
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

CENTRO DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS 

DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIA E TECNOLOGIA DE 

ALIMENTOS 

 

 

 

 

MARIA JAIANA GOMES FERREIRA 

 

POTENCIAL ANTIBACTERIANO E ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS 

AQUOSOS DAS FOLHAS DA AROEIRA-DO-SERTÃO (Myracrodruon urundeuva 

Allemão) E SUA APLICAÇÃO COMO CONSERVANTE NATURAL EM QUEIJO 

FRESCAL ULTRAFILTRADO 

 

 

 

 

 

 

FORTALEZA 

 2021 



MARIA JAIANA GOMES FERREIRA 

 

 

POTENCIAL ANTIBACTERIANO E ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS AQUOSOS 

DAS FOLHAS DA AROEIRA-DO-SERTÃO (Myracrodruon urundeuva Allemão) E SUA 

APLICAÇÃO COMO CONSERVANTE NATURAL EM QUEIJO FRESCAL 

ULTRAFILTRADO 

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Ciência e Tecnologia de 

Alimentos da Universidade Federal do Ceará, 

como requisito parcial à obtenção do título de 

Doutora em Ciência e Tecnologia de 

Alimentos. Área de concentração: Ciência e 

Tecnologia de Alimentos. 

   

Orientadora: Profª. Drª Evânia Altina Teixeira 

de Figueiredo.  

Coorientadora: Profª. Drª Larissa Morais 

Ribeiro da Silva.  

 

 

 

 

FORTALEZA 

2021 

 

 



 

 

 



MARIA JAIANA GOMES FERREIRA 

POTENCIAL ANTIBACTERIANO E ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS AQUOSOS 

DAS FOLHAS DA AROEIRA-DO-SERTÃO (Myracrodruon urundeuva Allemão) E SUA 

APLICAÇÃO COMO CONSERVANTE NATURAL EM QUEIJO FRESCAL 

ULTRAFILTRADO 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Ciência e Tecnologia de 

Alimentos da Universidade Federal do Ceará, 

como requisito parcial à obtenção do título de 

Doutora em Ciência e Tecnologia de 

Alimentos. Área de concentração: Ciência e 

Tecnologia de Alimentos. 

 

Aprovada em: 07/07/2021. 

BANCA EXAMINADORA 

 

___________________________________________________ 

Profª. Drª. Evânia Altina Teixeira de Figueiredo (Orientadora) 

Universidade Federal do Ceará (UFC) 

 

__________________________________________________ 

Profª. Drª. Larissa Morais Ribeiro da Silva (Coorientadora) 

Universidade Federal do Ceará (UFC) 

 

__________________________________________________ 

Drª. Celli Rodrigues Muniz 

Embrapa Agroindústria Tropical 

 
_______________________________________________________ 

Profª. Drª. Joelia Marques de Carvalho  

Instituto Federal do Ceará (IFCE) 

 

__________________________________________________ 

Profª. Drª. Luciana de Siqueira Oliveira 

Universidade Federal do Ceará (UFC) 

 

__________________________________________________ 

             Prof. Dr. Francisco Ernani Alves Magalhães 

             Universidade Estadual do Ceará (UECE) 

 

__________________________________________________ 

          Prof. Dr. Paulo Henrique Machado de Sousa 

           Universidade Federal do Ceará (UFC) 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aos meus pais, Francisco e Socorro pela 

educação e por sempre estarem ao meu lado 

apoiando nas minhas decisões, pelos 

ensinamento de valores e princípios éticos, 

resultando em quem sou e tendo todos os 

méritos por qualquer conquista minha. 

Sonhamos juntos, conquistamos juntos! 

 



AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço a Deus pelo dom da vida, por iluminar sempre meu caminho e me ajudar 

a tomar as decisões corretas, pela oportunidade de aprendizagem, pela força e persistência a 

mim concedida. 

À Universidade Federal do Ceará e ao Programa de Pós-graduação em Ciência e 

Tecnologia de Alimentos (PPGCTA) pelo curso oferecido, toda estrutura disponibilizada e 

oportunidade de crescimento profissional. 

À minha orientadora, Evânia Altina Teixeira de Figueiredo, por ter continuado me 

orientando nessa caminhada que vem desde o mestrado. Muito obrigada por toda estrutura 

laboratorial, todos os ensinamentos, pela confiança e por acreditar que eu era capaz de 

desenvolver a pesquisa.  

À minha coorientadora, Larissa Morais Ribeira da Silva, por sempre estar presente 

em todos os momentos me incentivando e apoiando, pela parceria e amizade contruída nesse 

período.  

A todos os professores do PPGCTA que contribuíram para o meu crescimento 

profissional com seus ensinamentos.  

A caminhada não estaria completa sem as amigas, Elayne Cardoso de Vasconcelos 

e Flayanna Gouveia Braga Dias, obrigada pela amizade e por dividirem comigo as alegrias e 

angústias.  

À Embrapa Agroindústria Tropical, representada pela Celli Rodrigues Muniz, 

obrigada pelos conhecimentos que dividiu comigo, pelas belas imagens de microscopia e pelas 

boas conversas. 

À Sabrina Matias dos Santos e Nayara Coriolano de Aquino por cederem às 

amostras e compartilharem conhecimentos. 

À minha família, Francisco, Socorro, Márcio e Michel, pela nossa união e por 

dividirem sempre todos os momentos. Obrigada pelo companheirismo e por acreditar na minha 

capacidade. Amo muito vocês! 

Ao meu esposo, Adehilton, por sempre me apoiar, por me dar força pra seguir em 

frente mesmo diante das dificuldades, por torcer e festejar a cada vitória. 

Enfim, a todos que de uma forma ou de outra me ajudaram e/ou torceram pelo meu 

sucesso. Obrigada! 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Que os vossos esforços desafiem as 

impossibilidades, lembrai-vos de que as 

grandes coisas do homem foram conquistadas 

do que parecia impossível.” 

                                               Charles Chaplin 



RESUMO 

Myracrodruon urundeuva Allemão, popularmente conhecida como “aroeira-do-sertão, é uma 

planta medicinal que apresenta em sua constituição diversas substâncias com propriedades 

bioativas apresentando, desta forma, potencial para aplicação na indústria de alimentos. Nesse 

contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial antibacteriano e antioxidante de extratos 

aquosos das folhas da aroeira-do-sertão (Myracrodruon urundeuva Allemão) e sua aplicação 

como conservante natural em queijo frescal ultrafiltrado. Os extratos foram obtidos das folhas 

secas e frescas cultivadas de Myracrodruon urundeuva e quatro diferentes métodos de extração 

(decocção, infusão, maceração e turbolização). Foi realizada a identificação dos compostos 

bioativos e quantificação de antioxidantes, compostos fenólicos, taninos e flavonóides dos 

extratos e testada a atividade antibacteriana sobre Gram-positivas (Listeria monocytogenes e 

Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e 

Pseudomonas aeruginosa) avaliando os danos celulares ocasionados pela presença dos extratos. 

Averigou-se a toxicidade e bioacessibilidade in vitro obtendo o percentual de compostos 

bioativos após digestão gastrointestinal. Para os testes de aplicação foi utilizado o queijo frescal 

ultrafiltrado com teor normal de gordura e light, o extrato obtido por maceração e 

Staphylococcus aureus. O extrato aquoso obtido por decocção das folhas de aroeira-do-sertão 

apresentou-se efetivo contra todos os microrganismos testados. A atividade antimicrobiana foi 

verificada para S. aureus e L. monocytogenes (0,2 e 0,8 mg/mL respectivamente) e para S. 

Enteretidis, P. aeruginosa e E. coli (6, 10 e 16 mg/mL respectivamente). Foram isolados vinte 

e quatro compostos secundários distribuídos em seis frações. As frações apresentaram atividade 

antimicrobiana sobre as bactérias Gram-positivas em baixas concentrações (0,011 e 0,095 

mg/mL) e duas frações apresentaram atividade sobre bactérias Gram-negativas em 

concentrações mais elevadas (2,4 e 33 mg/mL). A análise de Ressonância Magnética Nuclear 

identificou a presença de galotaninos, ácido gálico, flavonóides, derivado da prolina (N-Metil-

trans-4-hidroxi-L-prolina) e ácido quínico. Os extratos aquosos das folhas secas obtidos por 

decocção e maceração apresentaram os melhores rendimentos, potencial antioxidante e 

antimicrobiano. Os danos estruturais bacterianos causados pelos extratos foram rugosidade, 

perda de parede celular, extravasamento celular e mudança para L- forma. A análise de  UPLC-

QTOF-MSE dos extratos das folhas secas obtidos por maceração e decocção identificou treze 

compostos, predominando os flavonóides, taninos, ácido gálico e ácido quínico. Após a 

digestão gastrointestinal simulada observou-se a presença significativa de compostos bioativos 

apresentando potencial antioxidante, demonstrando que estes compostos podem estar acessíveis 



para as células do trato gastrointestinal e exercer seus benefícios à saúde no organismo. O 

extrato aquoso das folhas obtido por maceração mostrou-se seguro para aplicação no queijo não 

apresentando toxicidade nas concentrações utilizadas nos experimentos. A bioacessibilidade de 

compostos bioativos no queijo adicionado do extrato foi quantificada nos tempos inicial e final. 

O extrato apresentou potencial para uso como antibacteriano sobre S. aureus em queijo frescal 

ultrafiltrado com teor normal de gordura e light, obtendo mais eficiência no queijo light. Através 

das microscopias foi possível verificar a presença do S. aureus inoculada no queijo e atuação 

do extrato sobre a membrana plasmática. A presença de compostos bioativos do extrato 

adicionado ao queijo frescal ultrafiltrado promoveram ação antimicrobiana e antioxidante 

durante o armazenamento.  

Palavras-chave: compostos bioativos; micrografia; simulação gastrointestinal; toxicidade; 

matriz alimentar. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Myracrodruon urundeuva Allemão, popularly known as “aroeira-do-sertão”, is a medicinal 

plant that presents in its constitution several substances with bioactive properties, thus, potential 

for application in the food industry. In this context, the objective of this work was to evaluate 

the antibacterial and antioxidant potential of aqueous extracts of the leaves of aroeira-do-sertão 

(Myracrodruon urundeuva Allemão) and its application as a natural preservative in ultrafiltered 

fresh cheese. The extracts were obtained from fresh and dry cultivated Myracrodruon 

urundeuva leaves and four different extraction methods (decoction, infusion, maceration and 

turbolization). The identification of bioactive compounds and quantification of antioxidants, 

phenolic compounds, tannins and flavonoids in the extracts was performed and the antibacterial 

activity was tested on Gram-positive (Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus) and 

Gram-negative (Salmonella Enteritidis, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa) 

evaluating the cell damage caused by the presence of extracts. In vitro toxicity and 

bioaccessibility were investigated by obtaining the percentage of bioactive compounds after 

gastrointestinal digestion. For the application tests, ultrafiltered fresh cheese with normal fat 

and light content, the extract obtained by maceration and Sthaphylococcus aureus was used. 

The aqueous extract obtained by decoction of aroeira-do-sertão leaves was effective against all 

tested microrganisms. The antimicrobial activity was verified for S. aureus and L. 

monocytogenes (0.2 and 0.8 mg/mL respectively) and for S. Enteritidis, P. aeruginosa and E. 

coli (6, 10 and 16 mg/mL respectively). Twenty-four secondary compounds distributed in six 

fractions were isolated. The fractions showed antimicrobial activity against Gram-positive 

bacteria at low concentrations (0.011 and 0.095 mg/mL) and two fractions showed activity 

against Gram-negative bacteria at higher concentrations (2.4 and 33 mg/mL). The Nuclear 

Magnetic Resonance analysis identified the presence of galotannis, gallic acid, flavonoids, 

proline derivative (N-Methyl-trans-4-hydroxy-L-proline) and quinic acid. The aqueous extracts 

of dry leaves obtained by decoction and maceration showed the best yields, antioxidant and 

antimicrobial potential. The bacterial structural damages caused by the extracts were roughness, 

cell wall loss, cell extravasation and change to L-shape. The UPLC-QTOF-MSE analysis of dry 

leaf extracts obtained by maceration and decoction identified thirteen compounds, 

predominantly flavonoids, tannins, gallic acid and quinic acid. After simulated gastrointestinal 

digestion, the significant presence of bioactive compounds with antioxidant potential was 

observed, demonstrating that these compounds can be accessible to the cells of the 

gastrointestinal tract and exert their health benefits in the body. The aqueous extract of the 



leaves obtained by maceration proved to be safe for application in cheese, not showing toxicity 

at the concentrations used in the experiments. The bioaccessibility of bioactive compounds in 

cheese added with the extract was quantified in the initial and final times. The extract showed 

potencial for use as an antibacterial against S. aureus in ultrafiltered fresh cheese with normal 

fat and light content, obtaining more efficiency in light cheese. Through microscopy it was 

possible to verify the presence of S. aureus inoculated in the cheese and the action of the extract 

on the plasma membrane. The presence of bioactive compounds from the extract added to 

ultrafiltered fresh cheese promoted antimicrobial and antioxidant action during storage. 

 

Keywords: bioactive compounds; micrography; gastrointestinal simulation; toxicity; food 

matrix. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O uso de plantas com finalidade terapêutica, conhecido como fitoterapia, é uma 

tradição preservada por diversas pessoas e serve como base inicial para estudos que buscam 

ações farmacológicas (CARNEIRO et al., 2014). A eficácia dos produtos naturais vem sendo 

elucidado pela comunidade científica (SALESSE et al., 2018) resultando em possíveis 

aplicações industriais. 

Os antimicrobianos são compostos sintéticos ou naturais que tem como finalidade 

inibir ou destruir microrganismos, atuando diretamente sobre estes (DAVID, STEENSON e 

DAVIDSON, 2013). Há uma crescente preocupação dos consumidores com relação a produtos 

sintéticos e a propagação de microrganismos multirresistentes (SHAIKH et al., 2015), o que 

explica a popularidade dos antimicrobianos naturais.  

Entre as plantas de uso popular, Myracrodruon urundeuva Allemão, popularmente 

conhecida como “aroeira-do-sertão”, pertencente à família Anacardiaceae, destaca-se por seu 

amplo uso popular como anti-inflamatório, cicatrizante, antialérgico e para o tratamento de 

infecções da pele e mucosas (SÁ, 2008; NAPOLEÃO et al., 2012). 

Devido ao metabolismo secundário, os vegetais superiores são capazes de produzir 

metabólitos especiais tais como, terpenóides, alcalóides, compostos fenólicos (quinonas, 

taninos e flavonóides), carotenóides e saponinas, sendo utilizados como mecanismo de defesa 

contra microrganismos, ativando ou bloqueando reações enzimáticas, e alterando estruturas de 

membranas dos mesmos (SILVA e FERNANDES JÚNIOR, 2010; MIRANDA et al., 2016).  

