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O Croton blanchetianus Baill, conhecido como marmeleiro, é rico em metabólitos secundários, como 

alcalóides e terpenos, que podem apresentar efeitos biológicos. Desta forma, este estudo teve como objetivo 

avaliar o potencial bioativo, antioxidante e antimicrobiano dos extratos aquosos resultantes do processo de 

extração do óleo essencial das folhas frescas e secas do C. blanchetianus. O óleo essencial foi extraído por 

hidrodestilação e posteriormente o extrato aquoso foi coletado e liofilizado, sendo submetido às análises. 

A determinação da Concentração Inibitória Mínima e Concentração Bactericida Mínima contra bactérias 

patogênicas de interesse em alimentos (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella 

Enteritidis e Escherichia coli) foi realizada pelo método de microdiluição. O efeito dos extratos aquosos 

sobre as células bacterianas foi avaliado por imagens de microscopia eletrônica de transmissão. A avaliação 

da atividade antioxidante foi determinada pelo método ABTS e DPPH. O extrato aquoso das folhas frescas 

apresentou maiores teores de flavonoides e atividade antioxidante por ABTS em comparação com o extrato 

de folhas secas. Os compostos fenólicos, taninos e a atividade antioxidante pelo método DPPH não 

diferiram significativamente entre ambos os tipos de folhas. Ambos os extratos aquosos apresentaram 

atividade antimicrobiana apenas sobre as bactérias Gram-positivas (S. aureus e L. monocytogenes). Foram 

observadas alterações celulares em S. aureus e L. monocytogenes sob ação do extrato aquoso de folhas 

frescas e secas. Os resultados indicam a possibilidade de utilização do extrato aquoso das folhas secas de 

C. blanchetianus como aditivo bioativo e para melhoria da segurança de alimentos, no que diz respeito às 

bactérias Gram-positivas. 

Palavras-chave: marmeleiro, bactérias patogênicas, microscopia eletrônica de transmissão. 

 

Croton blanchetianus Baill, known as marmeleiro, is rich in secondary metabolites, such as alkaloids and 

terpenes, which can have biological effects. Thus, this study aimed to evaluate the bioactive, antioxidant 

and antimicrobial potential of aqueous extracts, resulting of the essential oil extraction process from fresh 

and dry leaves of C. blancheticianus. The essential oil was extracted by hydrodistillation and then the 

aqueous extract was collected and lyophilized, being submitted to analysis. The determination of the 

Minimum Inhibitory Concentration and Minimum Bactericidal Concentration against pathogenic bacteria 

of interest in foods (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis and 

Escherichia coli) was carried out by the microdilution method. The effect of aqueous extracts on bacterial 

cells was evaluated by transmission electron microscopy images. Evaluation of antioxidant activity 

provided by the ABTS and DPPH method. The aqueous extract from fresh leaves has higher levels of 

flavonoids and antioxidant activity by ABTS than the extract from dry leaves. The phenolic compounds, 

tannins and the antioxidant activity by the DPPH method did not differ significantly in both types of 

samples. Both aqueous extracts showed antimicrobial activity only against Gram-positive bacteria (S. 

aureus and L. monocytogenes). Cellular alterations were observed in S. aureus and L. monocytogenes under 

the action of the aqueous extract of fresh and dry leaves. The results indicate the possibility of using the 
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aqueous extract of dried C. blanchtianus leaves as a bioactive additive and to improve food safety, regarding 

Gram-positive bacteria 

Keywords: marmeleiro, pathogenic bacteria, transmission electron microscopy. 

1. INTRODUÇÃO 

A indústria de alimentos tem como uma de suas finalidades a produção de alimentos inócuos 

e com um prolongado tempo de vida útil. Há, portanto, uma preocupação quanto à segurança do 

uso de conservantes químicos, tendo em vista que são considerados responsáveis por muitos 

atributos carcinogênicos e teratogênicos, além da toxicidade residual [1]. O uso de conservantes 

químicos está na contramão da busca pelo consumo de produtos naturais e que apresentem 

características benéficas à saúde [2]. 

