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RESUMO 

 

Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e na formação do 

biofilme produzido pelo fitopatógeno Xanthomonas campestris pv. melonis (XM) dos 

óleos Essenciais (OEs) de Croton grewioides (CGR). Foram conduzidos ensaios in vitro 

de screening, concentração inibitória mínima (CIM), concentração bactericida mínima 

(CBM), biofilme e permeabilidade da membrana. os acessos de Croton grewioides, no 

screening, demonstraram eficácia na inibição do crescimento bacteriano, destacando-se 

os OEs CGR-106, CGR-107, CGR-108, CGR-125 e CGR-220, que alcançaram 100% de 

inibição na concentração de 2000 µg/mL-1. A análise da CIM e CBM demonstrou que os 

acessos CGR-106, CGR-107 e CGR-220 necessitam de 1000 µg/mL-1 para inibir o 

crescimento bacteriano. Os acessos CGR-107 e CGR-220, ricos em Eugenol, se 

destacaram na inibição do biofilme bacteriano. Além disso, os tratamentos com OEs, 

especialmente CGR-106 e CGR-220, afetaram a permeabilidade da membrana 

bacteriana. Esses resultados sugerem o potencial dos OEs de Croton grewioides, 

particularmente aqueles ricos em Eugenol, como agentes eficazes na inibição da formação 

de biofilmes e no controle do fitopatógeno Xanthomonas campestris pv. melonis. Esta 

pesquisa, portanto, contribui para o desenvolvimento de estratégias de manejo de doenças 

de plantas com base em compostos naturais promissores. 

 

Palavras-Chave: Quorum sensing, Quorum quenching, membrana plasmática. 
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1- INTRODUÇÃO  

O melão é um fruto da família Cucurbitaceae expressivo na exportação brasileira, 

superando 127 mil toneladas por ano. O estado que apresenta maior produção no Brasil é 

o Rio Grande do Norte, responsável por cerca de 60% desta, devido às condições climáticas 

favoráveis para o desenvolvimento da cultura. O maior desafio de cultivo são as doenças 

causadas por fitopatógenos, como bactérias e fungos. 

Na natureza, as bactérias podem ser encontradas na forma planctônica ou em colônias. 

Ao se unirem em uma estrutura de biofilme, uma camada de proteção é formada por 

polímeros extracelulares. Nestas colônias, são compartilhadas informações genéticas, 

compostos e enzimas que podem auxiliar no desenvolvimento e resistência a fatores 

externos, como mudanças de pH, temperatura e agentes antimicrobianos. 

As fitobactérias do gênero Xanthomonas sp. são conhecidas por causar doenças em 

plantas através do biofilme, a exemplo da espécie Xanthomonas campestris pv. melonis 

(XM), causadora da Barriga d´agua no melão. Essa doença acomete plantas da cultura do 

melão em todo o Brasil, podendo causar prejuizo, uma vez que o diagnóstico desta doença 

ocorre, na maioria das vezes, na fase de pós colheita dificultando o controle e afetando 

vários produtores. Segundo o IBGE cerca de 607.047 toneladas de melão foram produzidas 

no ano de 2021, afetando famílias cujo comercio do fruto é a fonte de renda, movimentando 

628.322 mil reais no ano de 2021.  

A “Barriga d’ água do melão” é causada pela fermentação interna dos frutos, 

provocada pela bactéria. Isso é favorecido por temperaturas e umidade relativa elevadas, 

juntamente com ferimentos na casca do fruto devido aos tratos culturais, ataque de 

insetos, uso de ferramentas contaminadas na colheita e manejo inadequado durante o 

armazenamento, favorecedo a contaminação de novos frutos.  

Os sintomas característicos, na maioria dos casos são diagnosticados após a colheita, 

o fruto infectado não apresenta sintomas visíveis. No entanto, ao longo de alguns dias, 

quando armazenado, pode-se observar uma alteração em sua composição. Ao agitá-lo, 

percebe-se que está repleto de líquido em seu interior e ao realizar um corte transversal no 

início do processo patogênico, pequenas bolsas de água escura podem ser observadas na 

polpa. Conforme a doença progride, essas bolsas se unem e formam grandes áreas 

necróticas, resultando na liquefação de uma grande parte do endocarpo devido à ação de 

enzimas produzidas pela bactéria.  
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O controle desta doença é mais efetivo de forma preventiva, como o tratamento de 

sementes, uso de variedades resistentes, época de plantio no clima seco, rotação de culturas, 

regulação da irrigação e evitar adubação nitrogenada. Porém, uma vez que a doença 

encontra-se infestada na cultura, os controles existentes são pouco efetivos, o que torna 

cada vez mais necessário o estudo de novos métodos de controle alternativos, como os 

óleos essenciais (OEs). 

Os óleos essencias são compostos orgânicos produzidos pelo metabolismo secundário 

de plantas, constituídos principalmente de monoterpenos e sesquiterpenos. Os efeitos dos 

OEs podem afetar tanto o envelope externo da célula quanto o citoplasma, devido à 

natureza lipofílica dessas moléculas, sendo responsável pela ruptura das estruturas 

bacterianas, o que leva à perda da integridade e aumento da permeabilidade celular. Este 

processo interfere em vários sistemas na bactéria, incluindo a manutenção do estado 

energético da célula, transdução de energia acoplada à membrana, transporte de solutos e 

regulação metabólica. 