A aroeira-do-sertão vem se destacando quanto ao seu potencial antimicrobiano e 

antioxidante. Possuem em sua constituição diversos metabólitos especiais, dentre eles, 

esteróides, fenóis simples, flavonas, flavonóide, flavonóis, flavanonas, flavanonóis, saponinas, 

taninos e xantonas (PINHO et al., 2012). Alguns compostos fenólicos são vistos como 

antimicrobianos (MUKNE et al., 2011) e antioxidantes (LACHMAN et al., 2010) sendo 

considerados interessantes para a indústria de conservantes alimentícios. 

Galo et al. (2018), define conservantes naturais como substâncias intencionalmente 

adicionadas aos alimentos capazes de conferir alguma características ou melhorar outras, como 

as propriedade de armazenamento. Sendo moléculas de origem natural que apresentam 

atividade biológica na conservação alimentar, tem função antioxidante, se enquadrando na 

conservação alimentar pela adição de aditivos. 

A crescente procura pelos alimentos funcionais e os efeitos benéficos associados ao 

seu consumo tem estimulado o aumento de pesquisas sobre seu potencial bioativo (HELAL e 
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TAGLIAZUCCHI, 2018; HIDALGO et al., 2018). Nessas pesquisas são realizadas análises 

quantitativas e das atividades biológicas dos compostos bioativos, mas a maioria não considera 

as alterações físico-químicas que ocorrem durante o processo de digestão pelo organismo 

(CELEP et al., 2017). O modelo de digestão in vitro, simulando a digestão humana tem 

apresentado resultados confiáveis da biacessibilidade de compostos bioativos e da capacidade 

antioxidante total em produtos vegetais (RODRÍGUEZ-ROQUE et al., 2013). 

Os testes de toxicidade são de importância para a avaliação dos efeitos causados 

por produtos químicos (SCHOLZ et al., 2013), a Artemia salina L. (microcrustácio) e o 

zebrafish (Danio rerio) adulto (teleósteo) são utilizados na avaliação de toxicidade 

(BRAUNBECK et al., 2015; LACERDA et al., 2011). O método utilizando a Artemia salina L. 

é proposto como um bioensaio relativamente simples para avaliar atividades farmacológicas e 

toxicológicas de produtos naturais (ARAÚJO et al., 2010). O zebrafish adulto (Danio rerio) foi 

estabelecido em 2013, pela OCDE (Organização para a Cooperação e Desenvolvimento 

Econômico), como modelo para avaliação de testes de toxicidade agudos e crônicos (OECD, 

2013).  

Os produtos naturais oriundos de plantas como os extratos aquosos e orgânicos e 

óleos essenciais, podem estender a vida útil de produtos alimentícios como o queijo, reduzindo 

ou eliminando a sobrevivência de bactérias patogênicas e melhorando a qualidade geral através 

da inibição de ranço oxidativo (BANDYOPADHYAY, CHAKRABORTY e 

RAYCHAUDHURI, 2008). 

Neste contexto, pesquisas direcionadas a testar o potencial bioativo de extratos de 

plantas são essenciais para descobrir novas substâncias com ação antimicrobiana e antioxidante, 

com o proposito dessas substâncias serem aplicada na indústria de alimentos. 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o potencial antibacteriano e antioxidante de extratos aquosos das folha de 

aroeira-do-sertão (Myracrodruon urundeuva) e sua aplicação como conservante natural em 

queijo frescal ultrafiltrado. 
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2.2 Objetivos específicos 

 

a) Realizar a coleta e herborização do material vegetal; 

b) Obter os extratos aquosos das folhas frescas e secas da aroeira-do-sertão; 

c) Obter a granulometria e o rendimento dos extratos; 

d) Avaliar a atividade antimicrobiana das frações e dos extratos aquosos das folhas 

secas e frescas da aroeira-do-sertão; 

e) Determinar a atividade antioxidante e o teor de compostos fenólicos totais, 

taninos e flavonóides dos extratos aquosos das folhas secas e frescas da aroeira-do-sertão;  

f) Identificar compostos bioativos nos extratos aquosos das folhas secas e frescas 

da aroeira-do-sertão; 

g) Avaliar a toxicidade aguda dos extratos aquosos das folhas da aroeira-do-sertão; 

h) Verificar o mecanismo de ação antimicrobiana dos extratos aquosos das folhas 

secas da aroeira-do-sertão; 

i) Avaliar a bioacessibilidade in vitro dos compostos bioativos dos extratos 

aquosos da folhas secas da aroeira-do-sertão; 

j) Verificar a ação do extrato aquoso das folhas secas da aroeira-do-sertão aplicado 

no queijo frescal ultrafiltrado com teor normal de gordura e light;  

k)  Avaliar o mecanismo de ação antimicrobiana do extrato aquoso das folhas secas 

da aroeira-do-sertão sob queijo frescal ultrafiltrado contaminado com S. aureus; 

l) Avaliar o potencial antioxidante, teor de compostos fenólicos, taninos, 

flavonóides e bioacessibilidade in vitro nas amostras de queijo frescal ultrafiltrado com teor 

normal de gordura contendo o extrato aquoso das folhas secas da aroeira-do-sertão.  

 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 A espécie Myracrodruon urundeuva Allemão 

 

Myracrodruon urundeuva Allemão é conhecida popularmente como “aroeira-

preta”, “aroeira-do-sertão” ou “urundeuva”, sendo uma espécie da família Anacardiaceae, de 

distribuição natural limitada à América do Sul, nativa no Brasil e mais amplamente distribuída 

nas regiões nordeste, sudeste e centro-oeste, ocorrendo também na região da Bolívia, Paraguai 

e Argentina (DORNELES et al., 2005).  A árvore é caducifólia, atinge de 5 a 20 m de altura e 

30 a 60 cm de diâmetro a altura do peito (DAP, 1.30 m do solo) (CARVALHO, 2003). 



22 
 

Geralmente, a espécie floresce entre julho e setembro, e a maturação dos frutos ocorre de 

setembro a outubro (LORENZI, 1992). No Brasil, país de origem da planta, devido à sua 

exploração, aroeira-do-sertão foi incluído na lista oficial de espécies ameaçadas de extinção 

(GUEDES et al., 2011). 

A aroeira-do-sertão possui folhas alternas, com cinco a sete pares de folíolos, 

ovalado-obtusos, pubescentes em ambas as faces (Figura 1). Suas flores são purpúreas com 

pêlos e suas sementes estão contidas dentro de frutos drupáceos, pequeninos, globoso-ovais 

com exocarpo fortemente lignificado e envoltório membranáceo liso. A germinação ocorre em 

aproximadamente dois dias (QUEIROZ et al., 2002; SILVA, RODRIGUES e AGUIAR, 2002; 

GUERRA, 2008). 

 
Figura 1. Folhas frescas (a) e folhas secas (b) de aroeira-do-sertão 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

Seu potencial farmacológico e uso popular surgem como uma alternativa 

terapêutica. Atribuído, sobretudo a folhas e cascas do caule, as propriedades medicinais da 

aroeira-do-sertão se aplicam ao tratamento das afecções urinárias, respiratórias, ação anti-

inflamatória e cicatrizante (ANDRADE et al., 2000). A utilização da aroeira-do-sertão abrange 

diversas possibilidades, possuindo inclusive propriedades antivirais e, em certa medida, 

validando assim os seus usos tradicionais na medicina popular (CECÍLIO et al., 2012). O chá 

de folhas tem sido associado com o tratamento de cefaleias, infecções orais e distúrbios 

gastrointestinais. Dependendo da combinação usada (chá e infusões), a planta é usada para o 

tratamento de febre, gripe, feridas, diarréia e gastrite, também sendo indicada para reumatismo 

(CARTAXO et al., 2010). 

 

3.2 Métodos de extração 

 

a b 
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3.2.1 Maceração 

 

A maceração é o método escolhido quando os princípios ativos podem sofrer 

alteração pelo calor ou pelo ar e são solúveis a temperatura ambiente, em um solvente que não 

deve ser volátil (MARTÍNEZ e CUÉLLAR, 2001). 

É a operação na qual a extração da matéria prima vegetal é realizada em recipiente 

fechado, em temperatura ambiente, durante um período prolongado (horas ou dias), sob 

agitação ocasional e sem renovação do líquido extrator (processo estático). Pela sua natureza, 

não conduz ao esgotamento da matéria prima vegetal, seja devido à saturação do líquido 

extrator ou ao estabelecimento de um equilíbrio difusional entre o meio extrator e o interior da 

célula. Este processo fica restrito quando se trabalha com substâncias ativas pouco solúveis, 

plantas com elevado índice de intumescimento e possíveis proliferações microbianas. Apesar 

dos inconvenientes apresentados, ainda é uma das técnicas extrativas mais usuais devido à 

simplicidade e custos reduzidos (SCHMIDT, 2005). 

 

3.2.2 Turbolização 

 

Nessa técnica, a extração ocorre concomitantemente com a redução do tamanho da 

partícula, resultado da aplicação de elevadas forças de cisalhamento em rotações de 2000 a 

5000 rpm. A redução drástica do tamanho de partícula e o consequente rompimento das células 

favorece a rápida dissolução das substâncias, resultando em tempos de extração da ordem de 

minutos e o quase esgotamento da droga (SIMÕES et al., 2010). 

 

3.2.3 Infusão 

 

A extração ocorre pela permanência, por aproximadamente 30 minutos, do material 

vegetal em água fervente, num recipiente tapado. A infusão é aplicável a partes vegetais moles, 

as quais devem ser contundidas, cortadas ou pulverizadas, a fim de que possam ser mais 

facilmente penetradas e extraídas pela água (SIMÕES et al., 2010).  

 

3.2.4 Decocção  
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A decocção consiste em manter o material vegetal em contato, por 

aproximadamente 15 minutos, com um solvente (normalmente água) em ebulição. É uma 

técnica de emprego restrito, pois muitas substâncias ativas são alteradas por um aquecimento 

prolongado e costuma-se empregá-la com materiais vegetais duros e de natureza lenhosa 

(SIMÕES et al., 2010; PANDEY e TRIPATHI, 2014). 

 

3.3 Atividade antimicrobiana 

 

O estudo da atividade antimicrobiana, geralmente é baseado em microrganismos de 

importância epidemiológica, tais como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria 

monocytogenes, Salmonella Enteritidis e Pseudomonas aeruginosa, responsáveis por diferentes 

processos etiológicos tanto em pacientes imunocompetentes quanto em pacientes 

imunocomprometidos (ANTUNES et al., 2006; CATÃO et al., 2010). 

Os compostos advindos das plantas medicinais capazes de inibir o crescimento de 

patógenos ou matá-los, além de apresentar toxicidade mínima para as células hospedeiras são 

consideradas candidatas para o desenvolvimento de novos antimicrobianos não somente pela 

atividade individual de um determinado composto bioativo, mas pela possibilidade de 

associados a outros produtos produzirem tal efeito (ASKARI et al., 2012). Estes compostos são 

metabólitos secundários, grupo diversificado de moléculas que possuem atividades biológicas 

envolvidas nos mecanismos de adaptação da planta a seu meio (DASH et al., 2011; PEREIRA 

e CARDOSO, 2012). 

Os principais grupos de compostos extraídos das plantas com atividade 

antimicrobiana incluem os terpenóides, alcalóides, lectinas, polipeptídeos, substâncias 

fenólicas e polifenóis (fenóis simples, ácidos fenólicos, quinonas, flavonas, flavonóis e 

flavonóides), taninos e cumarinas (PINTO, 2008).  

Ao longo dos anos, alguns estudos in vitro demonstraram que o extratos de aroeira-

do-sertão apresentaram potencial antimicrobino frente a bactérias e fungos. Essa atividade 

antimicrobiana é atribuída aos biocompostos presentes nos derivados da planta, como uma 

lectina purificada extraída do caule, que apresentou atividade contra Staphylococcus aureus, 

Bacillus subtilis, Corynebacterium callunae, Streptococcus faecalis, Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Fusarium decemcellulare, Fusarium 

oxysporum e Fusarium fusarioides (SÁ et al., 2009). 
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Extrato hidroalcoólico e aquoso das folhas de aroeira-do-sertão coletadas em 

Selviria no estado do Mato Grosso do Sul, também mostraram atividade antifúngica contra 

Colletotrichum gloeosporioides e Corynespora cassiicola, reduzindo em até 100% o 

crescimento fúngico (NARUZAWA e PAPA, 2011). Alves et al. (2009) também observaram 

que o extrato hidroalcoólico tem atividade antifúngica contra cepas de Candida albicans, 

Candida tropicalis e Candida krusei. 

Além de agir sozinho, o extrato de aroeira-do-sertão é capaz de atuar em associação 

com antimicrobianos, como eritromicina, clindamicina, gentamicina e amicacina, 

potencializando sua ação (FIGUEREDO et al., 2014; JANDÚ et al., 2013). 

Além da forma livre (planctônica), microrganismos podem ser encontrados 

associados em biofilmes. Biofilmes de bactérias e/ou fungos apresentam alta resistência a 

antimicrobianos e desinfetantes, causando infecções que persistem mesmo com tratamento 

adequado. Isso se deve a vários fatores presentes no biofilme que podem aumentar a resistência 

das células a antimicrobianos em até 1000 vezes (VAN et al., 2014). 

Alguns estudos relatam que extratos de aroeira-do-sertão apresentam efeitos contra 

biofilmes microbianos, como aqueles formados por Lactobacillus casei, Streptococcus sanguis, 

Streptococcus sobrinus, Streptococcus imitis, Streptococcus mutans (ALVES et al., 2009), 

Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum, in vitro (JÚNIOR et al., 2011) e in vivo 

(MENEZES et al., 2010). 

 

3.4 Atividade antioxidante 

 

O termo antioxidante pode ser definido como uma classe heterogênea de moléculas 

naturais, que presentes em baixas concentrações, são geralmente usados para inibir, prevenir ou 

retardar a deterioração pela oxidação (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).  

Há um crescente interesse de pesquisadores na identificação de substâncias 

antioxidantes, principalmente a partir de produtos naturais oriundos de plantas. Assim, uma das 

técnicas atualmente utilizadas para detectar a capacidade antioxidante de compostos é o método 

baseado na eliminação do radical livre estável 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH•). O radical 

DPPH• é bastante conhecido e apresenta muitas vantagens, tais como uma boa estabilidade na 

ausência da luz, aplicabilidade, simplicidade e viabilidade (DENG, CHENG e YANG, 2011; 

SCHERER e GODOY, 2009).  

Segundo Moon e Shibamoto (2009), o método DPPH• é utilizado em mais de 90% 

dos estudos de avaliação antioxidante de substâncias puras, misturas ou matrizes complexas. 
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Outro método utilizado para medir a atividade antioxidante se baseia na captura do radical 2,2´- 

azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS•+), que pode ser gerado através de uma 

reação química, eletroquímica ou enzimática. Com essa metodologia, pode-se medir a atividade 

de compostos de natureza hidrofílica e lipofílica (KUSKOSKI et al., 2005). 

