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RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi avaliar a concentração inibi-
tória mínima e a atividade antioxidante dos diferentes extratos de P. ornatus 
obtidos por extrações sucessivas em aparelho extrator tipo Soxhlet, utilizando 
os solventes hexano, diclorometano e álcool etílico. O teste utilizado para 
a concentração inibitória mínima (CIM) foi o método de microdiluição em 
caldo. A metodologia da atividade antioxidante foi fundamentada na medida 
da extinção da absorção do radical 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH) em 
515 nm. Os resultados da CIM indicam que o aumento dessa atividade está 
relacionado com a diminuição da polaridade do extrato. O extrato de hexano 
apresentou CIM na faixa de 30 a 60 mg/mL e os extratos de diclorometano e 
álcool etílico mostraram inibição na faixa de 50 a 150 mg/mL e 100 a 200 mg/
mL, respectivamente. Em relação à atividade antioxidante, observou-se um 
aumento no percentual da atividade com o aumento da polaridade do extrato. 
Para os extratos de hexano e diclorometano, os valores de IC50 foram de 0,79 
e 0,39 mg/mL, respectivamente, já o extrato de álcool etílico apresentou o 
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maior valor de IC50 (0,17 mg/mL). Os extratos de P. ornatus apresentaram 
ação antioxidante e antimicrobiana com potencial promissor nas indústrias 
alimentícias e farmacêuticas.
Palavras-chave: P. ornatus. Concentração inibitória mínima. Atividade 
antioxidante.

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the minimum in-
hibitory concentration and the antioxidant activity of different extracts of P. 
ornatus obtained from successive extractions with Soxhlet type extraction 
apparatus, using the solvents hexane, dichloromethane and ethyl alcohol. 
The test used for the minimum inhibitory concentration (MIC) was the broth 
microdilution method. The antioxidant activity methodology was based on the 
extinction of the absorption of 2,2-diphenyl-1-picrilhydrazyl radical (DPPH) at 
515 nm. The results of MIC indicate that the increase in this activity is related 
to the decrease in the polarity of the extract. The extracts of dichloromethane 
and ethyl alcohol inhibited in the range of 50 to 150 mg/mL and 100 to 200 
mg/mL, respectively. In relation to the antioxidant activity an increase in the 
percentage of the activity with the increase of the polarity of the extract was 
observed. For extracts of hexane and dichloromethane the IC50 values were 
0.79 and 0.39 mg/mL, respectively, whereas the ethyl alcohol extract had 
the highest IC50 value, 0.17 mg/mL. The extracts of P. ornatus presented 
antioxidant and antimicrobial action with promising potential in the food and 
pharmaceutical industries.
Keywords: P. ornatus. Minimum inhibitory concentration. Antioxidant activity.

Introdução

As plantas são utilizadas pela humanidade 
desde a antiguidade como agentes terapêu-
ticos, por meio do avanço nos estudos e 
pesquisas para o isolamento de compostos 
bioativos e desenvolvimento de fármacos 
e cosméticos, cada vez mais as plantas pas-
saram a ser investigadas em todo o mundo. 

A alta biodiversidade de plantas confere 
ao Brasil uma grande vantagem competitiva, 
já que aproximadamente 22% do total de 
espécies vegetais do planeta são encontra-
das em solo brasileiro (SILVA et al., 2013). 
Diante desse cenário favorável, a busca por 

príncípios bioativos se faz necessária para 
acompanhar as tendências de mercado e 
atender a crescente demanda por produtos 
obtidos de fontes naturais.

A família Lamiaceae, originária de países 
do Mediterrâneo e do Oriente, é constituída 
por aproximadamente 200 gêneros, dentre es-
ses o gênero Plectranthus, com cerca de 350 
espécies conhecidas, distribuídas na África, 
Madagáscar, Índia, Austrália e algumas ilhas 
do Pacífico, algumas delas são utilizadas na 
medicina popular para tratar doenças de pele, 
respiratórias, digestivas e infecciosas (RIJO 
et al., 2014; SANTOS et al 2014). 