Os óleos essenciais podem apresentar atividade antimicrobiana, por exemplo os de 

Croton grewioides (CGR). Uma Planta aromática e medicinal conhecida popularmente 

como “alecrim da cabocla” ou “canelinha”. Encontrada na região Nordeste do Brasil e no 

estado de Minas Gerais, os OEs desta espécie apresentam diferentes atividades biológicas. 

Estudos demonstram a ação do OE de Croton sp. sobre a formação de biofilme bacteriano, 

por exemplo Nader et al. (2018).  

Na literatura, é relatado o potencial antimicrobiano das substâncias presentes no OE 

sobre fitobactérias do gênero Xanthomonas sp. Silva et al. (2019) observaram que OE de 

Lippia gracilis e seus principais constituintes apresentaram atividade antibacteriana, 

promovendo a perda da permeabilidade da membrana do fitopatógeno Xanthomonas 

campestris pv. campestris. Assim, fomenta novos estudos que investigam a ação dos OEs 

produzidos por plantas medicinais no controle de fitobactérias. 

Desta forma o objetivo do presente estudo foi avaliar a influência dos OEs de Croton 

grewioides na atividade antimicrobiana e na formação do biofilme produzido por 

Xanthomonas campestris pv. melonis. 
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2- REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Cucumis melo 

Cucumis melo, popularmente conhecido como melão, é uma cultura pertencente a 

família das curcubitaceas, do gênero Cucumis. O centro de origem desta espécie é 

divergente entre os estudos existentes, que incluem possíveis locais na África, na região 

nordeste da Ásia e na Austrália (HORA et al., 2018). 

A cultura ocupou no Brasil uma área colhida de 23.858 hectares em 2021, 

movimentando cerca de 628.322 mil reais, superando 127 mil toneladas exportadas 

(IBGE, 2023; BARBIERI, 2023). O principal estado produtor no Brasil é o Rio Grande 

do Norte, com 60% da produção nacional. Essa espécie é uma hortícola de importância 

econômica mundial, muito apreciada por seus frutos comestíveis, que podem ser 

consumidos imaturos ou maduros (GRUMET, 2021). 

O melão apresenta uma grande diversidade genética, que se manifesta em vários 

aspectos, como tamanho do fruto, formato, cor, comportamento de amadurecimento 

(climatérico e não climatérico), textura da casca (casca lisa e reticulada) e determinação 

do sexo (monóico e andromonóico) (ZHAO et al., 2019). 

Os fatores limitantes da produção de melão podem ser divididos em dois grupos, os 

climáticos que inclui condições climáticas adversas, como temperaturas abaixo de 15°C, 

umidade relativa do ar abaixo de 60%, geadas, secas e excesso de chuvas e o grupo que 

leva em consideração os fatores biológicos (LECHOLOCHOLO et al., 2022), que inclui 

as doenças e pragas. As doenças são um dos fatores limitantes mais importantes da 

produção de melão. Elas podem causar danos significativos à cultura, levando à redução 

da produtividade, da qualidade dos frutos e do lucro dos produtores (PRESTON et al., 

2021). 

As doenças do melão podem ser causadas por fungos, bactérias, vírus e nematoides. 

Os fungos são os agentes causadores de doenças mais comuns na cultura, sendo 

responsáveis por doenças como oídio, mildio, podridão de micosferela e fusariose (CUI 

et al., 2022). Porém as bactérias também podem causar doenças significativas na cultura 

do melão, como a bactéria Xanthomonas campestris pv. melonis, responsável pela 

Barriga-d’água (VIANA et al., 2001). 
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 2.2 A fitobactéria Xanthomonas campestris pv. melonis  

A Xanthomonas é um fitopatógeno pertencente ao filo Proteobacteria, classe 

Gammaproteobacteria, ordem Xanthomonadales e família Xanthomonadaceae. É uma 

bactéria gram-negativa e aeróbica, que possui forma de bastonete, móvel por um único 

flagelo polar, e são classificadas em seis patovares (BATISTA, 2020).  

Xanthomonas é um dos gêneros mais importantes e difundidos de bactérias 

fitopatogênicas que infecta a maioria das culturas alimentares comerciais, árvores e 

plantas ornamentais (RYAN et al., 2011; JACQUES et al., 2016; AN et al., 2020). Sendo 

um patógeno de amplo espectro, versátil e distribuído globalmente (LAMICHHANE et 

al., 2018). 

Esta distribuição ocorre devido as adaptações das mutações genéticas, e 

proporcionam evasão da defesa do hospedeiro, expressão de genes, enzimas degradativas 

e produção do biofilme. (RYAN et al., 2011; VICENTE; HOLUB, 2012; ALVAREZ-

MARTINEZ et al., 2021). O gênero Xanthomonas adquiriu através destes sistemas a 

resistência ao cobre, principal controle utilizado para doenças bacterianas (RYAN et al., 

2011; BEHLAU et al., 2013). Xanthomonas campestris pv. melonis (XM) responsável 

pela Barriga-d’água do melão é uma espécie deste fitopatógeno (VIANA et al., 2001). 

