores do que no teste de disco. Isso provavelmente 
pode ser explicado pelo fato de a metodologia do poço pro-
piciar mais facilidade de contato entre os antimicrobianos e 
os  micro-organismos testados (Alves et al., 2008). 

Metodologia de microdiluição 
em caldo e determinação das 
Concentração Inibitória Mínima e 
Concentração Fungicida Mínima/
Concentração Bactericida Mínima 
Em geral, a CIM variou entre 0,39 e 100 mg.mL-1, sendo que 
para as bactérias Gram-positivas a variação das CIMs foi entre 
6,25 e 100 mg.mL-1 e de 0,39 a 25 mg.mL-1 para as Gram-
negativas, indicando estas como sendo as bactérias mais sus-
cetíveis. Já a CIM para a levedura C. albicans variou de 6,25 
a 12,5 mg.mL-1 (Tabela 2). 

Com exceção do extrato etanólico de S. cumini, todos 
os demais apresentaram atividade bactericida somente para 
as Gram-negativas, com CBM entre 0,39 e 50 mg.mL-1 

(Tabela 2). Esses resultados discordam de Sanches et al. 
(2005), que verificaram os maiores efeitos bactericidas 
dos extratos hidroalcoólicos de P. guajava sobre as bacté-
rias Gram-positivas S. aureus e B. subtilis. Esses resultados 
discrepantes podem estar relacionados ao uso de diferentes 
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frações etanol-água do extrato, resultando na extração 
de moléculas capazes de penetrar a membrana de bacté-
rias Gram-negativas, mas não de Gram-positivas (Duffy; 
Power, 2005).

Nenhum extrato apresentou atividade fungicida nos 
métodos de difusão em ágar ou de microdiluição testados 

(Tabelas 1 e 2). Entretanto, Costa et al. (2009) utilizaram o 
método de microdiluição e observaram atividade antifúngica 
do extrato de S. cumini L. sobre cepas clínicas de C.  albicans. 
As divergências encontradas no presente estudo, em rela-
ção às pesquisas acerca da atividade antifúngica já publi-
cadas com S. cumini, podem ser ocasionadas pelas diversas 

Tabela 1. Comparação entre as medidas dos diâmetros dos halos de inibição do crescimento microbiano (mm) obtidas pelas 
metodologias de disco e poço utilizando extratos de plantas aquosos e etanólicos (Syzygium cumini, Myrciaria cauliflora e Psidium 
guajava) e antimicrobianos comerciais (nistatina, cloranfenicol e gentamicina) frente a micro-organismos padrão.