A espécie P. ornatus Codd. é uma erva 
aromática, conhecida no Brasil como "boldo-
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-gambá”, “boldo-miúdo”, “boldo-chinês” ou 
“boldo-rasteiro”, com sinônimo científico de 
Coleus comosus Hochst. Ex Güerke (MAU-
RO et al., 2008). P. ornatus é uma espécie 
perene, herbácea, ereta quando jovem e de-
cumbente após um ou dois anos. Suas folhas 
são simples, opostas, ovaladas de bordos 
denteados, pilosas, de sabor muito amargo, 
sendo mais espessas e suculentas quando 
frescas, além de aromáticas, com um odor 
nauseoso. As flores azuis são dispostas em 
inflorescências racemosas que se desenvol-
vem na parte terminal do ramo (MAURO et 
al 2008).

Esta planta é empregada na medicina 
popular para tratar problemas no fígado e de 
digestão (SANTOS et al., 2014), podendo 
ser aliada no tratamento para controle de 
gastrite, dispepsia, azia e mal-estar gástrico. 
Além disso, combate a insuficiência hepática, 
possuindo propriedades antipirética, diuréti-
ca, analgésica, antibiótica, adstringente, de-
purativa, anti-inflamatória, antiúlcera, entre 
outras (BRASILEIRO et al., 2006).

O surgimento de micro-organismos resis-
tentes aos agentes antimicrobianos comer-
ciais vem incentivando as pesquisas na busca 
por novas fontes antimicrobianas eficientes e 
naturais, sendo que uma das possíveis origens 
para esses compostos são as plantas medici-
nais presentes na natureza (ORTHOLAND; 
GANESAN, 2004; MENDES et al., 2011). 

Os antioxidantes são os agentes responsá-
veis por inibir os radicais livres, substâncias 
que possuem elétrons não pareados, gerados 
durante processos oxidativos, doando um 
átomo de hidrogênio. No entanto, quando há 
um desequilíbrio nesse sistema, os radicais 
livres não neutralizados podem provocar 
danos nas molécula do organismo, razão pela 
qual são associados a doenças degenerativas, 
cardíacas, oculares, disfunções cerebrais, 
comprometimento do sistema imune e enve-
lhecimento (MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 
2007; MELO et al., 2011). 

O mecanismo de defesa antioxidante 
divide-se em enzimático (superóxido dismu-
tase, catalase, peroxidases, glutationa peroxi-
dase e glutationa redutase) e nãoenzimático, 
composto por diversas móleculas, como 
α-tocoferol (vitamina E), β-caroteno, ascor-
bato (vitamina C) e os compostos fenólicos 
(flavonoides), que podem ter origem endóge-
na ou dietética, podendo ser encontrados em 
plantas medicinais (BARBOSA et al., 2010).

Diante do exposto, o objetivo do presen-
te trabalho foi a avaliação da concentração 
inibitória mínima e atividade antioxidante 
dos diferentes extratos de P. ornatus Codd 
obtidos por extrações sucessivas em aparelho 
extrator tipo Soxhlet utilizando os solventes 
hexano, diclorometano e álcool etílico.

Material e Métodos

Obtenção dos Extratos 
A coleta das folhas de boldo foi realizada 

na cidade de Erechim, Rio Grande do Sul no 
mês de Outubro de 2017, pelo período da 
manhã, sob as coordenadas de latitude Sul 
27°63’94 e de longitude Oeste 52°26’65. A 
exsicata foi identificada como Plectranthus 
ornatus Codd (Lamiaceae) e depositada no 
herbário Padre Balduino Rambo da URI Ere-
chim (HPBR) sob o número de tombo 12084.

A secagem do material vegetal foi reali-
zada em estufa com circulação de ar (Fanem 
320-SE) à temperatura, aproximada, de 
40  °C, até atingir peso constante, após as 
folhas secas foram trituradas manualmente.