2.2.1 Caracterização da doença: Barriga-d’água do melão 

Rodrigues Neto et al. (1984) descreveram uma nova doença do meloeiro, causada 

pela bactéria Xanthomonas campestris pv. melonis, que ainda não havia sido relatada em 

nível mundial. A doença foi inicialmente observada na região de Presidente Prudente, no 

Brasil, e causa sintomas de apodrecimento e liquefação dos tecidos. 

Os frutos afetados apresentam um ruído de substâncias aquosas quando agitados, 

o que levou à denominação da doença de "Barriga d'Água". A ausência de odor 

desagradável é um importante diagnóstico diferencial para esta doença, que pode ser 

confundida com outras doenças bacterianas (PEREIRA et al., 1975). 

Os sintomas da doença são caracterizados por uma descoloração pardo-escura de 

parte da polpa, seguida de uma decomposição dos tecidos. Em estágios mais avançados, 

a doença pode ser disseminada por microrganismos secundários, tornando o fruto 

impróprio para consumo. Externamente, a doença não apresenta sintomas, exceto por uma 

anomalia logo abaixo da casca, provavelmente o ponto de entrada da bactéria (BERIAN; 
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OCCHIENA, 2018). O desenvolvimento desta doença é favorecido pela resistência das 

bactérias e comunicação que ocorrem dentro do biofilme bacteriano. 

2.3 Biofilme bacteriano  

O biofilme pode ser definido como uma comunidade de bactérias que são aderidas 

em uma superfície e podem estar envoltas por uma camada de exopolímeros, chamada 

EPS. Ele pode ser encontrado em forma séssil e agrupar alguns indivíduos como fungos, 

protozoários, algas e bactérias (SCHNEIDER, 2007). 

A EPS é constituída por partículas de proteínas, lipídeos, fosfolipídeos, carboidratos, 

sais minerais e vitaminas. Essa matriz é secretada para o exterior com o objetivo de 

impedir a entrada de antimicrobianos no biofilme (KASNOWSKI et al., 2010). Outra 

função é a comunicação entre as bactérias por mecanismos químicos chamados Quorum 

sensing (QS) e Quorum quenching (QQ). 

O QS é um mecanismo de regulação química que depende da densidade de 

microrganismos dentro do biofilme. Esse mecanismo ocorre pela codificação de enzimas 

que são dispersas na matriz e, quando atingem quantidade suficiente, são recepcionadas 

em outros indivíduos que podem transcrever a enzima e adquirir a informação passada 

que pode ser utilizado para a resistência, produção de antibióticos para demais espécies e 

o recrutamento para a formação do biofilme (LE; OTTO, 2015). 

O QQ tem função de inibição, como por exemplo, o da chegada das enzimas aos 

receptores, esse mecanismo não afeta o crescimento, mas regulamentam mecanismos 

antivirulência das bactérias e estão sendo cada vez mais testados (HEMMATI et al., 

2020). 

Para a formação do biofilme três etapas são fundamentais, a primeira é chamada de 

fixação, onde ocorre a adesão primária, que pode ser reversível condicionada a forças 

físico químicas do meio e regulações do quórum sensing. Na fixação também ocorre a 

adesão secundária irreversível, onde começa a ser produzida a matriz de 

exopolissacarideos (NUNES, 2019). 

Uma vez consolidada esta etapa acontece a maturação do biofilme, quando a sua 

arquitetura é constituída, e os indivíduos se fortalecem através da secreção de enzimas na 

EPS (NUNES, 2019). Por fim ocorre a dispersão, quando o substrato já foi consumido e 

os organismos tendem a povoar outros ambientes. O biofilme então é constituído para 
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favorecer proteção contra radiação, fagocitose, desidratação, resistência a 

antimicrobianos e interações com a planta (BLANKENSHIP et al. 2006). 

2.4 Resistência e interação planta patógeno 

A resistência é um mecanismo natural de bactérias (BAPTISTA, 2013). Atualmente, 

é um dos maiores problemas da saúde pública, uma vez que o mau uso de antibióticos 

promove a estes indivíduos ambientes instáveis nos quais necessitam de evoluções 

genéticas para sobreviver (LOUREIRO, 2016). 

Essa resistência pode ser adquirida por dois mecanismos, sendo eles intrínsecos dos 

microrganismos ou por mutações genéticas que acontecem in loco por aquisição de genes 

vindos de outros organismos que fizeram a mutação cromossômica ou transferência 

horizontal, onde ocorre a codificação de enzimas que inativam antibióticos (BAPTISTA, 

2013). 

As mutações são geradas por fatores como radiação, agentes alquilantes e espécies 

reativas de oxigênio. E caso sejam benéficas, serão codificadas em forma de enzimas 

dispersas na camada EPS do biofilme, transmitindo assim resistência a outros indivíduos 

do meio, sendo dificultado seu controle (BAPTISTA, 2013). 

Para o controle da doença, a planta deve desenvolver resistência ao patógeno, que 

por sua vez a entende como substrato, o seu mecanismo de sobrevivência é feito por meio 

de substâncias químicas. O hospedeiro para se defender secreta outras substâncias que 

são produzidas por meio do metabolismo secundário (COSTA, 2019). 