O Croton blanchetianus é uma espécie representativa da família Euphorbiacae, apresentando 

padrão de distribuição agregada nas áreas da Caatinga [3, 4]. É uma planta arbustiva, típica do 

sertão, encontrada em abundância no nordeste brasileiro, popularmente conhecida como 

marmeleiro [5]. Cascas e folhas de Croton sp. são comumente usadas na medicina popular na 

forma de chás e infusões para distúrbios gastrointestinais, como diarreia e constipações, dentre 

outros [6, 7]. 

As propriedades bioativas relacionadas ao consumo desses chás estão associadas à sua 

composição fitoquímica. A análise fitoquímica do extrato etanólico das folhas de C. 

blanchetianus revelou a presença de alcalóides, açúcares redutores, derivados cinâmicos, 

flavonóides, saponinas, taninos condensados, terpenos, esteróides, catequinas (taninos 

catéquicos) [8-11]. 

Os produtos botânicos como os óleos essenciais e os extratos de plantas medicinas e plantas 

silvestres têm demonstrado a presença de compostos eficazes no controle de microrganismos 

patogênicos [12]. Segundo Firmino et al. (2019) [13], os diterpenos metil 12-hidroxi-3,4-seco-

cleistanta-8,11,13,15,4 (18) -pentaeno-3-oato (ICB4) e ent-ácido 3,4-secoatisa-4 (18), 16-dien-3-

óico (ICB8), isolados de C. blanchetianus, têm potencial para serem utilizados como agente 

terapêutico contra infecções causadas por estreptococos orais (Streptococcus mutans e S. 

Parasanguinis), devido à ação antibiofilme. 

Os compostos bioativos relacionados à capacidade antioxidante têm sido objeto de pesquisa 

devido à alta importância na saúde humana [14] e uso na indústria de alimentos. Os extratos 

vegetais, suas misturas, concentrados e isolados têm sido constantemente estudados e revisados 

com relação à atividade antioxidante, como uma alternativa aos antioxidantes sintéticos [15, 16]. 

A atividade antioxidante dos extratos aquosos vem contribuindo para a estabilidade de alimentos 

ao longo do período de estocagem [17, 18]. 

Desta forma, este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial bioativo, antioxidante e 

antimicrobiano, do extrato aquoso resultante do processo de extração (hidrodestilação) do óleo 

essencial das folhas frescas e secas do marmeleiro (C. blanchetianus Baill). 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Coleta e preparo das folhas de C. blanchetianus 

Para a coleta das folhas de C. blanchetianus, cinco árvores, entre as coordenadas geográficas 

latitude 05°10825’ S e longitude 38°00717’ W, foram marcadas com lacres de cores diferentes 

na Unidade Experimental de Pesquisa e Extensão (UEPE) do Instituto Federal de Educação, 

Ciência e Tecnologia do Ceará (IFCE), Campus Limoeiro do Norte, cadastro no SisGen 

AC5ED78. A coleta foi realizada no período chuvoso, turno da manhã. Uma amostra foi coletada 

para a identificação e realização da exsicata e depositada no Herbário Prisco Bezerra, da 

Universidade Federal do Ceará (UFC) (# 62200).  

As folhas foram secas à temperatura ambiente (31 ± 1 ºC), durante 5 a 6 dias. As folhas frescas 

foram utilizadas imediatamente após coleta, para o processo de extração do óleo essencial. O teor 
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de umidade das folhas frescas e secas foi determinado conforme o procedimento recomendado 

pelo Instituto Adolfo Lutz [19]. 

2.2 Obtenção do extrato aquoso das folhas de C. blanchetianus 

O extrato aquoso foi obtido por meio da extração do óleo essencial das folhas frescas e secas 

do C. blanchetianus, através da técnica de hidrodestilação, em aparelho Clevenger modificado 

[20], acoplado a um balão de fundo redondo de 5 L e uma manta térmica como fonte geradora de 

calor, conforme modelo descrito na Farmacopeia Brasileira (2019) [21]. Para o processo de 

extração, ambo tipos de folhas (secas ou frescas) (300 g) foram colocadas no balão de fundo 

redondo com adição de água destilada (2,5 L) e submetidas a uma temperatura de 100 ºC por 2 

horas, contadas a partir do momento da condensação da primeira gota de óleo. Posteriormente ao 

período de extração do óleo essencial das folhas, o extrato aquoso presente no balão de fundo 

redondo, obtido por decocção das folhas foi filtrado, coletado em frasco de cor âmbar e 

denominados extrato aquoso das folhas frescas (EAFF) e extrato aquoso das folhas secas (EAFS) 

e ambos armazenado sob refrigeração (2 a 8 ºC). Em seguida, as amostras foram liofilizadas e 

armazenadas em frasco de vidro, protegido da luz e armazenadas a -18ºC, até o momento das 

análises. 