Para a obtenção do extrato bruto utilizou-
-se o aparelho extrator tipo Soxhlet, onde 
pesou-se aproximadamente 11  g de amos-
tra em 150  ml de solvente (hexano; Vetec 
(99%), diclorometano; Dinâmica (99,5%) e 
álcool etílico; Merck (99,%). Para a troca de 
solvente utilizou-se o critério de limpidez do 
solvente extrator, que caracterizou a extração 
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total. As extrações foram sucessivas durante 
aproximadamente 8 h, sendo utilizada a mes-
ma amostra para a extração com os solventes 
de diferentes polaridades, começando com 
o solvente mais apolar (hexano) até o mais 
polar (álcool etílico).

Em seguida, os extratos brutos foram con-
centrados em evaporador rotativo (Marconi 
MA 120) a vácuo na temperatura de 40 ºC e 
armazenados a 4 °C até posterior utilização. 
Para obter a concentração de extrato dese-
jada, os extratos foram ressuspendidos em 
álcool etílico (100 mg/mL).

Determinação da Concentração 
Inibitória Mínima 

Para os testes de concentração inibitória 
mínima (CIM) dos extratos de P. ornatus fo-
ram selecionados quatro micro-organismos, 
duas bactérias Gram-positivas, Listeria mo-
nocytogenes (ATCC 7644) e Staphylococcus 
aureus (ATCC 25923) e duas bactérias Gram-
-negativas, Escherichia coli (ATCC 25922) 
e Salmonella choleraesius (ATCC 10708), 
obtidas da American Type Culture Collection. 
As cepas foram crescidas previamente em 
meio Luria Bertani (LB) (10 g/L de triptona, 
5 g/L de extrato de levedura e 5 g/L de NaCl) 
durante 24 h a 36±1 ºC em estufa bacterioló-
gica (J.PROLAB JP 101). Após esse período, 
a suspensão bacteriana correspodia a aproxi-
madamente 108 células/mL.

O teste consistiu em microdiluições 
seriadas com caldo LB em microplacas de 
ELISA até a obtenção das concentrações de 
200, 150, 120, 100, 75, 60, 50, 37,5, 30, 25, 
18,75 e 15 mg/mL. Em seguida inoculou-se 
10 μL de bactéria, efetuou-se a leitura (0 h) 
em leitor de microplaca ELISA (Bio Tek 
Instruments EL 800) e incubou-se a placa 
por 24 h a 36 ± 1 ºC em estufa bacteriológica. 
Após esse período realizou-se a leitura (24 h) 
da microplaca em leitor microplaca ELISA 
e averiguou-se a diferença da densidade da 

turbidez provocada pelo crescimento micro-
biano após 24 h. A CIM foi definida como a 
menor concentração do extrato em mg/mL, 
capaz de inibir o crescimento microbiano.

Determinação da Atividade 
Antioxidante dos Extratos

A metodologia da atividade antioxidante 
foi fundamentada na medida da extinção 
da absorção do radical 2,2-difenil-1-picril 
hidrazil (DPPH) em 515 nm (MIRANDA; 
FRAGA, 2006). A determinação da atividade 
antioxidante de P. ornatus foi realizada em 
triplicata, por método espectrofotométrico em 
espectrofotômetro UV-Visível (Pró-análise® 
UV-1600). A técnica constituiu a incubação 
por 30 minutos, de 500 µL de uma solução 
etanólica de DPPH 0,1 mM  com 500 µL de 
soluções contendo concentrações crescentes 
de extratos de P. ornatus em álcool etílico. 
A solução controle foi obtida substituindo-
-se 500 µL da amostra por 500 µL de álcool 
etílico. Para a solução denominada “branco” 
foi utilizada uma mistura extrato – álcool 
etílico sem DPPH. A atividade de captura de 
radicais pelos extratos será expressa como 
percentual de inibição de DPPH e calculada 
pela Equação (1):

AA%= 100-{[(Abs.amostra – Abs.branco)×100]÷Abs.controle}	  (1)

Após a avaliação da faixa de concentração 
ideal, calculou-se a concentração de extrato 
de P. ornatus necessária para capturar 50% 
do radical livre DPPH (IC50) por análise de 
regressão linear (CARBONARI, 2005).