Segundo Agrios (1997), as plantas possuem dois mecanismos de defesas contra 

patógenos, sendo eles as estruturas que têm função de barreira física para inibir a entrada 

de patógenos e as reações bioquímicas que ocorrem no tecido da planta e produzem 

substâncias tóxicas provenientes do metabolismo secundário, como os óleos essenciais. 

2.5 Atividade antimicrobiana de óleos essenciais  

Os OEs são compostos responsáveis pela defesa de plantas. Existem dois tipos de 

metabolismo nos vegetais, o metabolismo primário que é o responsável por funções vitais 

na planta, a exemplo, da respiração e transporte de seiva. Já o metabolismo secundário 

tem função de proteção, combatem o excesso de raios ultra violetas, microrganismos, 

insetos e animais, podendo apresentar como compostos majoritários: o eugenol, alicina, 

timol e carvacrol (REIS et al., 2020; PERES, 2019).  

https://repositorio.ufpb.br/jspui/bitstream/123456789/19196/1/EllynesAmancioCorreiaNunes_Dissert.pdf
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Essas moléculas são do grupo terpenos e têm em sua composição o que pode ser 

definido como “alcenos naturais” pois possuem em sua estrutura dupla ligação entre 

carbono e são considerados hidrocarbonetos insaturados. Normalmente são constituídos 

por 5 carbonos, por serem moléculas leves, são voláteis, considerados aromáticos 

(FELIPE; BICAS, 2017) 

Os OEs possuem eficácia comprovada pela ciência contra microrganismos. A 

literatura já demonstra essa atividade antimicrobiana, como por exemplo, o OE de Croton 

grewioides, que teve atividade contra X. campestris pv. campestris (RODRIGUES et al., 

2023). Além do alto rendimento, o óleo essencial de Croton spp. são fontes alternativas 

de formulações com atividade antimicrobiana.  

2.6 Croton grewioides Baill  

Croton grewioides, também chamada de alecrim da cabocla; canelinha (SIBBR, 

2020) é uma espécie pertencente ao gênero Croton, tem porte arbustivo que pode chegar 

a 2 metros de altura, e é amplamente encontrada na região Nordeste do Brasil, em estados 

como Bahia, Alagoas, Ceará, Paraíba, Pernambuco, Piauí, Rio Grande do Norte e Sergipe 

(ALVES, 2012).  

Esta espécie vem sendo amplamente estudada pelo potencial do seu óleo essencial, 

cuja composição é majoritariamente constituída por Eugenol. No entanto esta composição 

pode variar dependendo de fatores externos como o clima, adubação, incidência de pragas 

e entre outros (SILVA, 2016). 

Em relação à atividade microbiana desta espécie, SILVA (2016) relatou que a espécie 

pode inibir bactérias como Bacillus subtilis, e pode ter efeito em outras como a 

Xanthomonas campestris. Além disso, pode agir sobre a formação do biofilme podendo 

evitar sua virulência e sua resistência. 

3- MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Obtenção dos óleos essenciais 

Foram avaliados 25 acessos de Croton grewioides Baill. do Banco Ativo de 

Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromáticas na Fazenda Experimental "Campus 

Rural” da Universidade Federal de Sergipe UFS, São Cristóvão, Sergipe, Brasil 

(11°00'S, 37 °12'W). O acesso ao material vegetal foi registrado sob o número de 

identificação A8CCB3B no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e 
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Conhecimento Tradicional (SisGen) de acordo com o artigo 4º da Portaria nº 8.772 / 

2016 do Ministério do Meio Ambiente do Brasil.  

As folhas de Croton grewioides Baill foram coletadas, secas em estufa de 

circulação de ar forçado (40°C por cinco dias), e submetidas à hidrodestilação em 

aparelho Clevenger modificado, utilizando amostras de 40g de folhas secas, com adição 

de 1,5L de água destilada, durante 140 minutos. Os OEs foram coletados e estocados 

em frasco âmbar, a – 20ºC até a realização dos ensaios de atividade antimicrobiana, 

antibiofilme e de permeabilidade celular bacteriana.  

3.2 Cultivo do microrganismo alvo 

O fitopatógeno-alvo, Xanthomonas campestris pv. melonis (68), foi cedido pelo 

Instituto Biológico (São Paulo, Brasil). O patógeno foi cultivado em meio de cultura 

YM (Sacarose 10 g L-1; Peptona 5 g L-1; Extrato de levedura 3 g L-1; Extrato de malte 

3 g L-1) em shaker orbital (28 ± 2 °C a 150 rpm) ou em meio YM sólido (Ágar 20 g L-

1) em estufa bacteriológica a 28 ± 2 °C. Para todas as análises realizadas neste estudo, 

a densidade ótica da cultura do patógeno foi padronizada para DO600nm= 0,6. A leitura 

da absorvância foi realizada no leitor de microplaca Synergy ™ H1 Hybrid (BioTek 

Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA). 