Os compostos fenólicos são substâncias bioativas, possuindo um grande grupo 

diversificado de metabólitos secundários que são amplamente distribuídos em todas as plantas 

(HATAMNIA et al., 2014). Em frutas, vegetais e condimentos alimentares, foram detectados a 

presença de diversos compostos fenólicos, tais como, monoterpenos (óleos etéreos), fenóis 

diterpenos (ácido carnósico, carnosol, rosmanol e epirosmanol), ácidos fenólicos (ácido 

rosmarínico e ácido caféico), flavonóides (procianidinas, quercitina, miricetina e luteolina), 

ácidos triterpenos (ácido ursólico e ácido oleanólico) e óleos voláteis (eugenol, timol e 

carvacrol) (MAHESWARAPPA et al., 2014), com o objetivo de serem aplicados em alimentos.  

Os polifenóis pertencem a uma classe de biocompostos que incluem uma 

diversidade de estruturas, simples e complexas, amplamente distribuídas no reino vegetal, que 

devido a sua grande diversidade química, apresentam uma variedade de funções, contribuindo 

para o sabor, odor e coloração de diversas plantas, sendo importantes economicamente 

(FULLER, 2008). 

Os compostos fenólicos incluem mais de oito mil estruturas químicas e podem ser 

classificados pelo número e arranjo de seus átomos de carbono, sendo divididos em pelo menos 

dez grupos: fenóis simples, ácidos fenólicos, cumarinas, isocumarinas, naftoquinonas, 

xantonas, estilbenos, antraquinonas, flavonóides e ligninas (CROZIER et al., 2009). 

Os taninos sao compostos polifenólicos distribuidos em plantas, alimentos e 

bebidas, possuem peso molecular relativamente elevado solúveis em água, formam complexos 

razoavelmente fortes com proteínas e outros polímeros. Plantas ricas em taninos são 

empregadas na medicina tradicional no tratamento de diversas molestias como, por exemplo, o 

tratamento de feridas, já que possuem um poder antisséptico, devido a sua capacidade de 

precipitar proteínas das celulas superficiais das mucosas e dos tecidos, formando uma camada 

protetora, impedindo o desenvolvimento de microrganismos (DIAS et al., 2011). 

Os antioxidantes podem ser de grande benefício para a melhoria da qualidade de 

vida, já que eles têm a capacidade de proteger um organismo dos danos causados pelos radicais 

livres, prevenindo ou adiando o início de várias doenças, como cardiovasculares, crônicas 

(câncer, aterosclerose, artrite reumática e hipertrofia muscular) e neurodegenerativas (mal de 

Alzheimer) (ALAM, BRISTI e RAFIQUZZAMAN, 2013; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 

2007; TINKEL, HASSANAIN e KHOURI, 2012; BORUT e RAJA, 2012). 



27 
 

 

3.5 Simulação Gastrointestinal in vitro 

 

A digestão humana é um processo complexo no qual os alimentos ingeridos se 

transformam em nutrientes que podem ser utilizados pelo corpo tanto para o crescimento e 

manutenção das células quanto como energia. A principal função do sistema digestivo humano 

é a transferência de nutrientes, água e eletrólitos provenientes dos alimentos para o corpo 

(GUERRA et al., 2012).  

A bioacessibilidade pode ser definido como a quantidade de composto solubilizado 

no intestino delgado e disponível para absorção subsequente. Este processo compreende a 

liberação de compostos da matriz alimentar e sua estabilidade sob a condição gastrointestinal 

(GAWLIK-DZIKI, 2012; TAGLIAZUCCHI et al., 2010). Estudos definitivos sobre a 

bioacessibilidade de compostos bioativos requerem experimentos in vivo com humanos. No 

entando, os métodos in vitro também provaram ser útil na determinação de sua estabilidade em 

condições gastrointestinais (TOYDEMIR et al., 2013). Os métodos in vitro são aplicados a um 

sistema de digestão gastrointestinal simulada usando α-amilase na fase bucal, pepsina na fase 

gástrica e uma mistura de pancreatina e sais biliares durante o período no trato intestinal. O 

elemento difundido através de uma membrana semipermeável na fase intestinal é usado como 

medida da bioacessibilidade de compostos (KULKARNI et al., 2007).  

A fração de compostos bioativos liberados da matriz alimentar após a digestão que 

é solubilizada no instestino para a absorção intestinal é normalmente conhecida como fração 

bioacessível (RODRÍGUEZ-ROQUE et al., 2015). Portanto, é interessante utilizar a ferramenta 

de bioacessibilidade (in vitro) para estimar a estabilidade digestiva dos constituintes alimentares 

de um composto em estudo, através de sistemas que simulem as condições gastrointestinais já 

que os estudos in vitro se mostram bem correlacionados com os in vivo (HELENO et al., 2015). 

Além disso, este recurso tem ampla aceitação no âmbito científico (APEA-BAH et al., 2016; 

PETRAT-MELIN et al., 2016). 

 

3.6 Identificação e caracterização de metabolitos especiais 

 

A espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) é uma das técnicas 

aplicadas para identificação e caracterização de metabolitos especiais, qualitativa e quantitativa 

altamente reprodutível e não seletiva, ou seja, não depende das características químicas dos 

compostos observados como polaridade e acidez (pKa) (MARKLEY et al., 2017).   
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A RMN é uma das técnicas mais importantes para a caracterização de estruturas 

moleculares em todos os estados físicos (líquido, sólido e de material heterogêneo) da matéria 

(WINNING et al., 2008). Vem sendo empregada em estudos de plantas, tanto para a elucidação 

estrutural de moléculas previamente isoladas e purificadas, quanto para o estudo de frações 

enriquecidas ou mesmo extratos brutos de alta complexidade (KIM, CHOI e VERPOORTE 

2011; SCHRIPSEMA, 2010).  

Nas últimas décadas, A RMN tem sido aplicada majoritariamente a estudos 

metabolômicos ao possibilitar a análise simultânea de diversos grupos de compostos oriundos 

do metabolismo secundário (flavonóides, alcalóides, terpenóides, etc) e primários (açúcar 

ácidos orgânicos e aminoácidos). Tal aplicabilidade realiza uma comparação direta da 

concentração dos compostos sem a necessidade de se elaborar curvas de calibração, o que 

requer o uso de substâncias de referência de alto grau de pureza, muitas vezes rara e de difícil 

obtenção (PILON et al., 2020).   

Desse modo, a espectroscopia de RMN pode fornecer detalhes de informações 

estruturais, químicas e eletrônicas de praticamente qualquer molécula (orgânica e inorgânica). 

Uma análise cuidadosa dos espectros obtidos pode fornecer informações precisas da dinâmica 

e estrutura molecular da amostra, bem como interações inter e intramoleculares. É utilizada pela 

síntese orgânica e inorgânica, química de produtos naturais, bioquímica e físico-química, na 

determinação de estereoquímica, na análise conformacional e no acompanhamento do curso de 

uma reação química (RODRIGUES, 2010). 

A técnica UPLC-QTOF-MSE é uma cromatografia líquida denominada de “ultra-

performance” que oferece vantagens significativas na resolução, sensibilidade, velocidade para 

as determinações analíticas, principalmente  quando combinada com espectrômetros de massa 

capazes de aquisições de alta velocidade. O uso do UPLC é bastante relevante, pois emprega 

volumes de amostras reduzidos, em razão à dimensão das colunas cromatográficas que são 

menores que as de HPLC (MALDANER e JARDIM, 2009; 2012). 

A UPLC vem sendo aplicada em detecção de impurezas, identificação de 

metabólitos, estudos farmacocinéticos, análises toxicológicas, estudos metabolômicos e 

análises de produtos naturais (KHAN e ALI, 2015). 

Em contraste com as técnicas habituais de cromatografia em coluna, a 

cromatografia contracorrente não depende do uso de suporte sólido e utiliza duas fases líquidas 

imiscíveis para separação de solutos, excluindo assim qualquer chance de adsorção 

irrecuperável (ITO et al., 1970; SONG et al., 2017). As características distintas da fase líquida 
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estacionária e a facilidade com que pode ser ampliado tornam a cromatografia contracorrente 

um subtituto para a cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC).  

A cromatografia contracorrente permite o acoplamento com outros instrumentos 

analíticos, estabelecendo uma hifenização de sistemas on-line. Por esta razão a técnica tem sido 

amplamente empregado em separações analíticas e/ou preparativas e purificações para um 

grande número de compostos, incluindo produtos farmacêuticos (HOCHLOWSKI et al., 2009), 

alcalóides (CRUZ et al., 2016), flavonóides (KHAN e BAKHT, 2016) e fenóis (SHU et al., 

2014).  

A cromatografia contracorrente de alta velocidade (HSCCC) é composta por um 

fuso, um eixo de movimento planetário e um par de eixos rotativos. A força centrífuga é 

empregada para retenção na fase líquida em uma coluna em espiral de multicamadas, enquanto 

a outra fase é bombeada através desta coluna, aumentando assim a eficácia de separação. A 

elevada capacidade de carga de amostra, consumo de solvente truncado, ausência de adsorção 

irrecuperável de amostra e disponibilidade de uma gama diversificada de modos de eluição 

contribuem para o surgimento desta técnica como elemento vital, potente e procedimento eficaz 

preparadado (HUANG et al., 2016). 

 

3.7 Toxicidade 

 

O bioensaio com Artemia salina (BST – Brine Shrimp Test) serve tanto como 

indicador de toxicidade como de bioatividade de diversas substâncias químicas, inclusive para 

extratos de plantas. Os testes apresentam vantagens como: rapidez, praticidade, simplicidade, 

baixo custo, requer pouca quantidade de amostra, além de apresentar uma boa relação com 

testes in vivo, sugerindo que é um método útil e de confiança (PARRA et al., 2001). 

Por esse método, é possível determinar a concentração letal 50% (CL50) de 

componentes ativos e extratos em meio salino, considera-se que valores acima de 1000 μg/mL 

são considerados atóxicos e quando menor que 1000 μg/mL são considerados tóxicos (MEYER 

et al., 1982). Há na literatura diversos trabalhos que apresentam uma boa correlação entre os 

ensaios de toxicidade a Myracrodruon urundeuva e distintas atividades biológicas, tais como, 

antifúngica, antiviral, antimicrobiana, parasiticida, antitumoral, tripanossomicida, dentre outras 

(PISUTTHANAN et al., 2004). 

Algumas espécies de peixes são consideradas bioindicadores, no Brasil a espécie 

mais utilizada é o Danio rerio, conhecida vulgarmente como peixe paulistinha ou peixe zebra 

(Zebrafish). O Danio rerio é um pequeno teleósteo que vem sendo usado mundialmente como 
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modelo experimental em diversas áreas de pesquisa, como exemplo a toxicologia (EGAN et 

al., 2009).  

O Zebrafish, devido à existência de diversas características biológicas, pode ser 

utilizado em testes de triagem de alto rendimento, promovendo um aumento na relevância 

biológica, que é difícil de ser correspondida in vitro (LIN et al., 2013). A vantagem chave no 

teste de bioatividade de pequenas moléculas, utilizando larvas e embriões de Zebrafish é que 

os compostos podem ser simplesmente diluídos em água não estéril, e as moléculas de baixo 

peso molecular são rapidamente absorvidas pela pele e brânquias, promovendo aumento da 

capacidade de análise de centenas de moléculas por dia (ZON e PETERSON, 2005; 

LANGHEINRICH, 2003). 

Segundo Olivi et al. (2008), o efeito medido em estudos de toxicidade aguda com 

organismos aquáticos é a letalidade ou alguma outra manifestação que a antecede, como por 

exemplo a imobilidade. Os parâmetros mais utilizados são a DL50 (Dose Letal Média) ou CL50 

(Concentração Letal Média) dose de amostra que causa mortalidade de 50% dos organismos no 

tempo de exposição (24 a 96 h).  

 

3.8 Microscopia eletrônica de varredura, transmissão e Microscopia Confocal 

 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) destina-se basicamente ao exame de 

superfície das amostras, coletando-se elétrons retro espalhados. É também possível a 

verificação de superfícies internas, se fraturadas e expostas, utilizando-se principalmente de 

elétrons secundários (SEGALA et al., 2006).  

A microscopia eletrônica consiste numa ferramenta importante para avaliar a 

morfologia das bactérias e podem ser usadas para elucidar alvos celulares envolvidos nas 

interações bactéria e antibacterianos (SIQUEIRA et al., 2014). Quando se pretende examinar 

espécimes biológicos que apresentem detalhes delicados (cílios e dobras) na superfície ou ainda 

outras estruturas que se colapsam facilmente, há necessidade de se proceder à sua fixação para 

preservar a sua forma tridimensional (SEGALA et al., 2006). De acordo com Pizzolitto (1997) 

o MEV mostra uma imagem tridimensional, e a superfície topográfica da amostra é revelada 

com nitidez.  

O microscópio eletrônico de transmissão (MET), fornece informações analíticas 

juntamente com a observação da ultraestrutura ou morfologia do objeto em estudo. De uma 

maneira geral, o MET funciona como um microscópio fotônico (de luz), com alto poder de 

resolução (MANNHEIMER, 2002). O emprego do MET é bastante difundido no estudo de 
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materiais biológicos, pois ele permite definição de imagens intracelulares, estudos de 

morfologia celular, organização molecular de vírus ou constituintes subcelulares, interação de 

parasitas celulares, fornecendo informações sobre alterações celulares ocasionados por vírus, 

fitoplasmas, micoplasmas e bactérias (GALLETI, 2003). Os métodos de preparo visam 

justamente contornar ou minimizar condições adversas, tornando as amostras resistentes e 

condutoras. Assim pode-se dizer que o sucesso de uma boa preparação é fundamental para se 

garantir a melhor imagem do espécimen biológico por microscopia eletrônica (MARCONDES 

e GARCIA, 2009; BAGNIEWSKA-ZADWORNA et al., 2012). 

 Uma das principais vantagens da microscopia confocal é a sua capacidade de 

produzir imagens tridimensionais de diferentes objetos, sejam finos ou espessos. A utilização 

de técnicas de fluorescência em microscopia tem grande vantagem de permitir a marcação 

específica de moléculas e estruturas biológicas, fornecendo um método sensível para a 

observação de processos bioquímicos (GOMES e SOUZA JR, 2010). 

A microscopia de fluorescência é fundamental na emissão de luz por um fluoróforo 

endógeno ou exógeno da amostra e tem se tornado bastante comum, em virtude também da 

facilidade de manuseio do equipamento. Todavia, o preparo, marcação, análise e processamento 

das imagens devem ser feitos com o devido cuidado para não levar a interpretações equivocadas 

dos resultados (NORTH, 2006). 

 

3.9 Aplicação de extratos vegetais em queijos 

 

O interesse de cientistas por extratos de plantas está relacionado ao efeito 

antimicrobiano que estes apresentam, podendo ser usados como conservante natural em 

alimentos (COSTA et al., 2015). Nos extratos são encontrados compostos fenólicos, tais como, 

timol, eugenol, carvacrol, linalol dentre outros, o que explica as propriedades antimicrobianas 

e antifungicas (MORO et al., 2013; ASENSIO et al., 2015). 

O queijo é um alimento consumido em todo o mundo devido ao seu sabor agradável 

e alto valor de proteína biológica. Queijos são muito suscetíveis à contaminação por organismos 

patogênicos e microrganismos de deterioração, que podem diminuir a vida útil, implicando em 

recalls e levando risco para o saúde do consumidor (GOUVEA et al., 2017). Entre os patógenos, 

Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Salmonella spp. são muitas vezes associados 

a surtos alimentares pelo consumo de queijo (HASSANIEN et al., 2014). 