2.3 Quantificação de compostos bioativos e determinação da atividade antioxidante 

A quantificação de compostos fenólicos nas amostras dos extratos aquosos foi realizada de 

acordo com Larrauri et al. (1997) [22], através do método espectrofotométrico utilizando o 

reagente de Folin-Ciocalteu, ácido gálico (Sigma-Aldrich, EUA) como padrão e concentração de 

10 mg/mL dos EAFF e EAFS do C. blanchetianus, sendo as análises feitas em triplicata. A 

absorbância foi medida em espectrofotômetro (SHIMADZU, modelo UV-1800), a um 

comprimento de onda de 700 nm e os resultados dos compostos fenólicos totais foram expressos 

em mg equivalente de ácido gálico (EAG) por 100 g de extrato seco. 

A determinação de taninos nas amostras EAFF e EAFS foi baseada na metodologia do IAL 

(2008) [19], que utiliza o ácido tânico (Sigma-Aldrich, EUA) para a curva padrão. A concentração 

dos extratos utilizada foi de 4 mg/mL. As análises foram realizadas em triplicata, a leitura foi feita 

num espectrofotômetro (SHIMADZU, modelo UV-1800) a 760 nm, e o resultado final expresso 

em mg equivalente de ácido tânico (EAT)/g. 

A determinação dos teores de flavonoides totais foi realizada segundo o método descrito por 

Woisky e Salatino (1998) [23], utilizando uma curva padrão de quercetina (Sigma, EUA) e a 

concentração dos extratos aquosos testada foi de 4 mg/mL, sendo utilizadas alíquotas de 0,1 mL 

e 0,2 mL das amostras EAFF e EAFS, respectivamente. As análises foram realizadas em triplicata 

e a leitura em espectrofotômetro a 420 nm, sendo os resultados expressos em mg de quercetina 

por 100g de EAFF e EAFF do C. blanchetianus. 

A capacidade antioxidante do EAFF e EAFS do C. blanchetianus foi determinada pelo método 

de captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), de acordo com metodologia descrita 

por Rufino et al. (2007) [24]. Para a realização do ensaio, as amostras foram diluídas em água 

destilada nas concentrações de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL. As leituras foram realizadas através de um 

espectrofotômetro a 515 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata, e a capacidade 

antioxidante foi expressa como a concentração de antioxidante necessária para reduzir a 

quantidade original de radicais livres em 50% (EC50). 

A capacidade antioxidante dos extratos foi também avaliada pelo método ABTS (2,2′-azino-

bis (3-etil-benzotiazolina-6-ácido sulfônico) sal diamônio), conforme procedimento descrito por 

Rufino et al. (2007) [25]. Para realizar a análise de ABTS, foram preparadas soluções com as 

concentrações de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL para o EAFF e 1, 2 e 2,5 mg/mL para o EAFS. Os ensaios 

foram realizados em triplicata, a leitura feita em espectofotômetro a 734 nm e os resultados 

expressos em micromolar equivalente de trolox por g de extrato seco (liofilizado) de C. 

blanchetianus (μM trolox/g de extrato). 
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2.4 Atividade antimicrobiana 

2.4.1 Preparo do inóculo 

Para a determinação do potencial antimicrobiano in vitro dos EAFF e EAFS do C. 

blanchetianus, foram utilizadas linhagens de referência de Staphylococcus aureus ATCC-27664, 

Escherichia coli ATCC-25922, Listeria monocytogenes ATCC-19115, e Salmonella Enteritidis 

IAL-1132. 