3.3 Screening in vitro da atividade antibacteriana de Xanthomonas campestris pv. 

melonis 

Inicialmente foram realizados screenings com os OEs dos acessos de Croton 

grewioides CGR-103, CGR-104, CGR- 106, CGR- 107, CGR- 108, CGR- 124, CGR-

125, CGR-204, CGR-209, CGR-210, CGR-212, CGR-215, CGR-220, CGR-222, 

CGR- 302, CGR-304, CGR- 306¸ CGR- 307, CGR-308, CGR- 309, CGR-311, CGR-

312, CGR-313, CGR-318, CGR-323, a fim de selecionar aqueles com maior 

porcentagem de inibição para o isolado XM. A solução de OE para cada acesso foi 

composta por OE dissolvido em sulfóxido de dimetilo (DMSO, 1% v/v) e diluídos em 

meio de cultura YM líquido para uma concentração de 4000 µg.mL-1. Os ensaios foram 

realizados em placas de microdiluição de 96 poços, sendo adicionados 100 µL da 

solução de OE e 100 µL da suspensão bacteriana XM padronizada, obtendo-se uma 

concentração final de 2000 µg.mL-1. Como controle positivo foi utilizada 

estreptomicina na concentração de 100 µg.mL-1, dissolvida em meio de cultura YM, e 

como controle negativo foi utilizado o meio YM acrescido de DMSO (1% v/v). As 
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microplacas foram incubadas sob agitação orbital (150 rpm/ 28ºC ± 2) durante 24 

horas. A determinação da atividade antimicrobiana foi avaliada por leitura da 

absorvância num leitor de microplaca Synergy ™ H1 Hybrid (BioTek Instruments, 

Inc., Winooski, VT, EUA) utilizando um comprimento de onda de 600 nm. 

3.4 Determinação da Concentração Inibitoria Mínima (CIM) e Concentração 

Bactericida Mínima (CBM) 

A caracterização química dos óleos essenciais de Croton grewioides foi realizada 

anteriormente por Rodrigues (2023). Na qual foram testados os óleos essenciais nas 

concentrações de 2000 μL e selecionados os OEs que possuem melhor resultado quanto 

a inibição do crescimento bacteriana, juntamente que representam cada grupo químico 

dos OEs. Obtivemos então os OEs dos acessos CGR- 106, CGR- 107, CGR- 108, CGR-

125, CGR-204, CGR-210, CGR-220, CGR-312, testados juntamente com a 

estreptomicina.  

A Concentração Inibitória Mínima  (CIM) para os OEs de Croton grewioides 

foram determinadas pelo método de microdiluição. Dessa maneira, foram 

selecionados os OEs de acordo com a porcentagem de inibição observada no 

Screening. Os ensaios de microdiluição foram realizados em microplacas de 96 poços, 

em que foram adicionados, 100 μL da cultura do fitopatógeno padronizada e, logo 

após foi acrescido 100 μL dos OEs em uma série de concentrações que variatam de 

500 µg.mL-1 a 4000 µg.mL-1. Para o controle positivo foi utilizado estreptomicina nas 

concentrações que variam de 125 µg.mL-1 a 1000 µg.mL-1 e para o controle negativo, 

100 μL de meio YM + DMSO foi adicionado aos poços em conjunto com o 

fitopatógeno. Logo após, as placas de cultivo foram incubadas em estufa 

bacteriológica à 28 ± 2°C por 24h. Em seguida, foi lida a absorbância em Leitor de 

microplacas Synergy ™ H1 Hybrid (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA) 

utilizando um comprimento de onda de 600 nm. A concentração mínima inibitória foi 

definida como a menor concentração do OE que foi capaz de inibir 100% do 

crescimento do fitopatógeno.  

Para a avaliação do CBM retirou-se 20 µL dos poços onde não houve 

crescimento após 24 h, os quias foram adicionados em placas de Petri contendo meio 

de cultur ym SÓLIDO, esoalhados com o auxilio de alça de driagalski e incubados em 

estufa bacteriológica por 24 h. A CBM foi definida como a concentração à qual foi 

observada a ausência de colônias bacterianas.  
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3.5 Quantificação do Biofilme de Xanthomonas campestris pv. melonis tratada com 

os óleos essenciais de Croton grewioides  

A formação do biofilme do fitopatógeno sob o efeito dos OEs foi quantificado 

utilizando o cristal violeta. Para isso, foram adicionadas às microplacas de 96 poços, 

100 μL da cultura do fitopatógeno padronizada e, logo após foram acrescidos 100 μL 

dos OEs previamente selecionados nas concentrações de 1x, ½x e ¼ x da CIM. Para o 

controle negativo, 100 μL de meio YM+ DMSO. Logo após o período de incubação, as 

microplacas foram centrifugadas (2250 G/ 10 min/ 25°C) e, em seguida, o sobrenadante 

foi removido dos poços. Posteriormente foi acrescido aos poços 200 μL de etanol 95% 

durante 15 min para auxiliar na fixação das células, e em seguida, as microplacas foram 

secas ao ar em câmara de fluxo laminar por aproximadamente 5 min. Após esse período, 

foi adicionado aos poços 200 μL de cristal violeta (0,01%) por 15 min em temperatura 

ambiente, e em seguida o sobrenadante foi removido, e os poços foram gentilmente 

lavados com água destilada  para remoção das células não aderidas. Então foram 

adicionados 300 μL de DMSO aos poços para a solubilização do corante aderido as 

células do biofilme, e logo após as microplacas foram incubadas em shaker sob agitação 

orbital por 5 min e, em seguida 200 μL de cada poço foram transferidos para uma nova 

microplaca e as absorbâncias foram lidas em Leitor de microplacas Synergy ™ H1 da 

Bio TekHybrid Technology usando um comprimento de onda de 595 nm.  