Extratos de produtos aromáticos e plantas medicinais como erva-doce, orégano, 

alecrim, endro, cominho, pimenta, sálvia, tomilho e salsa demonstraram atividade 
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antimicrobiana satisfatória in vitro contra patógenos e microrganismos de deterioração 

associados a contaminação em queijo  indicando assim grande potencial para uso como 

conservantes (MORO et al., 2015; CALEJA et al., 2015; HASSANIEN et al., 2014).  

Um dos fatores intrínsecos que prejudica a eficácia destes agentes antimicrobianos 

naturais é o conteúdo lipídico e a proteína presente nos alimentos (GOUVEA et al., 2017). Estas 

substâncias podem envolver a superfície do microrganismo, formando uma barreira física que 

impede o contato do composto bioativo com o microrganismo reduzindo assim a eficácia do 

composto natural (GOUVEA et al., 2017).  

Devido a composição do queijo ser rico em proteínas e lipídios, as concentrações 

de compostos a serem adicionados para atingir uma determinada quantidade de inibição 

microbiológica deve ser superior aos testados in vitro (MORO et al., 2015). Gamariello et al. 

(2008) relataram que a concentração de compostos ativos usados para inibir o crescimento de 

microrganismos patogênicos em queijo Fior di Latte foi efetivamente superior ao nível testado 

in vitro. Resultado semelhante foi relatado por Shan et al. (2011), onde a concentração inibitória 

mínima do óleo essencial de romã contra Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus, não 

foi superior a  2,5 mg/mL, enquanto que a concentração de 40 mg/mL no queijo Cheddar não 

conseguiu inibir a mesma população desses microrganismos.  

Gutierrez, Barry-Ryan e Bourke (2008) avaliaram a interferência do lipídio na 

eficácia da atividade antimicrobiana do óleo essencial de orégano e tomilho em um modelo 

simulando uma matriz alimentar, e relataram que a adição de lipídios em altas concentrações 

reduziu a atividade inibitória contra Listeria monocytogenes. Este efeito também foi relatado 

por Cava et al. (2007), onde a atividade antimicrobiana do óleo essencial de canela e cravo foi 

reduzida em amostras de leite com maior teor de gordura, enfatizando a importância da 

avaliação da interação dos óleos essenciais e extratos com a composição do produto. 

De maneira semelhante, Hassanien et al. (2014) relataram que a concentração de 

0,1% do óleo essencial de cominho resultou na redução do crescimento de L. mononocytogenes, 

S. aureus, E. coli e Salmonella Enteritidis em meio de cultura, enquanto que no queijo as 

concentrações não foram eficazes contra S. aureus e L. monocytogenes. Estes resultados 

mostraram que a concentração de extratos vegetais e óleos essenciais necessária varia de acordo 

com o microrganismo e sua sensibilidade aos compostos biativos, bem como a composição do 

alimento. 
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4. CAPÍTULO I 

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO AQUOSO E FRAÇÕES DAS 

FOLHAS DE AROEIRA-DO-SERTÃO 

Maria Jaiana Gomes Ferreira1* 

 Flayanna Gouveia Braga Dias1  

Sabrina Matias dos Santos2 

Nayara Coriolano de Aquino2 

 Eurilany Silva de Oliveira1 

 Larissa Morais Ribeiro da Silva1 

 Evânia Altina Teixeira de Figueiredo1 

 

RESUMO 

As plantas popularmente usadas no tratamento de diversas doenças, como Myracrodruon 

urundeuva Allemão, tem sido investigada quanto a ação sobre microrganimos visando a 

descoberta e utilização de novos aditivos naturais. Este trabalho teve como objetivo avaliar a 

atividade antimicrobiana do extrato aquoso e frações das folhas de aroeira-do-sertão. O extrato 

aquoso foi obtido por decocção das folhas frescas e fracionado por cromatografia em 

contracorrente de alta velocidade. A atividade antimicrobiana foi realizada utilizando 

microdiluição em placa. O extrato aquoso das folhas de aroeira-do-sertão foi eficaz contra todos 

os microrganismos testados. A atividade antimicrobiana foi verificada para Staphylococcus 

aureus e Listeria monocytogenes (0,2 e 0,8 mg/mL respectivamente) e para Salmonella 

Enteritidis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (6, 10 e 16 mg/mL respectivamente). 

Foram isolados vinte e quatro compostos secundários distribuídos em seis frações. As frações 

apresentaram atividade antimicrobiana sobre as Gram-positivas em baixas concentrações 

(0,011 a 0,095 mg/mL) e em concentrações mais elevadas (2,4 a 33 mg/mL) duas frações 

apresentaram atividade sobre Gram-negativas. A união dos compostos no extrato foi favorável 

para atividade antimicrobiana sobre todas as bactérias estudadas, demostrando que a 

suscetibilidade dos microrganismos ao extrato variou em função dos compostos químicos 

presentes. 
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5. INTRODUÇÃO 

 

As plantas são utilizadas na medicina popular para o tratamento de infecções, e isto 

tem despertado o interesse de diversos grupos de pesquisa para o estudo dessa atividade, 

visando o isolamento de compostos químicos com atividade antimicrobiana, ou a otimização 

do uso dessas plantas (SILVA et al., 2012).  

Vários estudos tem comprovado a eficácia dos extratos de plantas sobre patógenos 

bacterianos e fúngicos. Pesquisas mostraram que a sensibilidade microbiana indica a 

efetividade dos extratos utilizados para fins medicinais e como aditivos alimentares (FAWAD 

et al., 2012). 

Myracrodruon urundeuva Allemão, conhecida popularmente como “aroeira-do-

sertão”, “aroeira-preta”, “urundeuvina” e “aroeira-do-campo” é encontrada na caatinga e nas 

matas secas do Ceará, sendo mais frequente na região Nordeste (GALVÃO et al., 2018). 

Os compostos com atividade farmacológica de extratos do caule e folhas de M. 

urundeuva são os taninos, chalconas dimericas e flavonóides (GALVÃO et al., 2018). As 

pesquisas científicas, na sua grande maioria trabalhos in vitro, apontam os polifenóis como 

responsáveis pelos efeitos anti-inflamatórios, antiproliferativos, antioxidantes e 

antitumorogênicos (ROMANO et al., 2013) e alguns são considerados antimicrobianos 

(FIGUEREDO et al., 2014). Trentin et al. (2013), propuseram que os taninos obtidos a partir 

de Myracrodruon urundeuva, foram capazes de inibir a formação de biofilme por danificar a 

membrana bacteriana, tendo assim ação bacteriostática em alguns microrganismos.  

  Visando o potencial presente nas plantas medicinais e a deficiência de dados na 

literatura abordando a pesquisa destes como agentes de inibição de crescimento em 

microrganismos relacionados a alimentos, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade 

antimicrobiana do extrato aquoso e frações das folhas de M. urundeuva.  

 

6. MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.1 Material vegetal e extração 

 

As folhas da espécie Myracrodruon urundeuva foram coletadas em agosto de 2015 

no Núcleo de Ensino e Pesquisa de Agricultura Urbana – NEPAU (3º44’16.0”S; 38º34’22.6”W) 

localizado na Universidade Federal do Ceará. O extrato aquoso foi produzido no Laboratório 

de Análises Fitoquímicas de Plantas Medicinais - LAFIPLAN do Departamento de Química 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0378874118346166?via%3Dihub#bib1
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Orgânica e Inorgânica da Universidade Federal do Ceará com número de registro no SisGen 

A9B8196. 

O material vegetal foi pesado (600 g de folhas frescas de M. urundeuva) e 

submetido à trituração manual, sendo posteriormente, submetido a hidrodeslilação com 2,5 L 

de água destilada por 2 horas. Após esse tempo foi obtido 0,8 mL de óleo essencial e 2,3 L do 

líquido de decocção. A solução aquosa foi desidratada utilizando um liofilizador (Christ 

Modelo Alpha 1-2 LD plus), obtendo-se 83,1 g do extrato e o óleo essencial foi armazenado 

(AQUINO et al., 2019). 

 

6.2 Fracionamento do extrato aquoso por HSCCC 

 

O extrato aquoso é muito polar, dessa forma, o isolamento de compostos pode ser 

dificultado se realizado sob condições cromatográficas normais. Para evitar adsorção 

irreversível que pode ocorrer com adsorventes polares como gel de sílica, o extrato foi 

fracionado por cromatografia em contracorrente de alta velocidade (HSCCC - High Speed 

Counter-Current Chromatography, (Tauto/Shimadzu LC-10A/Knauer) utilizando como 

sistema de solvente heptano/AcOEt/MeOH/H2O (1:5:1:5). Para a purificação das misturas, foi 

usado em HPLC (Shimadzu Modelo LC-8A), uma coluna semi-preparativa com fase 

estacionária fenila. A identificação desses compostos foi feita por meio das técnicas de 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas (MS), conforme descrito 

no trabalho anterior (AQUINO et al., 2019). Peso das frações: 34-43 (33 mg); 45-52 (38 mg); 

57 (68,3 mg); 71-109 (1,02 g); 122-177 (3,9 mg); 181 (244 mg). 

 

6.3 Atividade antimicrobiana 

 

As análises de atividade antimicrobiana foram realizadas no Laboratório de 

Microbiologia de Alimentos – LMA da Universidade Federal do Ceará. As cepas de Salmonella 

Enteritidis IAL-1132, Pseudomonas aeruginosa IAL-1026, Staphylococcus aureus ATCC-

27664 e Escherichia coli ATCC-25922 foram cultivadas no meio Ágar Tripticase de Soja – 

TSA (Difco, Sparks, USA), enquanto Listeria monocytogenes ATCC-19115 foi cultivada no 

mesmo meio de cultura, porém enriquecido com 0,1% extrato de levedura – TSA+YE (Difco, 

Detroit, EUA). As cepas foram incubadas a 35 ˚C/24 horas em BOD (Biochemical Oxygen 

Demand, Quimis/Modelo Q316-M26) e após esse período, colônias isoladas de cada 

microrganismo foram transferidas para 5 mL do caldo de enriquecimento tripticase de soja - 
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TSB (Difco, Sparks, USA). Em seguida, foram incubadas a 35 ˚C/24 horas na BOD para a 

obtenção de uma concentração bacteriana final de aproximadamente 108 UFC/mL para cada 

microrganismo. A partir dessa concentração foram realizadas diluições seriadas (10-1 a 10-7) a 

fim de obter uma suspensão bacteriana de 105 UFC/mL. 

A concentração inibitória mínima (CIM) do extrato aquoso foi determinada sobre 

o crescimento de bactérias patogênicas pelo método de microdiluição em placas (96 poços, 300 

μL de capacidade/poço; MicrotestTM, Becton Dickinson and Co. (BRANEN e DAVIDSON 

2004). 

Todas as análises foram realizadas em capela de fluxo laminar (Pachane/modelo 

410) com três repetições. O volume total de 200 µL foi distribuído em partes iguais da 

suspensão bacteriana (105 UFC/mL) e solução antimicrobiana. Foram utilizadas as 

concentrações 0,03 a 16 mg/mL para o extrato e 0,004 a 50 mg/mL para as frações, preparadas 

com água destilada estéril.  Foram utilizados os seguintes poços controles: inóculo, meio de 

cultura e água destilada estéril (controle positivo) para avaliar a viabilidade do microrganismo 

testado, assim como poços contendo meio de cultura e soluções antimicrobianas nas 

concentrações testadas (controle das soluções) para verificar a inocuidade. Ao término das 

distribuições, foi realizada a leitura de densidade óptica inicial D.O630nm
 (T=0) utilizando um 

leitor de absorbância em microplacas Elx 808 (Instruments BioTek, Inc. Winooski, VT, EUA). 

Em seguida, as placas foram incubadas a 35 ± 1 °C durante 24 horas. Após esse período, uma 

nova leitura de D.O630nm (T=24) foi realizada. Foram classificadas como inibitórias as 

concentrações que apresentaram resultados cuja variação (∆) das leituras de DO630nm foram ≤ 

0,05 (BRANDT et al., 2010). 

Uma alíquota de 100 μL de cada concentração das soluções antimicrobianas 

testadas que se mostraram inibitórias, foi espalhada nas superfícies das placas (Spread plate) 

contendo o meio TSA/TSA+YE. Em seguida, as placas foram incubadas a 35 ºC durante 24 

horas na BOD. A concentração da solução antimicrobiana testada que proporcionou redução de 

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

inóculo inicial (105 UFC/mL) foi classificada como concentração bactericida mínima 

(BRANEN e DAVIDSON 2004; BRANDT et al., 2010). 

 

7. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

7.1  Atividade antimicrobiana de frações de M. urundeuva 
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Estudos preliminares do extrato indicam compostos característicos de galotaninos 

e outros derivados fenólicos, o que está de acordo com estudos realizados com o extrato 

etanólico das folhas de aroeira por Silva et al. (2011). A coluna de fase estacionária fenila 

mostrou-se eficiente na purificação das misturas contendo os compostos de alta polaridade.  

Aquino et al. (2019) relacionaram a composição química de seis frações e a 

identificação de vinte e quatro compostos no extrato aquoso (Tabela 1). A composição das 

frações: Fração 34-43 (quinic acid; gentisic acid; quercetin 3-O-(2’’-galloyl)-β-D-

arabinofuranoside; quercetin 3-O-(2’’-galloyl)- α-L-rhamnopyranoside e quercetin 3-O-(3’’-

galloyl)-α- L-rhamnopyranoside), Fração 45-52 (m-digallic acid e p-digallic acid), Fração 57 

(gallic acid), Fração 71-109 (methyl gallate; 2,3,4,6-tetra-O-galloyl-β-D-glucopyranose; 

1,2,3,4,6-Penta-O-galloyl-β-D-glucopyranose; methyl m-digallate; methyl p-digallate e 3-O-

(m-digalloyl)-1,2,4,6-tetra-O-galloyl-β-D-glucopyranose), Fração 122-177 (1-O-galloyl-6-O-

luteoyl-α-glucose; corchoionosíde C; kaempferol 3-O-rutinoside; homovitexin; quercetin 3-O-

β-D-glucoside; 1,2,3,4,6-Penta-O-galloyl-β-D-glucopyranose; rhoifolin e 3-O-(m-digalloyl)-

1,2,4,6-tetra-O-galloyl-β-D-glucopyranose) e Fração 181 (N-Methyl-trans-4-hydroxy-L-

proline e quinic acid).   

Os compostos químicos encontrados por Pinho et al. (2012) estão de acordo com 

os encontrados no presente trabalho. Os metabólitos isolados e identificados no extrato das 

folhas de M. urundeuva (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Classe de metabólitos do extrato das folhas de M. urundeuva. 