As cepas de S. aureus, S. Enteritidis, e E. coli foram cultivadas no meio Ágar Tripticase de 

Soja – TSA (Difco, Sparks, USA), e as de L. monocytogenes foram cultivadas no mesmo meio de 

cultura, porém enriquecido com 0,1 % extrato de levedura – TSA+YE (Difco, Detroit, EUA) e 

todas as cepas foram incubadas a 35 ˚C/24 h em estufa tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand, 

Quimis/Modelo Q316-M26). Ao término do período de incubação, colônias isoladas de cada 

microrganismo foram transferidas para tubos contendo 5 mL do caldo triptona de soja – TSB e 

incubadas a 35 °C por 24 horas, em estufa tipo BOD para a obtenção de uma concentração 

bacteriana final de aproximadamente 108 UFC/mL para cada microrganismo. Essas condições 

foram baseadas em ensaios anteriores que determinaram o ajuste do inóculo fazendo-se diluições 

seriadas a fim de obter uma suspensão bacteriana de 105 UFC/mL, posteriormente utilizada para 

os ensaios da avaliação da atividade antimicrobiana. 

2.4.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida 
Mínima (CBM) 

Para a avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos aquosos foi utilizado o método de 

microdiluição, utilizando placas de 96 poços [26]. Inicialmente, os EAFF e EAFS liofilizados 

foram diluídos em água destilada estéril e filtrados (0,22 µm). As concentrações testadas estavam 

no intervalo de 3 a 25 mg/mL para os ensaios de L. monocytogenes e S. aureus e 28 a 50 mg/mL 

para E. coli e S. Enteriditis. Em cada poço da microplaca, foram adicionados 100 μL das diluições 

dos extratos e, em seguida, foram adicionadas alíquotas de 100 μL em caldo Tripticase de Soja 

(TSB) contendo cada inóculo individualmente, com uma concentração final de 105 UFC/mL. 

Todos os experimentos, nas diferentes concentrações, foram realizados em triplicata. O controle 

positivo consistiu em 100 µL do inóculo em caldo TSB e 100 µL água, e o controle negativo foi 

elaborado com diferentes concentrações da solução de extrato aquoso testadas adicionadas de 

caldo TSB. A microplaca foi incubada a 35 ± 1,0 ºC por 24 horas em leitor de absorbância onde 

foi realizada leitura de densidade óptica inicial (D.O.) a 630nm, desde o tempo zero (t0) e a cada 

2 horas até o tempo de 24 horas (t24). Os resultados foram obtidos pela diferença das leituras de 

absorbância DO630nm (t24 – t0), sendo consideradas as Concentração Inibitória Mínima (CIM), 

as menores concentrações em que a solução do extrato inibiu o crescimento dos microrganismos, 

definido como a leitura a DO630, com diferença de leitura (t24 – t0) ≤ 0,05 [27]. Para 

determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM), uma alíquota de 100 μL de cada poço 

cuja concentração das soluções de extrato indicava atividade inibitória ((t24 – t0) ≤ 0,05) foi 

espalhada na superfície de placa contendo meio Ágar Tripticase de Soja - TSA, em seguida as 

placas foram incubadas a 35 ºC por 24 horas. As CBM’s foram identificadas como as menores 

concentrações das soluções antimicrobianas de extratos testadas, cujas contagens das placas 

indicaram redução de três ciclos logarítmicos (3,0 log10 UFC/mL) de células viáveis, a partir da 

concentração do inóculo inicial (105 UFC/mL) ou aquelas que apresentaram a ausência de 

crescimento microbiano [26, 27]. 

2.4.3 Observação microscópica da ação do extrato aquoso sobre os microrganismos 

O preparo das cepas de S. aureus e L. monocytogenes foi realizado conforme o item 2.4.1. Nos 

ensaios de microscopia eletrônica de transmissão por contraste negativo foram feitos o controle 

positivo e a CBM do extrato aquoso de C. blanchetianus para cada bactéria. 
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Volumes iguais do fixador Karnovsky (glutaraldeído 2,5% e paraformaldeído 4% em tampão 

fosfato de sódio 0,1M pH 7,4) e da suspensão bacteriana de 105 UFC/mL foram colocados em 

tubos eppendorf (2 mL) e mantidos a 4 ºC, durante a noite [28]. Posteriormente, foram realizadas 

quatro lavagens nas amostras, sendo a primeira com o fixador e as outras três lavagens com 

tampão fosfato, sempre após retirar o sobrenadante e ressuspender o precipitado. Entre cada 

lavagem, as amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm por 10 min a 10 ºC. Foi colocado uma gota 

da solução microbiana sobre a grade, sendo retirado o excesso após três minutos. Em seguida, foi 

adicionada uma gota do contrastante ácido fosfotúngstico, deixado em repouso por três minutos 

e posteriormente retirado o excesso. As amostras foram visualizadas no Microscópio Eletrônico 

de Transmissão Vega 3 Tescan, mediante o uso do detector STEM no laboratório de Bioimagem 

da Embrapa Agroindústria Tropical, conforme Muniz et al. (2019) [29]. 