3.6 Permeabilidade da Membrana  

 Para a análise da permeabilidade da membrana plasmática células bacterianas 

padronizadas foram tratadas por 30 min com OE (1×, 1/2×, 1/4× CIM) dos acessos de C. 

grewioides, previamente selecionado. Após exposição ao OE, as células foram 

centrifugadas (14.000 g/26 °C/10 min), lavadas e ressuspendidas com tampão fosfato 

salino (8 g/L-1 de NaCl, 0,2 g/L -1 de KCl, 1,44 g/L-1 de Na2HPO4 e 0,24 g/L-1 de 

KH2PO4 com pH 7,4) e incubadas com Iodeto de propídio (3 mM) a 30 °C por 15 min 

no escuro. Em seguida, 200 μl da suspensão de células marcadas foram adicionadas a 

poços de placas de microdiluição. A intensidade de fluorescência do iodeto de propídio 

foi medida através do leitor de microplacas Synergy ™ H1 (BioTekHybrid Technology) 

usando um filtro de excitação de 493 e emissão de 645 nm. Como controle negativo foram 

usadas células não tratadas e para o controle positivo por células aquecidas a 100°C por 

5 minutos. Os dados foram expressos em porcentagem de permeabilidade celular segundo 

a fórmula: 
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3.7 Análise dos dados 

 Os ensaios foram realizados em triplicata em dias independentes e os dados foram 

expressos em média  ± erro padrão da média com o auxílio do software Excel, e para os cálculos 

de inibição e permeabilidade foram utilizadas as respectivas fórmulas: 

Os dados foram expressos em porcentagem de inibição segundo a fórmula: 

% inibição =
(controle negativo –  tratamento)

controle negativo
∗ 100 

Onde, tratamento corresponde à fluorescência das células tratadas com os OEs 

ou com a estreptomicina (controle positivo), e o controle negativo corresponde à 

fluorescência das células não tratadas. 

% permeabilidade celular = 
 𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐ê𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜

𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐ê𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
 * 100 

Onde, fluorescência do tratamento corresponde à média de fluorescência dos 

tratamentos com os OEs e o controle negativo, e fluorescência do controle corresponde  

à média do controle positivo. 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Screening dos OEs de Croton grewioides Baill 

Um screening foi realizado a fim de selecionar os OEs com maior atividade 

antibacteriana (Figura 1), e observou-se que, os OEs dos 25 acessos de Croton grewioides 

apresentaram inibição do crescimento de XM acima dos 50%, que demonstra o potencial 

antibacteriano dessa espécie. Com exceção dos OEs dos acessos CGR-204 (66,30%), 

CGR-210 (65,22%), CGR-312 (63,48%), CGR-313 (57,27%) e CGR-323 (66,76%), os 

demais acessos inibiram mais de 80% do crescimento de XM in vitro. E, com a utilização 

dos OEs CGR-104, CGR-106, CGR-107, CGR-108, CGR-212, CGR-220, CGR-302, 

CGR-304, CGR-306, CGR-307, CGR-308 e CGR-311 a inibição do crescimento de XM 

in vitro foi de 100%. 

No presente estudo obteve-se um número alto de acessos com inibição para a XM, 

desta forma, para selecionar os acessos que foram utilizados nos estudos subsequentes, 

foi utilizada a caracterização química dos óleos essenciais como critério de seleção 

(Tabela 1).  

https://www.google.com/search?sca_esv=565654079&sxsrf=AM9HkKm_set4vjDlb_POSZOuf-3TSmfR4w:1694785260126&q=fluoresc%C3%AAncia+artigos&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjD0ZmL36yBAxWPDrkGHfU9AkgQBSgAegQIDhAB
https://www.google.com/search?sca_esv=565654079&sxsrf=AM9HkKm_set4vjDlb_POSZOuf-3TSmfR4w:1694785260126&q=fluoresc%C3%AAncia+artigos&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjD0ZmL36yBAxWPDrkGHfU9AkgQBSgAegQIDhAB
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No ensaio de screening realizado por Rodrigues (2023), os acessos CGR-107, 

CGR-108, apresentaram inibição para Xanthomonas campestris pv. campestris de 

86,52% e 85,15% respectivamente, enquanto no presente estudo foi obtido 100% de 

inibição para os mesmos acessos, demonstrando que os OEs de CGR são eficazes em 

ambas as bactérias do gênero Xanthomonas. 

Os OEs do grupo 5 (Tabela 1) demonstraram as menores inibições dentre os 

acessos selecionados, isto pode ser devido aos componentes marjoritários dos OEs. 