Classe de 

Metabólitos 

Compostos Referências 

Aminoácido não-

proteico 

N-Methyl-trans-4-hydroxy-L-

proline 

(WINKLER, 2006) 

Ácido carboxílico  Quinic acid (KELLEY et al., 1976) 

Derivados ácido 

polifenol carboxílico 

Gallic acid/ Pyrogallol/ 

Gentisic acid/ m-Digallic acid/ 

p-Digallic acid/ Methyl gallate/ 

Methyl m-digallate/ Methyl p-

digallate 

(MOURA et al., 2011)/ 

(KULKARNI et al., 2008)  

Flavonóide Quercetin - 

Flavonóides 

glicosilados 

Kaempferol 3-O-Rutinoside/ 

Homovitexin/ Quercetin 3-O-

β-D-glucoside/ Rhoifolin/ 

Quercetin 3-O-(2’’-galloyl)-β-

D-arabinofuranoside/ 

Quercetin 3-O-(2’’-galloyl)-α-

(MOON et al., 2001)/ 

(SOUSA et al., 2014) 
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L-rhamnopyranoside/ 

Quercetin 3-O-(3’’-galloyl)-α-

L-rhamnopyranoside 

Galotaninos 1-O-Galloyl-6-O-luteoyl-α-

glucose/ 2,3,4,6-Tetra-O-

galloyl-β-D-glucopyranose/ 

1,2,3,4,6-Penta-O-galloyl-β-D-

glucopyranose/ 3-O-(m-

digalloyl)-1,2,4,6-Tetra-O-

galloyl-β-D-glucopyranose 

(WANG et al., 2013)/ 

(SANTOS et al., 2012) 

Megastigmane Corchoionoside C/9-epi-

Blumenol 

(YOSHIKAWA et al., 

1997)/(MATSUNAMI et 

al., 2010)  
Fonte: AQUINO et al., 2019.   

 

Outros estudos descrevem que flavonóides (flavonas, flavonóis e flavanonóis) 

(CUSHNIE e LAMB 2005) e saponinas (VERDI et al., 2005) têm atividade antimicrobiana 

importante. Os compostos fenólicos estão presentes nas frações (Tabela 2) obtidas, estando 

relacionados com as condições de cultivo da planta, sendo sintetizados como resposta ao 

estresse, ataque de microrganismos ou radiação UV forte (OLIVEIRA et al., 2016a). O efeito 

inibitório destes pode ser explicado pela sua interação com as proteínas da membrana bacteriana 

por meio da ligação de hidrogênio, o que pode resultar em alterações na sua permeabilidade, 

causando destruição celular ou coagulação do seu conteúdo (OLIVEIRA et al., 2016a). 

 
Tabela 2. Atividade antimicrobiana das frações das folhas de M. urundeuva. 

 

Frações 

                     Microrganismos 

L. monocytogenes S. aureus S. Enteritidis E. coli P. aeruginosa 

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM 

34-43 - - 0,090 0,095 - - - - - - 

45-52 - - - - - - - - - - 

57 0,040 0,070 0,008 0,011 - - - - - - 

71-109 0,070 - 0,070 0,085 2,4 2,4 33,0 33,0 33,0 33,0 

122-177 - - - - - - - - - - 

181 35,0 - 30,0 - - - - - 45,0 - 

Fonte: Próprio autor. CIM= Concentração Inibitória Mínima (mg/mL). CBM= Concentração Bactericida Mínima 

(mg/mL). 
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O ácido gálico pode ser considerado um potencial agente antibacteriano e foi 

encontrado em duas frações em associação com taninos, inclusive na fração 71-109 os 

resultados mostraram atividade sobre todas as bactérias estudadas e em pequenas concentrações 

para Gram-positivas. Segundo Borges et al. (2013), o ácido gálico produz alterações 

irreversíveis nas propriedades da membrana celular bacteriana como mudança de 

hidrofobicidade, diminuição da carga negativa superficial e ocorrência de ruptura ou formação 

de poros nas membranas celulares com consequente vazamento de constituintes intracelulares 

essenciais, como o potássio. Nessa pesquisa os autores evidenciaram atividade antimicrobiana 

sobre E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e L. monocytogenes utilizando o ácido gálico 

corroborando com os resultados desta pesquisa.  

O mecanismo de ação dos taninos pode ser explicado por sua capacidade de 

precipitar as proteínas das células superficiais das mucosas e dos tecidos, formando uma 

camada protetora, inibindo enzimas, causando uma ruptura da membrana plasmática e privação 

do substrato microbiano por formar um complexo tanino-proteína e/ou polissacarídeo, 

impedindo assim, o desenvolvimento de microrganismos (RODRIGUES et al., 2014).  

Panizzi et al. (2002) observaram que frações de taninos e outros fenóis extraídos de 

Rubus ulmifolius mostrou alta atividade antimicrobiana. Os taninos apresentaram atividade 

sobre P. aeruginosa e S. aureus, variando as concentrações devido ao material vegetal se 

apresentar seco ou fresco e método de difusão em ágar e disco (RODRIGUES et al., 2014). 

Por se tratar de frações, estas foram obtidas em pequenas quantidades 

principalmente a fração 122-177 e 45-52, fato que dificultou os ensaios não sendo possível 

encontrar atividade antibacteriana.  

Nas frações 34-43 e 57 foi encontrado uma classe de metabólitos em comum, os 

derivados do ácido polifenol carboxílico e ambas as frações apresentaram apenas atividade para 

bactérias Gram-positivas em concentrações baixas. De modo geral, as bactérias Gram-negativas 

são mais resistentes aos antimicrobianos de origem vegetal devido à sua membrana externa de 

lipopolissacarídeo, que restringe a difusão de compostos hidrofóbicos, enquanto é permeável 

aos nutrientes (OH et al., 2013). 

Segundo Rodrigues et al. (2014), em suas pesquisas demonstrou que isolamento 

dos taninos melhorou atividade antimicrobiana em relação ao extrato bruto de Psidium 

guineense. Esses dados corroboraram com as frações isoladas no presente trabalho. De acordo 

com a classificação proposta por Aligianis et al. (2001), CIM valores ≤ 0,5 mg/ml são 

considerados fortemente inibitórios no caso de material vegetal. 
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A presença do derivado da prolina provavelmente está ligada ao estresse hídrico 

sofrido pela planta, corroborando com estudos de Gimenez et al. (2013), que mostraram 

acúmulo de prolina como resposta ao déficit hídrico em cana-de-açúcar. Na fração 181 que 

continha o derivado da prolina (N-Methyl-trans-4-hydroxy-L-proline), foi evidenciado 

atividade inibitória sobre L. monocytogenes, S. aureus e P. aeruginosa. O derivado da prolina 

também foi encontrado em Syderoxylon obtusifolium outra planta da Caatinga conforme 

relatado por Aquino et al. (2017). 

 

7.2 Atividade antimicrobiana do extrato aquoso das folhas de M. urundeuva 

 

O extrato aquoso das folhas de aroeira-do-sertão apresentou-se efetivo contra todos 

os microrganismos testados, variando nas concentrações de 0,2 a 16 mg/mL (Tabela 3).  

 
Tabela 3. Atividade antimicrobiana do extrato aquoso das folha de M. urundeuva. 

Microrganismos                Extrato aquoso M. urundeuva 

CIM 

(mg/mL) 

CBM 

(mg/mL) 

L. monocytogenes 0,04 0,8 

S. aureus 0,1 0,2 

S. Enteritidis 5,0 6,0 

E. coli 6,0 16,0 

P. aeruginosa 3,0 10,0 
Fonte: Próprio autor. CIM= Concentração Inibitória Mínima. CBM= Concentração Bactericida Mínima. 

 

Para as bactérias Gram-negativas (S. Enteritidis, E. coli e P. aeruginosa) foi 

necessária uma maior concentração do extrato para obtenção de efeito bactericida (Tabela 3). 

Oliveira et al. (2016a), atribuiram a maior resistência das bactérias Gram-negativas a estrutura 

e composição celular desses microrganismos, uma vez que a dupla membrana forma um 

envelope complexo que restringe a penetração da maioria das moléculas, sendo responsável 

pela resistência destes microrganismos frente aos extratos vegetais. 

Pinho et al. (2012), em seu estudo com extrato hidroalcóolico de folhas de aroeira, 

mostraram através do rastreamento fitoquímico, que as folhas contém metabólitos secundários 

com atividade antimicrobiana, tais como, flavonóides (flavanonas e flavanonóis), saponinas, 

taninos e taninos caquéticos, em concordância com os encontrados no presente estudo. Esses 

metabólitos foram responsáveis pela atividade antimicrobiana do vegetal, constatando a 

inibição do crescimento de S. aureus em concentrações que variaram de 200 mg/mL a 500 

mg/mL, com atividade bacteriostática de 200 mg/mL, mas não houve inibição da E. coli.  
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As concentrações encontradas na presente pesquisa foram bem inferiores, 

mostrando a importância do solvente na elaboração dos extrato. Já que o extrato aquoso mostrou 

melhor atividade antibacteriana para Gram-positivas e Gram-negativas quando comparadas 

com os dados de Pinho et al. (2012) que utilizaram extrato hidroalcóolico.  

Monteiro et al. (2006a) encontraram maiores quantidades de taninos nas folhas do 

que na casca de M. urundeuva. A ação antimicrobiana dos taninos é conhecida (AKIYAMA et 

al., 2001), e já foi inclusive constatado que extratos aquosos e acetônicos perdem a atividade 

frente a bactérias Gram-positivas quando eliminado seu conteúdo de tanino (DJIPA et al., 

2000). Trentin et al. (2013) propuseram que os taninos obtidos de plantas da Caatinga, entre 

elas a Myracrodruon urundeuva, foram capazes de inibir a formação de biofilme por danificar 

a membrana bacteriana, exibindo assim propriedades bacteriostáticas. 

 As frações isoladas apresentaram importante atividade antimicrobiana sobre Gram-

positivas, embora altas concentrações foram necessárias para mostrar atividade antimicrobiana 

sobre Gram-negativas. A combinação dessas frações teve efeito sinérgico potencializando o 

extrato analisado, mostrando que com concentrações menores foi possível obter atividade 

bactericida sobre L. monocytogenes, S. aureus, S. Enteritidis, E. coli e P. aeruginosa.  

 

8. CONCLUSÃO 

Em conclusão, o extrato aquoso de folhas da aroeira-do-sertão mostrou-se um 

agente antimicrobiano promissor, pois teve ação sobre L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, S. 

Enteritidis e P. aeruginosa. Em virtude da composição das frações otidas do extrato, uma 

importante atividade antimicrobiana foi observada em Gram-positivas.  
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9. CAPÍTULO II 

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANÁLISE MORFOLÓGICA DA AÇÃO DE 

EXTRATOS DE Myracrodruon urundeuva Allemão SOBRE BACTÉRIAS DE 

IMPORTÂNCIA EPIDEMIOLÓGICA. 

Maria Jaiana Gomes Ferreira1*  

Helen Paula da Silva Costa2  

Celli Rodrigues Muniz3  

Larissa Morais Ribeiro da Silva1  

Evânia Altina Teixeira de Figueiredo1 

 

RESUMO 

O uso de plantas para fins terapêuticos é uma tradição preservada por pessoas de diferentes 

partes do Brasil. O conhecimento popular pode ser usado como base para estudos que visam a 

aplicação de extratos. Nesse contexto, o objetivo desta pesquisa foi caracterizar os extratos 

aquosos das folhas de Myracrodruon urundeuva Allemão e avaliar a atividade antimicrobiana 

sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como investigar sua ação na integridade 

das paredes microbianas através do uso de microscopias eletrônicas de varredura e transmissão. 

Os extratos foram obtidos das folhas secas cultivadas de Myracrodruon urundeuva e quatro 

diferentes métodos de extração (decocção, infusão, maceração e turbolização). A análise de 

ressonância magnética nuclear identificou a presença de galotaninos, ácido gálico, flavonóides, 

derivado da prolina (N-Metil-trans-4-hidroxi-L-prolina) e ácido quínico, compostos que já 

foram relatados na literatura por serem responsáveis pela atividade antimicrobiana. O potencial 

antimicrobiano dos extratos foram observados sobre Staphylococcus aureus, Listeria 

monocytogenes, Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Os 

extratos obtidos por decocção e maceração apresentaram os melhores resultados e as 

micrografias mostraram os danos estruturais causados pelos extratos, como rugosidade, perda 

de parede celular, extravasamento celular e mudança para L- forma. 

 

Palavras-chave: Métodos extrativos; Compostos químicos; Potencial antimicrobiano; 

Micrografia; Extravasamento celular.   
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10. INTRODUÇÃO 

Entre as plantas de uso popular, Myracrodruon urundeuva Allemão, conhecida 

como “aroeira-do-sertão”, pertencente à família Anacardiaceae, destaca-se por seu amplo uso 

como anti-inflamatório, cicatrizante, antialérgico e para o tratamento de infecções da pele e 

mucosas (NAPOLEÃO et al., 2012; SÁ, 2008). 

Muitas pesquisas tentam resolver o problema da resistência aos antibióticos em todo 

o mundo, e os produtos de origem natural, tais como, extratos vegetais, compostos naturais 

isolados e óleos essenciais têm apresentado bons resultados, sendo uma alternativa para resolver 

esse impasse (SIMÕES et al., 2003; SILVA e ALBUQUERQUE 2005).  

Estudos demonstraram o potencial antibacteriano dos extratos, óleos essenciais e 

decoctos de aroeira-do-sertão contra vários patógenos, bem como interações farmacológicas 

sinérgicas (WINK, 2003). Devido à atividade metabólica secundária, os vegetais superiores são 

capazes de produzir terpenóides, alcalóides, compostos fenólicos (quinonas, taninos e 

flavonóides), carotenóides e saponinas, sendo utilizados como mecanismo de defesa contra 

microrganismos, ativando ou bloqueando reações enzimáticas e alterando estruturas de 

membranas (MIRANDA et al., 2016; SILVA; FERNANDES JÚNIOR, 2010).  

O conhecimento das classes de compostos presentes em uma dada planta de 

interesse é necessário para se determinar os níveis de atividade desses metabólitos 

(FIGUEREDO et al., 2013). O estudo da atividade antimicrobiana, geralmente é baseado em 

microrganismos de importância epidemiológica, tais como Staphylococcus aureus, Escherichia 

coli, Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis e Pseudomonas aeruginosa, responsáveis 

por doenças transmitidas por alimentos (ANTUNES et al., 2006; CATÃO et al., 2010). 

A microscopia eletrônica é uma técnica avançada que tem contribuído com a ciência 

na medida em que possibilita alcançar detalhes que antes eram imperceptíveis. Ao longo do 

tempo, o desenvolvimento dos microscópios eletrônicos de varredura (MEV) e transmissão 

(MET), ambos utilizando feixes de elétrons, possibilitou maior resolução das amostras. O MET 

oferece a possibilidade de observar o interior de amostras biológicas e detalhes em 

microestruturas (KESTENBACH e BOTTA FILHO 1989). O MEV permite observar a 

morfologia celular e alterações celulares ocasionadas por agentes antimicrobianos (GALLETI, 

2003). 

Neste contexto, este trabalho objetivou caracterizar os extratos aquosos das folhas 

de Myracrodruon urundeuva Allemão, e avaliar a atividade antimicrobiana sobre bactérias 
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Gram-positivas e Gram-negativas, assim como investigar sua ação sobre as integridades das 

paredes microbianas através do uso das microscopias eletrônicas de varredura e transmissão. 