Resultados e Discussão

Rendimento dos Extratos
O rendimento dos extratos de P. or-

natus foram de 12,0% (p/p), 3,8% (p/p) e 
1,8%  (p/p) para o solvente hexano, diclo-
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rometano e álcool etílico, respectivamente. 
Rijo et al. (2011) investigaram a extração 
de P. ornatus com seis solventes diferentes, 
hexano, diclorometano, acetato de etila, 
metanol, metanol-água (7:3 v/v). O extrato 
de hexano apresentou rendimento de 1,4%, 
o de diclorometano de 2,8% e o extrato de 
metanol-água com maior polaridade mostrou 
rendimento de 7,1%. 

A utilização de solventes com polaridade 
crescente auxilia na purificação parcial e na 
localização dos compostos bioativos do ex-
trato, facilitando o isolamento e purificação 
da substância de interesse (CHECHINEL FI-
LHO; YUNES, 1998; SIMÕES et al., 2004).

Concentração Inibitória Mínina
Os extratos de P. ornatus foram avaliados 

em relação à concentração inibitória mínima 
sobre quatro micro-organismos, os resultados 
para os extratos de hexano (EBH), dicloro-
metano (EBD) e álcool etílico (EBE) estão 
descritos na Tabela I.

A partir da Tabela I, observa-se que o 
extrato obtido com hexano apresentou uma 
maior inibição sobre as bactérias testadas, 
sendo necessária a concentração de 30 mg/
mL para inibir o crescimento de S. aureus e 
60 mg/mL para inibir o crescimento de E. 
coli, S.  choleraesuis e L. monocytogenes. 
A fração de diclorometano inibiu o cresci-

Tabela I - Avaliação da concentração inibitória mínima de extratos de P. ornatus extraídos por hexano (EBH), diclorometano 
(EBD) e álcool etílico (EBE)

Concentração Inibitória Mínima (mg/mL)

Gram-negativas Gram-positivas

Escherichia coli  
ATCC 25922

Salmonella choleraesuis 
ATCC 10708

Listeria monocytogenes 
ATCC 7644

Staphylococcus aureus 
ATCC 25923

EBH 60 60 60 30

EBD 100 100 150 50

EBE 100 200 200 100

*ATCC: American Type Culture Collection (USA).

mento de S. aureus a partir de 50 mg/mL, 
já os demais micro-organismos sofreram 
inibição em concentração igual ou maior que 
100 mg/mL. O extrato etanólico, com maior 
polaridade, passou a inibir o S. aureus e E. 
coli após 100 mg/mL, entretanto S. cholera-
esuis e L. monocytogenes foram inibidos na 
concentração de 200 mg/mL. 

Sendo assim, os melhores resultados ob-
tidos neste trabalho foram observados para 
a fração mais apolar do extrato (hexano). 
Isto corrobora com a investigação de Tadeg 
et al. (2005), que, ao avaliar a atividade an-
timicrobiana de frações em éter de petróleo, 
clorofórmio, acetona e metanol de Lippia 
adoensis e Olinia rochetiana constatou que 
essa atividade aumentou com a diminuição 
da polaridade dos solventes. Isto sugere que 
os compostos antimicrobianos dos extratos 
de P. ornatus localizam-se em concentrações 
mais elevadas nas frações apolares (GADÉA, 
2008). 

De modo geral, o micro-organismo que 
apresentou maior sensibilidade ao extrato de 
P. ornatus foi o S. aureus e o mais resistente 
foi L. monocytogenes. Os resultdos da CIM 
encontram-se na faixa de 30 a 200 mg/mL, 
portanto considera-se que os extratos de 
P.  ornatus apresentaram uma ação antimi-
crobiana fraca, de acordo com a classificação 
para a atividade antimicrobiana de produtos 
de origem vegetal estabelecida por Duarte et 
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al. (2005) baseados no trabalho de Aligiannis 
et al. (2001), em que a CIM até 0,5 mg/mL 
é considerada forte, de 0,6 e 1,5 mg/mL é 
moderada e acima de 1,6 mg/mL é fraca.