M
ic

ro
-o

rg
an

is
m

os Jambolão Jabuticaba

Aquoso Etanólico Aquoso Etanólico

D P D P D P D P

Ca 0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a

Ec
8,6 ± 1,1 b 

cv = 9,16 % 
0,0 ± 0,0 a

9,6 ± 0,5 a 

cv = 8,03 % 

11,0 ± 1,7a 

cv = 5,66 % 
0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a

12,0 ± 1,7 a 

cv = 9,59 % 

13,6 ± 1,1a 

cv = 4,49 % 

Kp 0,0 ± 0,0 a
11,0 ± 1,7 b 

cv = 5,14 % 
0,0 ± 0,0 a

16,0 ± 1,7 b 

cv = 4,71 % 
0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a

19,3 ± 1,5 b 

cv = 4,08 % 

Pa
12,3 ± 2,3a 

cv = 7,32 % 

14,0 ± 3,4 a 

cv = 8,3 % 

11,0 ± 1,0 a 

cv = 36 %  

25,3 ± 2,5 b  

cv = 5,00 % 

6,6 ± 1,1 a 

cv = 4,53 % 

7,3 ± 2,3 a 

cv = 6,24 % 

13,0 ± 1,7 a 

cv = 5,53 % 

15,6 ± 0,5 a 

cv = 1,35 % 

ST
8,0 ± 1,0 a 

cv = 10,81 % 

18,6 ± 1,5 b 

cv = 5,47 % 

8,3 ± 0,5 a 

cv = 9,56 % 

17,3 ± 0,5 b  

cv = 4,43 % 

8,6 ± 0,5 a 

cv = 10,17 % 

21,0 ± 1,7 b  

cv = 5,59 % 

9,3 ± 1,1 a 

cv = 9,25 % 

18,3 ± 2,3 b 

cv = 6,88 % 

Sa
13,0 ± 2,6 a 

cv = 12,91 % 

23,3 ± 2,0 b 

cv = 5,30 % 

15,0 ± 2,6 a 

cv = 9,31 % 

18,0 ± 0,0 a 

cv = 1,56 % 

11,3 ± 2,3 a 

cv = 12,63 % 

25,0 ± 1,0 b  

cv = 2,75 % 

11,6 ± 2,8 a 

cv = 9,96 % 

23,6 ± 0,5 b 

cv = 1,99 % 

Bs 0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a
20,0 ± 3,0 b  

cv = 9,11 % 

13,6 ± 1,1 a 

cv = 5,95 % 
0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a

11,6 ± 1,5 a 

cv = 9,86, % 

16,3 ± 1,5a 

cv = 8,46 % 

M
ic

ro
-o

rg
an

is
m

os Goiabeira
Nistatina Cloranfenicol Gentamicina

Aquoso Etanólico

D P D P D P D P D P

Ca 0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a
41,6 ± 1,5 a 

(cv = 3,67) 

43,3 ± 0,5 a 

(cv = 1,33) 
– – – –

Ec 0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a 
9,3 ± 0,5 a  

cv = 8,10 % 

15,0 ± 1,0 b 

cv = 4,19 % 
– –

27,0 ± 2,0 a 

cv = 7,41 % 

46,6 ± 1,5 b 

cv = 3,27 % 
– –

Kp 0,0 ± 0,0 a
12,0 ± 0,0 b 

cv = 2,53 % 
0,0 ± 0,0 a

14,0 ± 0,0 b 

cv = 2,44 % 
– –

36,0 ± 1,0 a 

cv = 2,78 % 

44,0 ± 1,0 b 

cv = 2,27 % 
– –

Pa 0,0 ± 0,0 a 
12,6 ± 1,1 b 

cv = 2,83 % 

10,3 ± 1,5 a 

cv = 2,62 % 

16,3 ± 0,5 b 

cv = 3,52 % 
– – – –

33,6 ± 0,0 a 

cv = 1,71 % 

45,0 ± 0,0 b 

cv = 1,0 % 

ST
7,6 ± 0,5 a 

cv = 9,23 % 

13,3 ± 1,5 b 

cv = 6,01 % 

8,3 ± 1,1 a  

cv = 9,29 % 

16,6 ± 0,5 b 

cv = 4,48 % 
– –

29,0 ± 2,6 a 

cv = 9,12 % 

41,0 ± 1,7 b 

cv = 4,22 % 
– –

Sa 0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a – – – –
28,0 ± 2,6 a 

cv = 9,45 % 

34,3 ± 0,5 b 

cv = 1,68 % 

Bs 0,0 ± 0,0 a 0,0 ± 0,0 a
13,6 ± 2,0 a 

cv = 8,27 % 

13,6 ± 0,5 a 

cv = 5,49 % 
– – – –

36,6 ± 2,0 a 

cv = 5,68 % 

47,6 ± 2,3 b 

cv = 4,84 % 

D: disco; P: poço; cv: coeficiente de variação; Letras distintas na mesma linha indicam diferença significativa entre as metodologias de acordo 
com o teste de Tukey (α : 0,05); (0) não apresentou inibição; (-) : teste não aplicável; Ca: Candida albicans ATCC 10231; Ec: Escherichia coli ATCC 
2592; Kp: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883; Pa: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; ST: Salmonella enterica subsp enterica Typhimurium 
14028; Sa: Staphylococcus aureus ATCC 25923; Bs: Bacillus subtilis subsp spizizenii CCCD B005.
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formas de preparo e pelas diferenças na composição química 
da planta, a qual pode ser influenciada por diferentes fatores 
do ambiente, como: local, condições de cultivo e época de 
colheita (Ostrosky et al., 2008).