 

11. MATERIAL E MÉTODOS 

 

11.1 Material vegetal 

 

O material vegetal foi identificado por comparação com exsicata do Herbário Prisco 

Bezerra da Universidade Federal do Ceará depositada com a identificação EAC-46088 e 

consulta a material especializado (LORENZI, 1998; ALMEIDA et al., 1998). As folhas de 

aroeira foram obtidas no Núcleo de Ensino e Pesquisa de Agricultura Urbana – NEPAU 

(3º44’16.0”S; 38º34’22.6”W), localizado na Universidade Federal do Ceará nos meses de 

dezembro de 2017 e fevereiro de 2018. Logo após a coleta, as folhas foram lavadas em água 

corrente e secas em estufa à 40 ºC/ 48 hs, apresentando umidade inicial de 64 % e umidade final 

de 12% (AZEVEDO e MOURA 2010). 

O material vegetal e as bactérias estão cadastrados no Sistema Nacional de Gestão 

do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o número de 

acesso A9B8196, por meio da Universidade Federal do Ceará.  

 

11.2  Obtenção dos extratos 

 

Para a elaboração dos extratos foram utilizadas folhas secas, seguindo a proporção 

de 100 g de folha seca para 1000 mL do solvente (água). Foram preparados extratos pelas 

técnicas de turbolização, maceração, decocção e infusão. 

No método da turbolização (FSTURB), as folhas foram trituradas com água 

destilada a temperatura ambiente (25 ºC) em liquidificador industrial por 1 min (ZORTÉA et 

al., 2015). Na maceração (FSMAC), o material vegetal foi colocado em contato com a água 

destilada por 18 hs à 25 ºC. Na decocção (FSDEC), as folhas trituradas em liquidificador 

industrial permaneceram em aquecimento na água destilada em uma chapa aquecedora 

(Fisatom Modelo 752A) por cerca de 5 min à temperatura de 100 ºC. Na infusão (FSINF) 

adicionou-se água destilada aquecida à 80 ºC sobre as folhas, permanecendo em repouso por 

20 min (BEVILAQUA et al., 2007).  
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Após elaboração, procedeu-se à filtração dos extratos em papel de filtro e secagem 

em um liofilizador (Christ Modelo Alpha 1-2 LD plus) obtendo o extrato seco (RODRIGUES 

et al., 2011). 

 

11.3 Identificação dos compostos químicos por Ressonância Magnética Nuclear 

 

Visando identificar os compostos presentes, os extratos aquosos de aroeira-do-

sertão foram submetidos à análise de Ressonância Magnética Nuclear. Os espectros de 

Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN 1H) uni e bidimensionais, foram obtidos 

em espectrômetro Bruker, modelo Avance DPX-300 e frequência de 300,13 MHz (1H), 

pertencente ao Centro Nordestino de Aplicação e Uso da Ressonância Magnética Nuclear, da 

Universidade Federal do Ceará (CENAUREMN – UFC).  

 

11.4  Potencial antimicrobiano 

 

11.4.1 Preparo do inóculo 

 

As cepas de S. Enteritidis IAL-1132, P. aeruginosa IAL-1026, E. coli ATCC-25922 

e S. aureus ATCC-27664 foram cultivadas no meio Ágar Tripticase de Soja – TSA (Difco, 

Sparks, USA), enquanto L. monocytogenes ATCC-19115 foi cultivada no mesmo meio de 

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

incubadas a 35 ˚C/24 h em BOD (Biochemical Oxygen Demand, Quimis/Modelo Q316-M26). 

Após esse período, colônias isoladas de cada microrganismo foram transferidas para 5 mL do 

caldo Tripticase de Soja - TSB (Difco, Sparks, USA). Em seguida, foram incubadas a 35 ˚C/24 

h em BOD (Biochemical Oxygen Demand, Quimis/Modelo Q316-M26) para a obtenção de 

uma concentração bacteriana final de aproximadamente 108 UFC/mL para cada microrganismo. 

A partir dessa concentração foram realizadas diluições seriadas (10-1 a 10-7) a fim de obter uma 

suspensão bacteriana de 105 UFC/mL, utilizada para os ensaios de determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM). 

 

11.4.2 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

 

As concentrações inibitórias mínimas dos extratos foram determinadas sobre o 

crescimento de E. coli, L. monocytogenes, S. Enteritidis, P. aeruginosa e S.  aureus pelo método 
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de microdiluição em placa (96 poços, 300 μl de capacidade/poço; MicrotestTM, Becton 

Dickinson and Co.) (BRANEN e DAVIDSON 2004). A partir das diluições seriadas do inóculo 

em Caldo TSB (Difco, Sparks, USA), foram distribuídas alíquotas de 100 μL da suspensão 

bacteriana de 105 UFC/mL em cada poço em que se desejava testar a atividade antimicrobiana. 

Em seguida, aos mesmos poços foram adicionadas alíquotas de 100 μL da solução 

antimicrobiana já diluída em água destilada estéril, de acordo com as concentrações 

previamente estabelecidas. Ao término das distribuições dos tratamentos nas placas, foram 

realizadas as leituras de densidade óptica inicial D.O 630nm
 (T=0) utilizando um leitor de 

absorbância em microplacas Elx 808 (Instruments BioTek, Inc. Winooski, VT, EUA). Em 

seguida, as placas foram incubadas a 35 ± 1 °C/24 h. Após esse período, uma nova leitura de 

D.O 630nm (T=24) foi realizada. Foram classificadas como inibitórias as concentrações que 

apresentaram resultados cuja variação (∆) das leituras de DO630nm foram ≤ 0,05 (BRANDT et 

al., 2010). 

 

11.4.3 Determinação da concentração bactericida mínima (CBM) 

 

A CBM foi determinada a partir da suspensão bacteriana dos poços testes de cada 

microrganismo. Uma alíquota de 100 μL de cada concentração das soluções antimicrobianas 

testadas que apresentaram atividade inibitória, foram espalhadas nas superfícies das placas 

(Spread plate) contendo o meio TSA ou TSA+YE. Em seguida, as placas foram incubadas a 35 

ºC/24 h na BOD (Biochemical Oxygen Demand, Quimis/Modelo Q316-M26). As 

concentrações das soluções antimicrobianas testadas que proporcionaram redução de três ciclos 

logarítmicos (3,0 log10 UFC/mL) de células viáveis a partir da concentração do inóculo inicial 

(105 UFC/mL) foram classificadas como bactericidas (BRANEN e DAVIDSON 2004; 

BRANDT et al., 2010). 

 

11.5 Microscopia eletrônica de varredura e transmissão 

 

O preparo do inóculo foi realizado conforme o item 2.4.1 para os dois tipos de 

microscopia. A microplaca foi preenchida fazendo o controle positivo dos microrganismos e as 

concentrações bactericidas mínimas encontradas a partir dos extratos das folhas secas obtidas 

por maceração e decocção. O ensaio foi realizado no leitor de absorbância em microplacas Elx 

808 (Instruments BioTek, Inc. Winooski, VT, EUA), onde foram feitas leituras seguidas e 

armazenamento da microplaca à 35 ºC/24 h sob agitação. Em eppendorfs foram colocados 
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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 conteúdo de cada poço da microplaca, mantendo à 4 ºC 

overnight (KARNOVSKY, 1965). 

As amostras foram submetidas a três lavagens, onde a primeira lavagem foi feita no 

fixador Karnovsky e as outras três lavagens no tampão fosfato (pH 7,4). Entre cada lavagem 

foi realizada uma centrifugação a 5000 rpm/10 min/10 ºC. Para a microscopia eletrônica de 

varredura as amostras foram submetidas a desidratação utilizando concentrações crescentes de 

álcool etílico (10, 30, 50, 70, 90 e 100%), entre cada etapa foi feita centrifugação à 7000 rpm/10 

min/10 ºC. O pellet foi ressuspendido em 25 µL de hexametildisilazano (HMDS) e uma gota 

foi colocada em uma lamínula para secar. Posteriormente as lamínulas foram coladas em stubs 

para serem metalizadas com ouro e analisadas no Microscópio Eletrônico de Varredura FEG 

Quanta 450. Na microscopia eletrônica de transmissão, foi colocado uma gota do pellet no grid 

retirando o excesso após 3 min. Em seguida foi adicionado uma gota do contrastante ácido 

fosfotúngstico e o excesso foi retirado após 3 min, sendo as amostras analisadas no Microscópio 

Eletrônico de Varredura acoplado a um detector STEM Vega 3 Tescan.   

 

12. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

12.1  Ressonância magnética nuclear 

 

Nos extratos aquosos da folha de aroeira-do-sertão foram identificados no 

espectrograma sinais referentes a galotaninos, ácido gálico, flavonóides, derivado da prolina 

(N-Metil-trans-4-hidroxi-L-prolina) e ácido quínico, sendo que, alguns desses compostos já 

foram relatados na literatura como responsáveis pela atividade antimicrobiana (Figura 1).  

O derivado da prolina e o ácido quínico foram os compostos identificados em todos 

os extratos. Das metodologias testadas a frio, ficou evidente que a turbolização não foi capaz 

de arrastar uma quantidade expressiva de compostos bioativos, talvez isso seja explicado pelo 

tempo de contato do solvente com o material vegetal, já que por maceração obtivemos um 

extrato com melhor composição. Foi possível revelar que a influência da temperatura na 

elaboração dos extratos foi positiva, pois, os espectros dos extratos obtidos por decocção e 

infusão destacaram a presença de mais dois compostos, os galotaninos e os flavonóides.  

Galvão et al. (2018) em seus resultados de caracterização química por 

cromatografia acoplada a espectrometria de massa, demonstraram que a espécie é rica em 

polifenóis com cerca de 15 compostos identificados, dentre eles, o ácido gálico e flavonóides, 
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e evidenciaram o complexo fitoterápico presente na aroeira-do-sertão, corroborando com os 

estudos dessa pesquisa. Outros autores também encontraram diversos metabólitos secundários 

como taninos hidrolisáveis, flavonóides, saponinas (especialmente na folha), terpenos e 

esteroides (SILVA et al., 2013). 

A espécie M. urundeura Allemão possui altas concentrações de compostos 

fenólicos, especialmente taninos, e alguns estudos demonstraram os efeitos terapêuticos destes 

compostos (CHAVES et al., 1998; MORAIS et al., 1999; QUEIROZ et al., 2002; VIANA et 

al., 1997; MONTEIRO et al., 2006a). 

Pesquisas demonstram que folhas de aroeira-do-sertão têm composição química 

semelhante à casca, tecido vegetal que é mais frequentemente usado na medicina popular. 

Deve-se destacar que o uso contínuo da casca pode provocar a extinção da planta, ressaltando 

a importância da pesquisa e utilização de outras partes da planta, como as folhas. Análise da 

composição fitoquímica de extrato metanólico das folhas de aroeira-do-sertão apresentaram 

fenóis, flavonóides e taninos condensados (JUNIOR et al., 2017). A presença de alcalóides nas 

folhas de aroeira-do-sertão também foi relatada (SILVA et al., 2010a). Silva et al. (2011) 

mostraram que o extrato etanólico de folhas de aroeira-do-sertão consistiram em ácido, galato 

de metila, flavonóides glicosídeos e taninos hidrolisáveis. Esses resultados corroboram com os 

encontrados, apontando a presença de flavonóides, ácido gálico, galotaninos, derivado da 

prolina e ácido quínico nos extratos aquosos das folhas de aroeira-do-sertão. 

 

Figura 1 – Ressonância Magnética Nuclear – Folhas secas por infusão - FSINF (a), Folhas secas por turbolização 

- FSTURB (b), Folhas secas por maceração - FSMAC (c) e Folhas secas por decocção - FSDEC (d) 

[¹H/D2O/303K]. 
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Fonte: Próprio autor. 1- Galotaninos; 2 – Ácido Gálico; 3 – Flavonóides; 4 – Derivado da Prolina (N-Metil-

trans-4-hidroxi-L-prolina); 5 – Ácido Quínico. 

 

12.2 Potencial antimicrobiano 

 

12.2.1 Concentração inibitória mínima e Concentração bactericida mínima  

 

As concentrações que mostraram atividade antibacteriana dos extratos frente às 

bactérias Gram-positivas (L. monocytogenes e S. aureus) foram menores do que para as Gram-
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negativas (S. Enteritidis, E. coli e P. aeruginosa) (Tabela 1), estando de acordo com 

informações contidas na literatura, que relatam maior sensibilidade do primeiro grupo frente 

aos metabólitos secundários (FERREIRA et al., 2010). A dupla membrana apresentada pelas 

bactérias Gram-negativas forma um envelope complexo, sendo responsável pela menor 

sensibilidade destes microrganismos aos extratos vegetais (FRANCESCATO, 2007). 

Os resultados de Ferreira (2017) obtidos com extrato das folhas secas de aroeira-

do-sertão por decocção mostrou atividade bactericida sobre Gram-positivas em concentrações 

que variaram de 0,2 a 0,8 mg/mL e para Gram-negativas de 6 a 16 mg/mL. A concentração de 

0,24 mg/mL utilizada na elaboração do extrato em comparação à concentração utilizada nesta 

pesquisa (0,1 mg/mL) mostrou maior conteúdo em compostos bioativos resultando no uso de 

concentrações inibitórias e bactericidas menores. Essas informações corroboram com a 

pesquisa de Pinho et al. (2012), na qual foi possível constatar que o uso de concentrações 

crescentes do extrato hidroalcóolicos de aroeira-do sertão, provocou um aumento do halo de 

inibição de S. aureus.   

  
Tabela 1. Atividade antimicrobiana dos extratos aquosos das folhas de aroeira-do-sertão expressos em mg/mL. 

 

Extratos 

L. monocytogenes S. aureus S. Enteritidis E. coli P. aeruginosa 

CIM  CBM 

 

CIM 

 

CBM 

 

CIM 

 

CBM 

 

CIM 

 

CBM 

 

CIM 

 

CBM 

mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL 

1FSTURB 0,4 14,0 0,2 0,5 18,0 20,0 20,0 42,0 18,0 30,0 

2FSMAC 0,7 12,0 0,7 0,7 8,5 9,5 10,5 30,0 8,5 28,0 

3FSDEC 0,2 12,0 0,2 0,5 11,0 12,0 11,0 26,0 8,0 28,0 

4FSINF 0,9 8,0 0,2 2,2 10,0 22,0 15,0 42,0 11,0 22,0 

CIM (Concentração inibitória mínima) e CBM (Concentração bactericida mínima). 1FSTURB (Folhas secas por 

turbolização); 2FSMAC (Folhas secas por maceração); 3FSDEC (Folhas secas por decocção); 4FSINF (Folhas 

secas por infusão). 