2.5 Análise estatística 

Os resultados dos compostos bioativos e atividade antioxidante foram avaliados 

estatisticamente e as comparações de médias foram realizadas utilizando o teste t-Student, 

bilateral para amostras independentes (p < 0,05). Todas as análises estatísticas foram realizadas 

com o auxílio do software Statistica 10. 

3. RESULTADO E DISCUSSÃO 

3.1 Compostos bioativos e a atividade antioxidante 

O teor de umidade das folhas frescas foi 54,5 ± 1,20 % e, após secagem, as folhas secas 

apresentaram teor de umidade de 7,5 ± 0,10%. 

A Tabela 1 apresenta os resultados das análises dos compostos fenólicos, taninos, flavonoides 

e atividade antioxidante pelo método ABTS e DPPH do EAFF e EAFS do C. blanchetianus. 

Tabela 1: Comparação da concentração de compostos fenólicos, taninos, flavonoides, ABTS e DPPH no 

extrato aquoso das folhas frescas (EAFF) e extrato aquoso das folhas secas (EAFS), proveninetes do 

processo de hidrodestilação do C. blanchetianus. 

A análise dos extratos aquosos identificou compostos fenólicos e taninos, que também foram 

observados na análise fitoquímica dos extratos etanólicos e metanólicos das folhas secas de C. 

blanchetianus, realizada por de Silva et al. (2021) [30]. Os EAFF e EAFS do C. blanchetianus 

não apresentaram diferença significativamente (p<0,05) nos teores de compostos fenólicos e 

taninos. 

Costa et al. (2017) [31] encontraram, para o extrato etanólico do caule de Croton 

argyrophyllus, valores de 269,72 ± 6,25 mg EAG/g para o conteúdo de fenóis totais, valores 

próximos ao observados neste estudo. Nascimento et al. (2017) [32] observaram o potencial 

terapêutico dos compostos fracionados, como O-glicosídeos Kaempferol e quercetina, 

flavonóides-C-glicosídeos, taninos e derivados do ácido cinâmico do Croton cajucara, sobre o 

edema de pata em ratos induzido por carragenina, confirmando assim o uso popular deste Croton 

Extrato 

aquoso 

Compostos 

fenólicos 

(mg EAG/g) 

Taninos 

(mg EAT/g) 

Flavonoides 

(mg de EQ /g) 

ABTS 

µM trolox/g 

EC50 

mg/L 

EAFF 276,05±19,17a 
236,13± 

32,25a 
33,94±1,60a 

906,39± 

28,27a 

947,67± 

35,92a 

EAFS 269,92±8,35a 
186,38± 

30,37a 
27,67±0,48b 

627,85± 

109,39b 

817,5± 

163,55a 
a,b médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna não diferem estatisticamente pelo teste t-Student, para amostras 

independentes (p < 0,05). 
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e atribuíram esse resultado aos compostos fenólicos que são amplamente associados a muitas 

atividades biológicas e farmacológicas das plantas. 

A presença de taninos no extrato aquoso das folhas C. blanchetianus está de acordo com a 

prospecção fitoquímica realizada com os extratos etanólicos das folhas de C. blanchetianus, onde 

foi identificada a presença de taninos [33] indicando assim o bom desempenho do solvente aquoso 

utilizado nesse estudo. Em uma abordagem das interações ecológicas entre vegetais e herbívoros, 

sugere-se que os teores de taninos podem diminuir a taxa de predação por tornarem os materiais 

vegetais impalatáveis, afastando seus predadores naturais e constituindo assim um modo de defesa 

[34, 35]. Segundo da Silva et al. (2019) [36], os taninos estão entre os compostos fenólicos 

presentes nos extratos vegetais que apresentam atividade antioxidante. 