Contudo, apesar da CIM considerada fra-
ca, todas as bactérias testadas apresentaram 
inibição. Brasileiro et al. (2006) avaliaram 
a atividade antimicrobiana e toxicidade do 
extrato de maceração alcoólica (95%) de P. 
ornatus e de outras 31 espécies empregando 
o método de difusão em ágar, CIM, concen-
tração bactericida mímina (CBM) e o teste de 
letalidade de Artemia salina, observando que 
não houve inibição do crescimento das duas 
cepas testadas, S. aureus e E. coli, e em re-
lação a toxicidade o extrato de P. ornatus foi 
classificado como tóxico (LD50 31,93 ppm). 

Já Santos et al. (2014) avaliaram a CIM e 
a concentração microbicida mínima (CMM) 
do extrato alcoólico (70%) de P. ornatus por 
meio do teste de microdiluição em caldo uti-
lizando 15 micro-organismos, entre eles bac-
térias e fungos. Os resultados mostraram que 
o extrato inibiu o crescimento bacteriano de 
Bacillus cereus (ATCC 11778) e Enterococ-
cus faecalis (ATCC 29212) na concentração 
de 20,31 mg/mL, já Streptococcus pyogenes 
(NEWPROV 19615) foi inibido na concen-
tração de 325 mg/mL, para essas três cepas 

o CMM foi de 1300 mg/mL, assim como a 
CIM de Saccharomyces cerevisiae, as demais 
cepas investigadas não apresentaram valores 
de CIM e de CMM. 

Rijo et al. (2011) realizaram um scree-
ning com seis extratos de P. ornatus com 
diferentes polaridades, em que os extratos 
de acetona e metanol-água demonstraram 
atividade antimicrobiana contra bactérias 
Gram-positivas. 

A diferença dos achados de atividade 
antimicrobiana descritos na literatura sobre 
extratos de plantas pode estar relacionada 
com a quantidade de cada princípio ativo 
presente nos extratos, o uso de técnicas e 
procedimentos diferentes para extração, 
bem como a época do ano em que foi feita a 
colheita do material vegetal (FERNANDES 
et al., 2011).

Atividade Antioxidante
A Tabela II apresenta os resultados 

obtidos para a determinação da atividade 
antioxidante dos extratos de P. ornatus em 
diferentes concentrações. Observa-se que o 
percentual da atividade antioxidante aumenta 
com o aumento da concentração de extrato, 
para hexano e diclorometano os valores má-

Tabela II - Porcentagem da neutralização do DPPH pelos extratos de P. ornatus extraídos por diferentes solventes 

Concentração (mg/mL) AA (%) extrato hexano AA (%) extrato diclorometano AA (%) extrato etanol

0,005 NA NA 3,4

0,0075 NA NA 4,5

0,01 NA NA 5,9

0,025 0,8 13,0 12,8

0,05 2,7 22,8 21,6

0,075 3,7 27,0 22,2

0,1 8,0 31,6 40,2

0,25 11,9 46,1 66,4

0,5 33,1 62,4 NA

0,75 42,2 78,8 NA

1 67,5 92,9 NA

* NA: valor não apresentado.
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ximos foram 67,5% e 92,9% na concentração 
de 1,0 mg/mL, já para o álcool etílico o maior 
percentual de atividade antioxidante foi de 
66,4% na concentração de 0,25 mg/mL.

Após a identificação da faixa de con-
centração com aumento linear em relação à 
atividade antioxidante, traçou-se a equação 
da reta e determinou-se o IC50 dos extratos de 
P. ornatus, como mostra a Figura 1.