 

A presença dos compostos do metabolismo secundário nos extratos aquosos de 

aroeira-do-sertão favorece a atividade antimicrobiana encontrada para cada extrato, tendo como 

melhores resultados os extratos obtidos por maceração e decocção. Corroborando com a 

pesquisa de outros autores que revelaram a presença de várias classes de metabólitos 

secundários que exibem uma ampla variedade de atividades, como antimicrobiana (MATIAS 

et al., 2010; FIGUEREDO et al., 2013). 
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Outros estudos descrevem que flavonóides (flavonas, flavonóis e flavanonóis) 

(CUSHNIE e LAMB 2005) e saponinas (VERDI et al., 2005) têm atividade antimicrobiana 

importante. A ação antimicrobiana dos taninos é também conhecida (AKIYAMA et al., 2001), 

e já foi inclusive mostrado que extratos aquosos e acetônicos perdem a atividade frente a 

bactérias Gram-positivas quando eliminado seu conteúdo de tanino (DJIPA et al., 2000). De 

acordo com essa informação é possível afirmar que devido ao elevado conteúdo de taninos 

encontrados nos extratos obtidos por maceração e decocção, comprovado pela presença de 

picos maiores de ácido gálico através da ressonância magnética nuclear, os mesmos 

demostraram melhor atividade antibacteriana para as bactérias Gram-positivas (Figura 1c e 1d). 

Ao precipitar proteínas, os taninos propiciam um efeito antimicrobiano e 

antifúngico. Uma série de bactérias são sensíveis aos taninos, dentre elas Staphylococcus 

aureus, Streptococcus pneumonia, Bacillus anthracis e Shigella dysenteriae (CASTRO et al., 

1999). Em outra pesquisa, os extratos obtidos a partir da folha e casca, tiveram ação sobre 

Gram-positivas, em especial os extratos da folha, possivelmente pela presença de compostos 

bioativos que afetam a síntese de peptideoglicanas (SILVA et al., 2013). 

A alta concentração de compostos fenólicos aumentou as atividades 

antibacterianas. Esses resultados estão de acordo com investigações anteriores que mostraram 

que agentes antimicrobianos com alta atividade contra um organismo têm uma baixa 

concentração inibitória mínima enquanto um agente antimicrobiano com baixa atividade 

fornece uma concentração inibitória mínima alta (BANSO e ADEYEMO 2007; NITIEMA et 

al., 2012). 

Estudos de atividades antimicrobianas dos extratos de aroeira-do-sertão, bem como 

sua composição química, foram relatados por Júnior et al. (2009), que demonstraram 

propriedades antibacterianas desta planta contra cepas bacterianas patogênicas usando o 

método de difusão em disco. A concentração inibitória mínima (CIM) do extrato etanólico das 

folhas de aroeira-do-sertão foi 1,02 mg/mL para E. coli ATCC 10536 e cepa resistente EC 27, 

assim como, para a cepa resistente SA 358 de S. aureus, obtendo uma CIM ainda menor para 

cepa S. aureus ATCC 25923 (FIGUEREDO et al., 2014). Esses resultados sobre a atividade 

inibitória de Gram-positivas e negativas concordam com os resultados encontrados para os 

extratos aquosos de aroeira-do-sertão, porém foi observado que a concentração encontrada foi 

maior, provavelmente devido ao solvente utilizado no preparo dos extratos.  

Pinho et al. (2012) comprovaram que os extratos alcoólicos obtidos das folhas de 

aroeira-do-sertão continham metabólitos secundários (flavonóides, saponinas e taninos) com 

potencial antimicrobiano e que os extratos de aroeira-do-sertão, barbatimão e erva-baleeira em 
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especial conseguiram inibir o crescimento de S. aureus em concentrações que variaram de 200 

a 500 mg/mL. Apesar disso, não foi detectada atividade dos extratos frente a E. coli, o que pode 

estar relacionado à menor susceptibilidade das bactérias Gram-negativas a extratos vegetais. 

Provavelmente a utilização do álcool na elaboração desses extratos, não favoreceu a atividade 

sobre Gram-negativas, além de necessitar de uma concentração muito elevada para mostrar 

ação sobre S. aureus, diferentemente das concentrações obtidas nessa pesquisa com extrato 

aquoso. 

Eller et al. (2015) estudaram a atividade dos extratos brutos de cajueiro, barbatimão, 

aroeira-do-sertão, favela, fedegoso e quixaba, frente às cepas de Staphylococcus aureus ATCC 

25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Observou-se 

que nenhum dos extratos hidroalcoólicos apresentou atividade frente às cepas E. coli ATCC 

25922 e P. aeruginosa ATCC 27853, enquanto os extratos brutos de cajueiro, barbatimão e 

aroeira mostraram-se ativos frente à cepa de S. aureus ATCC 25923, apresentando halos de 

inibição de crescimento respectivamente de 11, 17 e 13 mm de diâmetro. 

Diante do exposto é possível usar plantas como fonte de novos compostos bioativos 

eficaz contra bactérias resistentes aos antibióticos convencionais (BUTTLER e BUSS 2006). 

 

12.3 Microscopia Eletrônica de Varredura e Transmissão 

 

As análises de microscopia foram realizadas após triagem das análises de 

ressonância magnética nuclear e atividade antimicrobiana. De acordo com os resultados das 

análises foi possível definir como melhores extratos os obtidos por maceração e decocção.  

A forma de atuação das substâncias antimicrobianas geralmente está associada a 

lesões na parede celular ou degradação da membrana externa. As bactérias Gram-negativas são 

mais resistentes a ação dessas substâncias por possuírem a membrana interna, que impede o 

rompimento celular (TORTORA, FUNKE e CASE 2005). Outro ponto a ser observado é a 

membrana plasmática, que quando rompida por algum agente antimicrobiano resulta em perda 

de fluidos internos, causando a morte celular (TORTORA, FUNKE e CASE 2005). 

As micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura e transmissão 

mostraram danos nas paredes celulares das bactérias, que após o contato com os extratos 

FSMAC e FSDEC, passaram a ter uma nova forma, chamada pelos pesquisadores de L-forma 

(MICKIEWICZ et al., 2019) indicando que houve perda da parede celular, como pode ser 

comparado com os controles positivos, que mostram as células íntegras (Figuras 2, 4, 5 e 6). 

Todas as bactérias em forma de bastão utilizadas na pesquisa, após o contato com os extratos 
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mudaram sua forma assumindo a L-forma, Mickiewicz et al. (2019) mostraram que esse 

mecanismo acontece quando o antibiótico entra em contato com a bactéria, e esta por 

consequência perde a parede celular como mecanismo de resistência, porém muitas dessas 

bactérias acabam morrendo porque se tornam mais frágeis sem a parede celular.  

Nas imagens geradas para L. monocytogenes (Figura 2) foi possível comparar as 

mudanças morfológicas nas bactérias do controle positivo com as tratadas com os extratos. É 

possível visualizar células em forma de bastão e com a presença de material genético (Figuras 

2c e 2f) e após o tratamento apresentaram alterações morfológicas, sendo visualizadas formas 

arredondadas sugerindo perda da parede celular (Figuras 2a, 2b, 2d e 2e).  

 
Figure 2 - Micrografia de L. monocytogenes sob ação dos extratos FSMAC (a;d), FSDEC (b;e) e controle 

positivo de L. monocytogenes (c;f). 

 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

A imagem de MEV do controle positivo do S. aureus (Figura 3c), mostrou uma 

célula esférica, diferente do que foi observado das imagens na presença dos extratos, onde 

visualizamos uma rugosidade superficial (Figuras 3a e 3b). Nas imagens de MET, no controle 

pode ser visto agrupamento de células e divisão binária de algumas células (Figura 3f) e nas 

imagens com o extrato pode-se deduzir que ocorreu extravasamento celular com algumas 

células aparentemente murchas (Figuras 3d e 3e). 
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Figura 3 - Micrografia de S. aureus sob ação dos extratos FSMAC (a;d), FSDEC (b;e) e controle positivo de S. 

aureus (c;f). 

 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

As imagens do controle positivo de S. Enteritidis, E. coli e P. aeruginosa 

apresentaram células íntegras com morfologia em bastão e presença de flagelo (Figuras 4c, 4f, 

5c, 5f, 6c e 6f). As imagens obtidas com os extratos mostraram que as células das três bactérias 

se apresentaram arredondadas e perda do flagelo (Figuras 4a, 4b, 4d, 4e, 5a, 5b, 5d, 5e, 6a, 6b, 

6d e 6e) e no MEV observaram-se aberturas na superfície em forma de poros, podendo atribuir 

a extravasamento celular (Figuras 4a, 4b, 5a, 5b, 6a e 6b). Para a imagem de MET fica bem 

perceptível a mudança de forma (L-forma) das bactérias sugerindo perda da parede celular 

(Figuras 4d, 4e, 5d, 5e, 6d e 6e).  

Amaduci (2007) investigou o efeito da estufa e do campo eletromagnético sobre a 

estrutura bacteriana da E. coli, através da análise das imagens foi possível constatar que a lise 

bacteriana ocorreu com maior intensidade nas bactérias expostas ao campo eletromagnético, 

assim como também foi evidenciado a forma arredondada.  
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Figura 4 - Micrografia de S. Enteritidis sob ação dos extratos FSMAC (a;d), FSDEC (b;e) e controle positivo de 

S. Enteritidis (c;f). 

 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

Figura 5 - Micrografia de E. coli sob ação dos extratos FSMAC (a;d), FSDEC (b;e) e controle positivo de E. coli 

(c;f). 

 

 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 6 - Micrografia de P. aeruginosa sob ação dos extratos FSMAC (a;d), FSDEC (b;e) e controle positivo de 

P. aeruginosa (c;f). 

 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

13. CONCLUSÃO 

 

Os extratos aquosos das folhas de aroeira-do-sertão apresentaram galotaninos, 

ácido gálico, flavonóides, derivado da prolina (N-Metil-trans-4-hidroxi-L-prolina) e ácido 

quínico em sua composição. Esses compostos químicos são provavelmente responsáveis pela 

atividade antimicrobiana evidenciada sobre Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, Salmonella Enteritidis e Pseudomonas aeruginosa, destacando-se os extratos 

obtidos por maceração e decocção. As micrografias mostraram os danos estruturais ocasionado 

pelos extratos, tais como, rugosidade, perda de parede celular, extravasamento celular e 

mudança para L-forma.  
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14. CAPÍTULO III 

CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E AVALIAÇÃO 

DA BIOACESSIBILIDADE DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE EXTRATOS DE 

Myracrodruon urundeuva Allemão 
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RESUMO 

A aroeira-do-sertão é bastante utilizada na medicina popular, tendo efeito farmacológico 

associado a presença de compostos bioativos que possuem atividade antioxidante. Neste 

contexto, objetivou-se com esta pesquisa fazer a caracterização química, atividade antioxidante 

e avaliar a bioacessibidade de compostos bioativos de extratos de Myracrodruon urundeuva 

Allemão. Os extratos foram obtidos a partir das folhas secas de M. urundeuva e quatro 

diferentes métodos extrativos (decocção, infusão, maceração e turbolização). As análises de 

antioxidante, compostos fenólicos, taninos e flavonóide foram realizadas em todos os extratos. 

Os extratos obtidos por decocção (utilização de uma temperatura mais elevada) e maceração 

(aumento do tempo de contato do material vegetal com o solvente) tiveram melhor rendimento 

e apresentaram melhor potencial antioxidante. A análise de UPLC-QTOF-MSE realizada nos 

extratos das folhas secas obtidas por maceração e decocção identificou a presença de 13 

compostos, predominando os flavonóides, taninos, ácido gálico e ácido quínico. Após a 

digestão gastrointestinal in vitro observou-se a presença significativa de compostos bioativos 

apresentando potencial antioxidante, demonstrando que estes compostos podem estar acessíveis 

para as células do trato gastrointestinal e exercer seus benefícios à saúde no organismo. 

 

Palavras-chave: Métodos extrativos; Compostos químicos; Digestão gastrointestinal in vitro; 

Potencial antioxidante. 
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15. INTRODUÇÃO 

A espécie Myracrodruon urundeuva Allemão, popularmente conhecida como 

“aroeira-do-sertão”, “aroeira-preta” ou “urundeuva”, é uma espécie da família Anacardiaceae 

de ocorrência natural em regiões de Caatinga e Cerrado (ANDRADE et al., 2000; SILVA et al., 

2002). 

A aroeira-do-sertão possui alto poder medicinal, em suas entrecascas encontram-se 

vários componentes fitoquímicos, que possuem propriedades anti-inflamatórias e cicatrizantes 

(BERGER et al., 2007). As raízes são usadas no tratamento de reumatismo e as folhas são 

indicadas para o tratamento de úlceras (ALMEIDA et al., 1998).  

Uma grande variedade de fontes vegetais biossintetizam compostos que possuem 

atividade antioxidante e podem ser utilizados como uma fonte natural de substâncias que 

possuem a capacidade de sequestrar os radicais livres (LACHMAN et al., 2010). Os extratos 

que possuem compostos antioxidantes são de particular interesse para as indústrias 

farmacêuticas pois estão associados a benefícios ao corpo humano como o combate ao 

envelhecimento. Alem disso, também apresentam vantagens para indústrias de alimentos 

promovendo o retardo da deterioração, rancidez e descoloração (KARADAG et al., 2009). 

A aroeira-do-sertão possui em sua constituição altas concentrações de compostos 

fenólicos, cujo principal efeito é a ação antioxidante (OKUDA e ITO, 2011). Os flavonóides 

são exemplos de compostos fenólicos que apresentam alto poder antioxidante e inúmeras 

plantas possuem em sua composição esse antioxidante natural (MORAIS et al., 2009). Os 

taninos também estão presentes na aroeira-do-sertão e estudos demonstraram os efeitos 

terapêuticos dessa substância (QUEIROZ et al., 2002; MONTEIRO et al., 2006).  

 Na indústria de alimentos, a tendência atual dos consumidores é procurar cada vez 

mais produtos naturais, tendo em vista a crescente preocupação com a saúde, tornando 

necessário o estudo do uso desses produtos como antioxidantes naturais em substituição aos 

convencionais BHA (2,3-terc-butil-4-hidroxianisol) e BHT (2,6-diterc-butil-p-creso), 

amplamente utilizados (MARIUTTI e BRAGAGNOLO, 2007). Dessa forma, os mesmos 

podem ser utilizados como aditivos alimentares, visando retardar a oxidação lipídica e/ou como 

conservantes naturais, além do uso desses extratos visando aumentar a atividade biológica de 

alimentos. 

Para que um composto químico possa exercer seu efeito in vivo, o mesmo deve 

atingir o alvo fisiológico em concentração mínima que apresente esse efeito (SAURA-
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CALIXTO et al., 2007). Dessa forma, no estudo de extração e caracterização desses compostos, 

é importante a avaliação da bioacessibilidade deles. 

A bioacessibilidade é definida como a fração de um composto que é liberado de sua 

matriz no trato gastrointestinal e que, portanto, torna-se disponível para absorção intestinal. Ela 

inclui toda uma sequência de eventos que ocorrem durante a transformação digestiva da 

substância testada, em material que pode ser assimilado pelo corpo e pelas células do epitélio 

intestinal (SHIM et al., 2009). 