Em relação ao teor de flavonoides, EAFF e EAFS apresentaram diferença significativa 

(p<0,05), sendo observada uma maior quantidade no EAFF em relação ao EAFS. O processo de 

secagem das folhas do C. blanchetianus pode ter influenciado o teor de flavonoides presente no 

EAFS. Alguns autores mencionam que as condições de temperatura e o tempo de secagem 

influenciam no rendimento de flavonoides [37-39]. Ainda Torres et al. (2018) [40] identificaram 

a temperatura como sendo um fator de seleção para a extração de diferentes categorias de 

flavonoides. Por meio da análise da composição fitoquímica não foi possível identificar 

flavonoides nos extratos etanólicos e metanólicos das folhas e raízes do C. blanchetianus [30]. 

A atividade antioxidante determinada pelo método DPPH (EC50) não apresentou diferença 

significativa entre os EAFF e EAFS. No entanto, pelo método ABTS, as amostras apresentaram 

diferença, com um teor de antioxidante maior para o EAFF quando comparado ao EAFS do C. 

blanchetianus (Tabela 1), provavelmente devido ao maior teor de umidade presente nas folhas 

frescas que pode ter contribuído para uma maior extração dos compostos bioativos presente nas 

folhas. Segundo Almeida et al. (2021) [41], a atividade antioxidante do extrato aquoso da casca 

de achachairu (Garcinia humilis) foi maior quando determinada pelo método ABTS. Os autores 

consideraram que isso pode ser devido ao maior poder de extração atribuído à polaridade do 

solvente aquoso enquanto, para a atividade antioxidante determinada por DPPH, não foi possível 

observar qualquer diferença relevante. De acordo com Rufino et al (2010) [42], o método ABTS 

é indicado para compostos hidrofílicos e o método DPPH pode ser utilizado tanto para compostos 

hidrofílicos e lipofílicos. Moure et al. (2001) [15] consideraram que a diferença entre os resultados 

da atividade antioxidante entre amostras pode acontecer por diversos fatores como temperatura, 

concentração da amostra, efeito do solvente usado na extração, método de determinação, dentre 

outros. 

Contudo, outros tipos de extratos apresentaram melhores valores comparados a esse estudo. 

Assim, segundo de Aquino et al. (2017) [43], o extrato etanólico das folhas frescas de C. 

blanchetinaus apresentou um EC50 de 6,5 ± 0,5 mg/L. O EC50 dos extratos metanólicos das folhas 

secas do C. argyrophyllus e do C. heliotropiifolius foram 222 ± 8 e 357 ± 4 mg/L, 

respectivamente, pelo método DPPH [44]. A literatura apresenta relatos sobre o efeito 

antioxidante do extrato obtido com diferentes partes da planta, como o caule, a folha de várias 

espécies de Croton sp. [43-46]. Brito et al. (2018) [44] relatou que os extratos das folhas do C. 

argyrophyllus e C. heliotropiifolius tiveram maior teor de antioxidante quando comparado ao 

caule. 

Os resultados mostram que não houve diferença estatística entre as concentrações dos 

compostos fenólicos, taninos e antioxidantes pelo método DPPH entre os EAFF e EAFS. Dentre 

os compostos fenólicos, contudo, apenas a concentração de flavonoides foi superior na análise do 

EAFF. De forma prática, o EAFS apresenta vantagem sobre o EAFF, pois as folhas, logo após 

serem coletadas, podem ser secas, para posterior extração do óleo essencial, sem a necessidade 

de se proceder à imediata extração e sem prejuízo das concentrações dos principais compostos 

bioativos. 
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3.2 Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

Os resultados das CIM e CBM dos extratos EAFF e EAFS de C. blanchetianus estão dispostos 

na Tabela 2. 
 

 

Tabela 2: Concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida mínima (CBM), expressos 

em mg/mL, dos extratos aquosos das folhas frescas (EAFF) e secas (EAFS), proveniente do processo de 

extração do óleo essencial de C. blanchetianus, sobre as bactérias S. aureus e L. monocytogenes. 