Figura 1 - Curva de calibração da atividade antioxidante do 
extrato de P. ornatus hexano (a), diclorometano (b) e álcool 
etílico (c)

A correlação entre a atividade antioxi-
dante (%) e a concentração de extrato de 
P. ornatus extraído por hexano (Figura 1a)  

(y = 64,827x – 1,0541) com R2 = 0,9844, 
forneceu um IC50 de 0,79  mg/mL. Para o 
extrato de P. ornatus extraído por diclorome-
tano (Figura 1b) (y = 76,55x + 20,507) com  
R2 = 0,9693, o valor de IC50 foi de 0,39 mg/
mL. Já o extrato etanólico de P. ornatus 
(Figura 1c) apresentou o menor valor de  
IC50 (0,17 mg/mL), com uma correlação entre 
a atividade antioxidante (%) e a concentração 
de extrato de y = 258,55x + 5,2258 com R2 
= 0,959. O valor de IC50 é definido como a 
capacidade do agente antioxidante de seques-
trar 50% dos radicais livres DPPH presentes 
na solução, portanto quanto menor o valor de 
IC50 maior a atividade antioxidante do extrato 
(ARBOS et al., 2013), assim sendo a fração 
etanólica apresentou a maior atividade antio-
xidante quando comparada com as demais 
frações. A atividade antioxidante do extrato 
etanólico foi cerca de 4,6x maior do que o 
hexano e 2,3x maior que o diclorometano.

Constatou-se que o uso de diferentes sol-
ventes influenciou no valor de IC50, segundo 
Pérez-Jiménez e Saura-Calixto (2006), o tipo 
e a polaridade do solvente afetam a transfe-
rência de elétrons e de átomos de hidrogênio, 
consequentemente, influenciando no poten-
cial antioxidante. Além disso, a presença de 
compostos não antioxidantes nas soluções 
testadas também pode afetar o resultado final.

Falé et al. (2009), avaliando a atividade 
antioxidante de algumas espécies de Plec-
tranthus, encontraram para P. barbatus o 
valor de IC50 de 0,0104 e 0,0458  mg/mL 
para extrato obtido por infusão e decocção, 
respectivamente. Kapewangolo et al. (2013) 
obtiveram um valor semelhante para a ati-
vidade antioxidante do extrato alcoólico de 
folhas de P. barbatus (falso boldo), em que 
o valor de IC50 foi de 0,0158 mg/ml. 

De Morais et al. (2009) investigaram a 
atividade antioxidante de chás de diversas 
espécies, encontraram um IC50 de 2,04 mg/
mL para Peumus boldus Mold (boldo-do-
-chile), 0,14  mg/mL para chá-verde (Ca-
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melia sinensis (não fermentada)), 0,37 mg/
mL para canela (Cinnamonum zeylanicum), 
0,46 mg/mL para cravo (Eugenia aromatica), 
0,76  mg/mL para louro (Laurus nobilis) e 
0,96  mg/mL chá-preto (Camelia sinensis 
(fermentada)).

Considerações Finais

A partir dos resultados obtidos, observou-
-se que a separação das frações de P. ornatus 
de acordo com a polaridade dos solventes 
extratores possibilitou a identificação da 
parcela com maior atividade antioxidante e 
com maior potencial antibacteriano.

A avaliação da concentração inibitória 
mínima apontou a tendência de aumento da 

inibição do crescimento microbiano com 
a diminuição da polaridade do extrato. A 
fração de hexano inibiu o crescimento dos 
micro-organismos na faixa de 30 a 60 mg/
mL. Já diclorometano e álcool etílico ini-
biram na faixa de 50 a 150 mg/mL e 100 a 
200 mg/mL, respectivamente. 

Em relação à atividade antioxidante, 
observou-se que o aumento da polaridade 
propicia o aumento do valor de IC50, dessa 
maneira, o extrato etanólico de P. orna-
tus apresentou o melhor resultado, com  
IC50 de 0,17  mg/mL na concentração de 
0,25 mg/mL. 

Os resultados mostram um grande 
potencial de aplicação dos extratos de P. 
ornatus para as indústrias de alimentos e 
farmacêutica.
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