 

FIGURA 1: Screening da inibição bacteriana dos acessos de Croton grewioides Baill testados 

sob o fitopatógeno Xanthomonas. Campestris pv. melonis. 
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TABELA 1: Acessos e composição química dos óleos essenciais de Croton grewioides 

do banco ativo de germoplasma de plantas medicinais e aromáticas da Universidade 

Federal de Sergipe (RODRIGUES et al., 2023). 

Acesso  Grupo químico  Componentes majoritários 

CGR- 106  Grupo 4  Eugenol: 46,7% + Metil Chavicol: 38,38% 

CGR- 107  Grupo 4  Eugenol: 80,37% + (E) - cariofileno: 4,96% 

CGR- 108  Grupo 4  Eugenol: 80,38% + Biciclogermacleno: 4,97% 

CGR-125  Grupo 3  Eugenol: 43,99% + Metil eugenol: 40,94% 

CGR-204  Grupo 5  Metil Chavicol: 68,23% + Eugenol: 18,05% 

CGR-210  Grupo 3  Metil eugenol: 82,07% + Biciclogermacleno: 3,62% 

CGR-220  Grupo 4  Eugenol: 78,80% + Biciclogermacleno: 5,50% 

CGR-312  Grupo 5  Metil Chavicol 48,74% + Metil eugenol: 42,27% 

 

4.2 Concentração Inibitoria Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima 

(CBM) 

A determinação da concentração inibitória mínima de OE contra o fitopatógeno 

foi determinada para os acessos selecionados a partir do screening e da composição 

química. Valores menores para CIM significam que menor quantidade de OE é utilizada 

para inibir o crescimento bacteriano. Neste estudo foi observado que o óleo essencial dos 

acessos CGR - 106, CGR - 107 e CGR - 220 apresentaram CIM de 1000 μg.mL−1. Para 

os acessos CGR – 108, CGR – 125 e CGR – 210 a CIM foi de 2000 μg.mL−1. Já para os 

OEs dos acessos CGR – 204 e CGR – 312 a CIM foi de 2000 μg.mL−1. Para o sulfato de 

estreptomicina (controle positivo) a CIM foi de 125 µg/mL-1, pelo teste anterior, de 

screening, é possível notar essas diferenças, uma vez que os acessos CGR-204 e CGR-

312 inibiram 66,30%, 62,4% respectivamente com uma concentração de 2000 µg/mL-1. 

Já para o sulfato de estreptomicina (controle positivo) a CIM foi de 125 µg/mL-1. 

Em relação a concentração bactericida mínima (CBM) para todos os acessos foi 

superior a 4000 µg/mL-1, assim demonstraram que não foi observada atividade bactericida 

para as concentrações testadas, como demonstrado na Tabela 2. Já para o sulfato de 
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estreptomicina (controle positivo) foi possível determinar a concentração bactericida 

(1000 µg/mL-1), como demonstrado na tabela 2. 

Como abordado por Freire et al. (2014) diversos estudos mostram que os OEs 

apresentam efeito bactericida e bacteriostático contra variadas espécies de bactérias. E 

valores com concentração inibitória inferiores a 100 000 micrograma por mililitro [µg/ml] 

apresentam atividade antimicrobiana adequada. No presente estudo foram obtidas 

concentrações abaixo de 4000 µg/mL-1 (Menezes et al. 2009). 

TABELA 2: Concentração inibitória mínima (CIM) e bactericida mínima (CBM) dos 

óleos essenciais de Croton grewioides Baill. sobre o crescimento in vitro de Xanthomonas 

campestris pv. melonis. 

Tratamento CIM ± DP (µg/mL-1) CBM ± DP (µg/mL-1) 

CGR - 106 1000 ± 0,00 >4000 ± 0,00 

CGR - 107 1000 ± 0,00 >4000 ± 0,00 

CGR - 108 2000 ± 0,00 >4000 ± 0,00 

CGR - 125 2000 ± 0,00 >4000 ± 0,00 

CGR - 204 4000 ± 0,00 >4000 ± 0,00 

CGR - 210 2000 ± 0,00 >4000 ± 0,00 

CGR - 220 1000 ± 0,00 >4000 ± 0,00 

CGR - 312 4000 ± 0,00 >4000 ± 0,00 

Sulfato de Estreptomicina 125 ± 0,00 1000 ± 0,00 
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4.3 Biofilme bactériano  

 

No ensaio de biofilme (Figura 2) foi obtido que o Os OEs dos acessos CGR - 106, 

CGR – 107, CGR - 220, na concentração de 1x a CIM, inibiram a formação do biofilme 

em 63,2%, 82,3%, 74,8%, respectivamente. Para a concentração de ½ x da CIM a 

porcentagem de inibição foi de 57,5% (CGR – 106), 63,3% (CGR – 107), 62,1% (CGR 

– 220). Observou -se maior formação de biofilme quando XM foi tratada com o OE do 

acesso CGR – 106 na concentração de 1/4x da CIM, inibindo apenas 28,5%. Os OEs dos 

acessos CGR – 107 e CGR – 220, na concentração de 1/4x da CIM inibiram em 50,6% e 

50,5% a formação do biofilme. 