 

 

 

 

 

 

 

O EAFF apresentou melhor ação para as bactérias Gram-positivas, comparado ao EAFS, uma 

vez que apresentou ação inibitória em concentrações menores. Em relação aos microrganismos 

Gram-negativos (S. enteritidis e E. coli), resultados não apresentados na Tabela, os extratos 

aquosos de ambas as folhas não apresentaram atividade inibitória ou bactericida nas 

concentrações testadas. É importante ressaltar que outros estudos já mostraram que os 

microrganismos Gram-positivos são mais suscetíveis à ação antimicrobiana de extratos vegetais 

[47, 48], o que corrobora com os resultados encontrados neste estudo. Ferreira et al. (2020) [49], 

trabalhando com o extrato aquoso do caule do marmeleiro (C. blanchetianus), reportaram a 

atividade inibitória e bactericida para bactérias Gram positivas (L. monocytogenes e S. aureus) e 

Gram-negativas (S. Enteritidis, E. coli e P. aeruginosa), sendo que as concentrações bactericidas 

para Gram-positivos variaram de 0,5–3 mg/mL e Gram-negativas de 4,3–19 mg/mL. A ação 

observada no “extrato aquoso do caule” não foi observada em relação ao “extrato aquoso de 

folhas” para as bactérias Gram-negativas estudadas. Trabalhando com extrato aquoso do C. 

nepetaefolius, Ferreira et al. (2020) [49] apresentaram uma CIM de 14 mg/mL para L. 

monocytogenes e ausência da CBM na faixa estudada (1 a 18 mg/mL), no entanto, no presente 

estudo, foi encontrada uma CBM de 23 mg/mL para o EAFS. 

Fennell et al. (2004) [50] ressaltaram que diversos fatores podem interferir nos diferentes 

valores de CIM e de CBM de extratos de plantas, como a técnica aplicada, a cepa do 

microrganismo utilizada, além de fatores relacionados à planta como local de plantio, época da 

coleta e se os extratos foram preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de 

extrato testada. Ainda, os extratos brutos de espécies vegetais podem muitas vezes apresentar 

ação antimicrobiana mais efetiva contra patógenos devido ao sinergismo entre os constituintes 

bioativos, que são extraídos pelo solvente ou método de extração empregado [51]. 

Numa abordagem terapêutica, o uso de extratos aquosos, associados de forma sinérgica à 

antibioticoterapia, pode ser bastante promissor para tratamento de doenças bacterianas, podendo 

contribuir para diminuir o mecanismo de resistência bacteriana causada pelas drogas [52]. Autores 

relatam que, devido ao aumento da taxa de bactérias entéricas resistentes a antibióticos, o 

tratamento da enterite pode ser feito com fitoterápicos [53]. Ostrosky et al. (2008) [54] relataram 

a importância no desenvolvimento e produção de produtos farmacêuticos e cosméticos a partir de 

extratos vegetais com ação antimicrobiana. Assim, pesquisas com plantas conduzem a um 

caminho promissor e eficaz para descobertas de novos medicamentos, sendo necessária a 

elucidação dos componentes ativos presentes nas mesmas, bem como seus mecanismos de ação 

[55]. 
 

 

 

 

 

Extrato aquoso 
S. aureus L. monocytogenes  

CIM CBM CIM CBM 

EAFF 3 11 3 NO 

EAFS 10 19 17 23 

NO – Não observado na faixa das concentrações estudadas 
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3.3 Observação microscópica do efeito do extrato aquoso sobre as bactérias patogênicas 

Os efeitos da ação dos EAFF e EAFS sobre as células de S. aureus e do EAFS sobre a cepa de 

L. monocytogenes, nas concentrações equivalentes às respectivas CBM’s, podem ser observadas 

na Figura 1. 

 
Figura 1: Imagens de microscopia eletrônica de transmissão de células de S. aureus (A – controle, 

aumento de 38.700x); sob ação do extrato aquoso de C. blanchetinaus proveniente das folhas frescas (B, 

aumento de 38.000x) e folhas secas (C, aumento de 64.000x) e de células de L. monocytogenes (D – 

controle, aumento de 40.000x) sob efeito do extrato aquoso das folhas secas (E, aumento de 30.000x). 

nas concentrações equivalentes aos respectivos CBM’s. 