Não foi possível comparar os resultados obtidos pelo 
método de microdiluição em caldo dos extratos de M. cauli-
flora, já que ainda não existem estudos publicados demons-
trando as CIMs deste extrato pelo mesmo método.

Em relação aos antimicrobianos comerciais utiliza-
dos como controles positivos, todos foram capazes de ini-
bir o crescimento microbiano em baixas concentrações 
(Tabelas 1 e 2).

Comparação dos métodos
Os valores referentes às atividades inibitórias dos extratos 
aquosos, seja por difusão em disco, em poço ou microdiluição, 
foram menores do que os obtidos para os extratos etanólicos. 
Esse fato provavelmente está relacionado aos distintos meta-
bólitos que podem ser obtidos nas diferentes extrações aquosa 
e etanólica, podendo conferir maior atividade aos extratos 
etanólicos quando comparados aos aquosos (Cowan, 1999; 
Sanches et al., 2005). 

O método de microdiluição em caldo possibilitou a 
visualização da atividade inibitória dos extratos em menores 
concentrações, porém, o mesmo não ocorreu nos métodos 
de difusão em ágar. Pode ser observado também que, ao con-
trário do método de microdiluição em caldo, alguns extratos 
nem mesmo apresentaram atividade inibitória quando foram 

utilizados nos testes de difusão. A ausência de uma zona de 
inibição não significa necessariamente que o extrato seja ina-
tivo frente ao micro-organismo testado, mas sim que a difu-
são não foi completa, especialmente para os compostos menos 
polares que se difundem mais lentamente no meio de cultura 
(Moreno et al., 2006). 

Resultados semelhantes foram descritos por Alves 
et al. (2008), ao avaliarem a atividade antimicrobiana de 
extratos etanólico e diclorometânico de Miconia rubiginosa 
(Melastomataceae), utilizando os métodos de difusão em ágar 
e em caldo frente às bactérias Gram-positivas e negativas. Os 
autores observaram que, no teste de microdiluição em caldo, 
os extratos apresentaram atividade antibacteriana em que as 
CIMs variaram entre 250 e > 400 μg.mL-1, superior ao teste 
de difusão em ágar ou disco, sendo verificadas as medidas dos 
halos somente entre 100 e 300 mg.mL-1. Segundo os autores, 
isso pode estar relacionado com a dificuldade de difusão do 
extrato no meio de cultura sólido, ou ainda, devido às carac-
terísticas lipofílicas de algumas amostras e/ou a natureza quí-
mica das substâncias isoladas (Rios et al., 1988).

Othman et al. (2011) avaliaram a atividade dos extratos 
de folhas de Duabanga grandiflora e Acalypha wilkesiana, uti-
lizando a mesma técnica aqui utilizada com ágar, acrescen-
tando para disco-difusão o espalhamento em profundidade, e 
ainda, ensaio turbidiométrico em caldo. Segundo os autores, 
os melhores resultados foram obtidos nos métodos turbidio-
métrico, que mede a contagem total de células bacterianas, 
incluindo células vivas e as células mortas, e com o teste de 
difusão em ágar por pour plate, o qual reflete a contagem 

Tabela 2. Concentração Inibitória Mínima, Concentração Funcida/Bactericida Mínima (mg.mL-1) dos extratos de Myciaria cauliflora, 
Psidium guajava e Syzygium cumini e antimicrobianos comerciais frente a micro-organismos padrão