 Para os acessos que tiveram CIM de 2000 µg/mL-1, CGR-108; CGR-125; CGR-

210, a porcentagem de inibição com 1x CIM foi de 56,24%, 65,06%, 50,57% 

respectivamente. Para a concentração de ½ x da CIM a porcentagem de inibição 34,04%, 

52,08% e 60,50% respectivamente, e com ¼ x CIM foi de 27,50%,  34,93% e 55,26%. É 

possivel observar que o acesso 210 com ½ e ¼ x CIM teve maior inibição que 1x CIM, 

demonstrando que sub dosagens de CIM podem ser eficazes por apresentarem resultados 

parecidos com os de 1x de CIM.  

Para os acessos com 4000 µg/mL-1 de CIM, sendo eles CGR-204 e CGR- 312, é 

possível notar que o CGR-204 obteve valores próximos de 1x e ½ x CIM (68,61% e 

67,55%) também demonstrando eficácia na redução do biofilme apesar dos efeitos de 

mortalidade da bactéria não foram confirmados com as concentrações testadas (CBM), e 

que concentrações abaixo de 1x CIM também podem causar a ruptura da EPS causando 

redução no efeito de QS e diminuindo a capacidade de comunicação e patogenicidade da 

bactéria.  

O acesso CGR-312, com 1x de CIM, obteve 46,91 % de inibição, enquanto que 

com ¼ x da CIM, obteve 2,07% de inibição. Os valores mais próximos a zero observados 

para esse acesso, sujerem que o OE desse possui menor potencial bactericida, quando 

comparado aos demais acessos. Em geral os OEs CGR-107 (1x de CIM), e CGR-220 (1x 

de CIM) obtiveram melhores resultados (Figura 2), que apresentam como componente 

majoritário, o eugenol (Rodrigues, 2023). Em seu estudo, Rodrigues (2023) e Silva et al. 

(2019), concluíram que os acessos ricos nesse componente demonstraram eficácia na 

inibição bacteriana.  
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FIGURA 2: Inibição do biofilme de Xanthomonas campestris pv. melonis com os óleos 

essenciais dos acessos de Croton grewioides. 

4.4 Permeabilidade da Membrana Bacteriana 
 

Observou-se (Figura 3) que o o tratamento com o  controle positivo resultou 100% 

de permeabilidade da célula bacteriana. Este resultado também foi obtido para os acessos 

CGR- 106 e CGR-220 nas concentrações de 1x, ½ x e ¼ x da CIM., demonstrando que 

mesmo que a inibição do biofilme seja menor que a do OE CGR-107 a membrana 

bacteriana foi danificada, de modo que a bactéria não consegue se multiplicar como 

explicam Valeriano et al. (2012) e Ribeiro et al. (2012). 

O acesso CGR-108, obteve permeabilidade da membrana de 96,92%, 95,45% e 

97,24% com 1x ½ x e ¼ x CIM respectivamente, os acessos 107 com 1x (87,50%) ½ x 

(86,93%) e ¼ x (85,12%) de  CIM  e CGR-312 com 1x (92,71 %) ½ x (87,3%) e ¼ x 

(86,98%) de  CIM permearam a membrana com valores próximos a 100%. 

A porcentagem de permeabilidade celular de 1x, ½ x e ¼ x da CIM para o OE 

CGR – 210 foram de 44,8%, 44,5% e 43,2, respectivamente e para o OE CGR-125 foram 

de 49,21%, 46,58% e 41,31% para 1x, ½ x e ¼ x da CIM. Sendo os acessos com menor 

permeabilidade da membrana. 

A permeabilidade ocorre devido à presença de compostos terpênicos no OE, que 

possuem uma natureza lipídica que facilita o transporte das moleculas para o interior da 

célula bacteriana. Esse processo resulta na modificação da permeabilidade da membrana 

citoplasmática o que leva à perda da integridade e aumento da permeabilidade celular 

(RIBEIRO et al., 2012).  
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FIGURA 3: Permeabilidade celular do fitopatógeno Xanthomonas campestris pv. melonis 

após 30 minutos de exposição aos OEs de acessos de Croton grewioides. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

• Os acessos apresentaram eficácia na inibição do crescimento bacteriano, com 

destaque para os OEs dos acessos CGR-106, CGR-107 e CGR-220 que inibiram 

100% do crescimento com 1000 µg/mL-1. 

• A análise da CIM  demonstrou que os acessos CGR-106, CGR-107 e CGR-220 

necessitam de 1000 µg/mL-1 para inibir o crescimento bacteriano. 

• Com exceção do sulfato e da estreptomicina, para todos os OEs e concentrações 

estudadas, não foi possivel a determinação da CBM. 

• Os OEs CGR-107 e CGR-220, ricos em Eugenol, destacaram-se na inibição do 

biofilme bacteriano. 

• A permeabilidade da membrana bacteriana foi afetada pelos tratamentos com 

OEs, especialmente CGR-106 e CGR-220. 

• Os OEs de Croton grewioides apresentam potencial como agentes antibacterianos 

e antibiofilme sobre XM. 

Mais pesquisas são necessárias para entender melhor esses mecanismos e otimizar 

o uso desses OEs no controle de doenças bacterianas em plantas. 
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