A morfologia celular foi visualizada através de microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

de culturas bacterianas tratadas com EAFF e EAFS para auxiliar na compreensão da ação 

antimicrobiana dos extratos aquosos do C. blanchetianus. Segundo Xing et al. (2009) [56], as 



E.C. de Vasconcelos et al., Scientia Plena 17, 121501 (2021)                                           9 

observações por microscopia eletrônica são ferramentas poderosas para os pesquisadores 

entenderem melhor o impacto de um agente estressor na morfologia de células bacterianas. 

A eletromicrografia de S. aureus, sem tratamento com o extrato aquoso do C. blanchetianus, 

mostrou células bem definidas, esféricas, arranjadas em cachos e com paredes íntegras (Figura 

1A). A ação do EAFF (Figura 1B) e EAFS (Figura 1C) sobre S. aureus apresentou uma perda da 

limitação entre os arranjos de células bacterianas, ainda com alteração da forma de cocos para 

agregados celulares, sendo que, sob a ação do EAFS, houve um extravasamento acentuado do 

conteúdo celular e ausência da forma original, possivelmente devido à presença de compostos 

bioativos. 

Nos tratamentos utilizando-se a CBM do EAFS do C. blanchetianus sobre as culturas 

bacterianas de L. monocytogenes, as imagens (Figura 1) mostram uma alteração da forma da 

célula, possivelmente em nível de parede celular já que a mesma tem a função de manter a forma 

da célula, proteger contra variações da pressão osmótica e influências do meio externo [57] 

(Figura 1E). Foi observada uma perda da integridade celular, contrastando com o controle (Figura 

1D), em que pode se visualizar uma nítida delimitação celular com formato celular típico de 

bastonetes e estruturas internas preservadas e nítidas. Utilizando extrato aquoso de chambá 

(Justicia pectoralis Jacq) contra L. monocytogenes, Guimarães et al. (2020) [58] reportaram que, 

mesmo altas concentrações (90-150 mg/mL) não foram suficientes para destruir sua parede 

celular e provocar a inibição desse microrganismo. 

Kim e Fung (2004) [59], estudando o efeito antibacteriano do extrato aquoso de Puerariae 

radix em patógenos de origem alimentar, concluíram que as células bacterianas tratadas foram 

mortas pela ruptura das paredes e membranas celulares, bem como por perturbações irregulares 

da matriz intracelular. 

4. CONCLUSÃO 

Os extratos aquosos provenientes do processo de hidrodestilação do óleo essencial do C. 

blanchetianus (marmeleiro) apresentam compostos bioativos, tanto nos extratos aquosos obtidos 

das folhas frescas como nos obtidos das folhas secas do C. blanchetinuus. Assim, os resultados 

apresentados sugerem que os extratos aquosos apresentam potencial para serem utilizados como 

aditivos em alimentos, agindo como conservantes e antioxidantes. 

Os extratos aquosos das folhas frescas e secas de C. blanchetianus apresentaram atividade 

antimicrobiana sobre os microrganismos Gram-positivos (S. aureus e L. monocytogenes), e 

ausência de atividade antimicrobiana sobre os microrganismos Gram-negativos (S. Enteritidis e 

E. coli). A concentração bactericida mínima do extrato do C. blanchetianus provocou uma 

alteração na morfologia de S. aureus e de L. monocytogenes, sendo mais expressivo em culturas 

de S. aureus, com extravasamento celular. 

As análises realizadas mostraram que é possível utilizar o extrato aquoso proveniente das 

folhas secas, cuja extração do óleo essencial não precisa ser imediata após a colheita, sem grandes 

prejuízos nos teores das substâncias bioativas, apresentando vantagem tecnológica sobre o extrato 

aquoso das folhas frescas. 

Os resultados apontam um potencial para a melhoria da segurança de alimentos, utilizando-se 

compostos naturais (extratos aquosos de C. blanchetianus) que podem ser rotulados como 

“verdes”, indo ao encontro das demandas dos consumidores por produtos mais naturais e seguros. 

Os resultados desse trabalho mostram o potencial no uso do extrato aquoso de C. blanchetianus, 

no entanto, é necessária a realização de algumas análises complementares, tais como teste de 

toxicidade e análises sensoriais para confirmar a possibilidade de utilização desse extrato em 

alimentos. 
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