Extratos
Candida 
albicans

Escherichia 
coli

Klebsiella 
pneumoniae

Pseudomonas 
aeruginosa

Salmonella 
Typhimurium

Staphylococcus 
aureus

Bacillus subtilis

CIM CFM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM

M
yr

ci
ar

ia
 

ca
ul

ifl
or

a Etanólico 6,25 ND 0,39 0,39 0,78 3,13 0,39 0,39 0,39 0,78 12,5 ND 6,25 ND

Aquoso 12,5 ND 3,13 3,13 6,25 25 3,13 3,13 3,13 6,25 25 ND 75 ND

Ps
id

iu
m

 
gu

aj
av

a Etanólico 12,5 ND 1,56 1,56 1,56 6,25 1,56 1,56 1,56 1,56 12,5 ND 6,25 ND

Aquoso 12,5 ND 3,13 6,25 25 50 6,25 6,25 6,25 12,5 50 ND 100 ND

Sy
zy

gi
um

 
cu

m
in

i

Etanólico 6,25 ND 0,78 0,78 3,13 6,25 0,7 8 3,13 0,78 6,25 12,5 100 6,25 ND

Aquoso 6,25 ND 3,13 3,13 3,13 6,25 1,56 1,56 1,56 3,13 25 ND 100 ND

Cloranfenicol – – 0,04 0,04 0,04 0,04 – – 0,04 0,04 – – – –

Gentamicina – – – – – – 0,04 0,09 – – 0,04 0,09 0,04 0,04

Nistatina 0,04 0,04 – – – – – – – – – – – –

ND: não determinado na faixa de concentração testada; (–): teste não aplicável.
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de bactérias viáveis, sendo mais pontual e preciso. Assim, os 
autores propuseram o uso de ambos os ensaios, em ágar e 
caldo, para avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de 
plantas para obter resultados confiáveis.

Verificaram-se que os resultados da CIM e CFM/CBM 
obtidos nesse estudo refletem o efeito inibitório dos extratos 
sobre o crescimento celular dos micro-organismos em caldo. 
A confirmação da presença de células vivas com o uso do CTT 
ou a presença de células viáveis em ágar exclui a necessidade 
da utilização de outros testes em base ágar. Zgoda; Porter 
(2001) avaliaram extratos orgânicos das plantas Lemma minor L. 
e Ilex cornuta Lindl. pela metodologia de microdiluição em 
caldo e afirmaram que esse método se mostrou confiável para 
a triagem de produtos naturais contra bactérias e fungos, 
permitindo realizar triagem antimicrobiana e determinando 
a CIM em testes com um grande número de extratos, pela 
utilização de uma escala de nanogramas a microgramas dos 
compostos a serem testados. 

Apesar dos testes em ágar serem os mais utilizados e 
apresentarem como vantagem a simples avaliação dos resul-
tados pela visualização do halo, possuem como desvantagem 
serem métodos muito trabalhosos, no que se refere à prepa-
ração das placas e do inóculo bacteriano. Além disso, o uso 
do disco imerso no extrato deixa resíduo adjacente ao disco, 
influenciando na medição dos halos e na concentração do 
próprio disco. Já o teste de microdiluição gera uma econo-
mia de espaço, meios de cultura e reagentes, possibilitando 
a determinação quantitativa da CIM, sendo possível realizar 
várias repetições e diversas diluições uniformes dos extratos 

em apenas uma placa por micro-organismo, aumentando a 
confiabilidade dos testes.

CONCLUSÕES

Ao comparar os resultados da atividade antibacteriana dos 
extratos aquosos e etanólicos utilizando-se o método de difusão 
em ágar, observou-se que houve diferença significativa entre 
as metodologias de difusão em ágar analisadas, sendo que o 
ensaio de difusão em ágar pela técnica do poço demonstrou 
melhor desempenho, já que houve inibição da maioria das 
bactérias testadas. Embora esta tenha sido a melhor técnica 
de difusão observada neste estudo, pode-se considerar que o 
método de microdiluição em caldo foi a melhor opção para 
determinar a atividade antimicrobiana, por fornecer dados 
quantitativos, além de ser mais confiável e econômico para 
determinar a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais.
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