Dessa forma, o estudo sobre a bioacessibilidade fornece informações importantes 

que podem contribuir para avaliar a real ingestão de nutrientes e assegurar a eficácia nutricional 

dos produtos alimentares (KHOUZAM et al., 2011). Estudos envolvendo a influência do 

método de extração dos compostos bioativos na bioacessibilidade são considerados escassos. 

Neste contexto, objetivou-se com esta pesquisa fazer a caracterização química, atividade 

antioxidante e avaliar a bioacessibilidade de compostos bioativos de extratos de Myracrodruon 

urundeuva Allemão. 

 

16. MATERIAL E MÉTODOS 

16.1 Material vegetal 

 

As folhas de M. urundeuva foram obtidas no Núcleo de Ensino e Pesquisa de 

Agricultura Urbana - NEPAU (3º44’16.0”S; 38º34’22.6”W), localizado na Universidade 

Federal do Ceará nos meses de dezembro de 2017 e fevereiro de 2018. Foram secas em estufa 

à 40 ºC/48 h, apresentando umidade inicial de 64% e umidade final de 12% (AZEVEDO e 

MOURA, 2010). O material vegetal foi identificado por comparação com exsicata do Herbário 

Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceará depositada com a identificação EAC-46088 

e consulta a material especializado (LORENZI, 1998; ALMEIDA et al., 1998).  

O material vegetal está cadastrado no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o número de acesso 

A9B8196, por meio da Universidade Federal do Ceará.  

 

16.2 Obtenção dos extratos 

 

Para a elaboração dos extratos, foram utilizadas folhas secas, seguindo a proporção 

de 100 g de folha seca para 1000 mL do solvente (água destilada). Foram preparados extratos 
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pelas técnicas de turbolização (FSTURB), maceração (FSMAC), decocção (FSDEC) e infusão 

(FSINF). Após elaboração, procedeu-se à filtração dos extratos e secagem em um liofilizador 

(Christ Modelo Alpha 1-2 LD plus) obtendo o extrato seco (ZORTÉA et al., 2015; 

BEVILAQUA et al., 2007; RODRIGUES et al., 2011). 

 

16.3 Determinação do rendimento e granulometria 

 

Os extratos obtidos foram submetidos a cálculo de rendimento total de acordo com 

a fórmula abaixo (RODRIGUES et al., 2011):  

 

𝑅𝑒 =  (𝑃𝑒𝑥𝑡 /𝑃𝑓𝑜𝑙ℎ𝑎𝑠) 𝑥 100.  

 

Onde:  

Re = Rendimento total do extrato (%); 

Pext = Peso do extrato seco (g);  

Pfolhas = Peso das folhas secas (g). 

 

O tamanho particular do material vegetal seco nebulizado foi determinado através 

da pesagem de 100 g do material e passagem forçada através de tamises previamente tarados, 

com aberturas de malha de 10 μm, 20 μm, 32 μm, 42 μm, 60 μm, 80 μm, 100 μm, 150 μm, 200 

μm, 270 μm, 400 μm e 500 μm. A operação foi realizada em tamis com movimentos horizontais 

rotativos e movimentos verticais por 20 minutos, ou até que a operação estivesse completa. 

Após a tamisação, os materiais recolhidos dos tamises foram pesados individualmente e 

classificados quanto a faixa granulométrica do material vegetal (VOIGT, 1982). 

 

16.4 Determinação de compostos fenólicos totais 

 

Este ensaio foi realizado de acordo com o método proposto por Larrauri et al. 

(1997). A análise foi realizada em triplicada e a alíquota utilizada foi 0,05 mL para uma solução 

de extrato na concentração de 1 mg/mL. O volume foi completado para 0,5 mL com água 

destilada e então adicionado 0,5 mL do reagente de Folin Ciocalteau (1:3), 1 mL de carbonato 

de sódio à 20% e 1 mL de água destilada, procedendo a homogeneização em agitador de tubos 

de ensaio. As leituras foram realizadas após 30 minutos utilizando espectrofotômetro marca 

Shimadzu (Modelo UV- 1800) à 700 nm. A quantificação de compostos fenólicos totais das 
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amostras foi realizada por meio de curva padrão preparada com ácido gálico e o resultado foi 

expresso em mg EAG/g de extrato seco. 

 

16.5 Potencial antioxidante 

 

16.5.1 Determinação da atividade antioxidante total pela captura do radical ABTS•+  

 

A atividade antioxidante foi determinada através do ensaio com ABTS•+, obtido 

pela reação de 5 mL de ABTS (7 mM) com 88 μL de persulfato de potássio (140 mM), conforme 

método descrito por Rufino et al. (2007a). A solução foi mantida em repouso a temperatura 

ambiente de 12 a 16 horas em ausência de luz. Uma vez formado, o ABTS•+ foi diluído em 

álcool etílico grau analítico até obter valor de absorbância de 0,70 ± 0,05 à 734 nm.  

Os extratos testados foram preparados nas concentrações de 100 µg/mL, 250 µg/mL 

e 350 µg/mL. Em ambiente escuro, foi transferido 30 μL de cada concentração para tubos de 

ensaio, onde foi adicionado 3,0 mL da solução do radical ABTS•+ com absorbância entre 0,695 

a 0,705 nm, logo em seguida ocorreu homogeneização em agitador de tubos de ensaio. A leitura 

em espectrofotômetro marca Shimadzu (Modelo UV- 1800) (734 nm) foi realizada após 6 

minutos da mistura e utilizou-se álcool etílico como branco para calibrar o espectrofotômetro. 

A quantificação de antioxidante total das amostras foi realizada por meio de curva padrão 

preparada com Trolox e resultados expressos como equivalentes de µM Trolox/g de extrato 

seco. Todas as análises foram realizadas em três experimentos independentes, cada um em 

triplicata. 

 

16.5.2 Determinação da atividade antioxidante total pela captura do radical DPPH• 

 

A atividade antioxidante foi medida segundo o método descrito por Rufino et al. 

(2007b), usando o radical livre estável DPPH• (0,06 mM), monitorando-se o consumo do 

radical livre DPPH• pelas amostras, através da medida do decréscimo da absorbância de 

soluções de diferentes concentrações.  Foram adicionados 3,9 mL de solução etanólica de 

DPPH• a tubos de ensaio contendo alíquotas de 0,1 mL dos extratos nas concentrações de 100 

µg/mL, 250 µg/mL e 350 µg/mL. Os tubos foram homogeneizados e mantidos no escuro à 

temperatura ambiente até estabilização da absorbância que foi medida à 515 nm em 

espectrofotômetro marca Shimadzu (Modelo UV- 1800). O álcool etílico foi utilizado para 

calibrar o equipamento. Os resultados foram expressos pelo valor CE50 (Concentração Efetiva 
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50 %), todas as medidas foram realizadas em três experimentos independentes, cada um em 

triplicata. 

 

16.6 Quantificação de taninos 

 

Os teores de taninos totais nos extratos foram obtidos por dissolução de cada extrato 

em água destilada, obtendo a concentração de 0,07 mg/mL. Em um balão de 100 mL contendo 

75 mL de água destilada, foi adicionado 5 mL da solução dos extratos, 5 mL do reagente de 

Folin-Denis e 10 mL da solução aquosa saturada de carbonato de sódio, completando o volume 

com água destilada. A solução foi agitada e a leitura foi realizada à 760 nm em 

espectrofotômetro (Shimadzu Modelo UV- 1800) após 30 minutos. A partir das absorbâncias 

obtidas, foi construída uma curva de calibração analítica, utilizada posteriormente para o 

cálculo dos teores de taninos totais, expressos em mg de EAT/g de extrato seco (IAL, 2008). 

 

16.7 Quantificação de flavonóides totais 

 

A determinação dos teores de flavonóides totais foi realizada segundo o método 

descrito por Woisky e Salatino (1998). Utilizou-se a concentração de 3 mg/mL e uma alíquota 

de 0,5 mL em triplicata de cada extrato aquoso, adicionou-se 0,5 mL da solução de Cloreto de 

alumínio 5% (AlCl3), 1 mL de metanol e 1 mL de água destilada, completando o volume de 3 

mL. Após repouso de 30 min, realizou-se a leitura em espectrofotômetro (Shimadzu Modelo 

UV- 1800) à 425 nm. O conteúdo de flavonóides totais foi determinado usando a equação da 

curva padrão de quercetina, sendo os resultados expressos em mg EQ/g de extrato seco. 

 

16.8 Análise de UPLC-QTOF-MSE 

 

As análises foram realizadas em Sistema cromatográfico Acquity UPLC (Waters), 

acoplado a um quadrupolo/tempo de vôo (QTOF, Waters). As execuções cromatográficas 

foram realizadas em um Waters Acquity UPLC BEH (150 mm x 2,1 mm, 1,7 μm), temperatura 

fixa de 40 °C. O Sistema de eluição de gradiente binário consistia em 0,1% de ácido fórmico 

em água (A) e 0,1% de ácido fórmico em acetonitrila (B). As condições de eluição UPLC foram 

otimizadas da seguintes forma: gradiente linear de 2 a 95% B (0-15 min), 100% B (15-17 min), 

2% B (17,01 min), 2% (17,02-19,01 min), um fluxo de 0,4 mL.min-1, e um volume de injeção 

de amostra de 5 μL. 
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O perfil químico das amostras foi realizado acoplando o sistema Waters ACQUITY 

UPLC ao espectrômetro de massa QTOF (Waters, Milford, MA, USA) com interface de 

ionização por eletrospray em modo de ionização negativa (ESI-). O modo (ESI-) foi adquirido 

na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte fixa a 120 °C, temperatura de dessolvatação 

350 °C, fluxo de gás de dessolvatação de 500 L.h-1, cone de extração de 0,5 V, voltagem capilar 

de 3 kV. A leucina encefalina foi usada como massa de bloqueio. O modo MS usado Xevo G2-

XS QTOF. O espectrômetro operou com programação centróide MSE usando uma rampa de 

tensão de 20 a 40 V. O instrumento foi controlado pelo software Masslynx 4.1 software (Waters 

Corporation, USA). 

 

16.9 Bioacessibilidade 

 

Os ensaios de bioacessibilidade foram realizados seguindo protocolo adaptado de 

Holanda et al. (2020), que descreve a simulação da digestão gastrointestinal in vitro, através 

das fases gástrica e intestinal. O método descreve a digestão de 1 g de extrato misturado com a 

enzima pepsina em banho de água com agitação à 37 °C durante 2 h. Após esse período foi 

realizada uma segunda digestão com pancreatina-bile com pH intestinal (pH 7,5) usando uma 

membrana de diálise contendo um sistema base para elevar gradualmente o pH e permitir a 

difusão dos analitos de interesse. O método permite determinar a quantidade de compostos 

fenólicos, taninos, flavonóides e antioxidantes potencialmente disponíveis para posterior 

absorção. Para monitorar a liberação dos compostos bioativos a partir dos extratos, foram 

analisadas as alíquotas referentes à fase gástrica e à fase intestinal (dialisado e não dialisado), 

visando quantificar esses compostos bioacessíveis. 

 

16.9.1 Índices de Bioacessibilidade 

 

A bioacessibilidade dos compostos bioativos foi expressa em porcentagem do valor 

encontrado para o dialisado em relação à quantidade inicial presente no extrato:  

 

𝐵𝑖𝑜𝑎𝑐𝑒𝑠𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 (%)  =  [𝐷/𝐼] ∗ 100 

Onde: 

D = teor do composto dialisado 

I = teor do composto inicial no extrato 
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16.10 Análises estatísticas  

 

Os resultados das análises de fenólicos totais, taninos, flavonóides e antioxidantes 

foram expressos em média ± desvio padrão. Todas as análises foram realizadas com o auxílio 

do software Statistica 10, para cálculo da análise de variância (ANOVA) e aplicação do teste 

de Tukey. O nível de significância adotado foi de 5% (p < 0,05). 

 

17. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

17.1 Rendimento e granulometria 

 

Levando em consideração os resultados obtidos (Tabela 1), verifica-se que o tipo 

de método extrativo influenciou diretamente nos rendimentos dos extratos. Observou-se um 

rendimento maior para extrato por decocção, seguido por maceração. Na extração por decocção, 

provavelmente o aumento da temperatura favoreceu o amaciamento das partículas de folhas 

pulverizadas, aumentando sua solubilidade, constituindo-se numa extração com maior 

rendimento (SIMÕES et al., 2010). No caso da maceração é importante verificar a 

permeabilidade do solvente e saturação, que são fatores importantes para o rendimento 

(HOSTETTMAN et al., 2003). 

 

Tabela 1. Rendimento dos extratos aquosos a partir das folhas de aroeira-do-sertão. 

Extratos Peso Folhas (g) Peso Extrato Seco (g) Rendimento (%) 
 

Concentração (g/mL) 

1FSTURB 100 14,08 14,08 0,1 
2FSMAC 200 44,93 22,47 0,1 

3FSDEC 100 33,33 33,34 0,1 

4FSINF 150 24,65 16,43 0,1 

Fonte: Próprio autor. 1FSTURB (Folhas secas por turbolização); 2FSMAC (Folhas secas por maceração); 
3FSDEC (Folhas secas por decocção); 4FSINF (Folhas secas por infusão). 

 

A secagem das folhas visa minimizar a perda de princípios ativos e retardar a sua 

deterioração em decorrência da redução da atividade enzimática, permitindo a conservação das 

plantas por um período maior (COSTA et al., 2005). Para elaboração dos extratos das folhas 

secas, houve uma trituração manual das folhas antes do preparo, com exceção do extrato por 

decocção, onde a trituração foi feita no liquidificador industrial. O estado de fragmentação do 

material vegetal teve importância para a otimização extrativa, pois quanto maior a divisão, mais 

expostos estarão os princípios ativos (COSTA et al., 2005). Outro estudo com secagem de 



65 
 

capim-limão recomenda o uso de secagem em estufa com temperaturas variando entre 30 e 50 

ºC para o maior rendimento e composição química (BUGGLE et al., 1999).  

A análise granulométrica do material vegetal por tamisação demonstrou que as 

partículas se encontraram predominantemente distribuídas nas classes entre 10 e 100 μm 

(Figura 1). Segundo a classificação da Farmacopéia Brasileira (1988), a faixa granulométrica 

do material vegetal foi classificada como pó finíssimo. A faixa de tamanho também é uma 

variável importante, de acordo com Costa et al. (2005), a matéria seca reduzida a pó proporciona 

maior rendimento do que os fragmentos com 1 e 20 cm de comprimento, concordando com os 

resultados encontrados para o extrato da folha seca por decocção. 

 

Figura 1 - Determinação da distribuição granulométrica das folhas secas e trituradas de aroeira-do-sertão. 

 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

17.2 Potencial antioxidante, teor de compostos fenólicos, taninos e flavonóides  

 

O conteúdo encontrado de compostos fenólicos nos extratos aquosos das folhas de 

aroeira-do-sertão variou de 1008,76 a 1081,94 mg EAG/g de extrato seco (Tabela 2) não 

havendo diferença estatística entre as metodologias de extração.  

Vieira et al. (2015) utilizaram como solventes o metanol e o hexano para o extrato 

das folhas de aroeira-do-sertão por maceração, obtendo teores de compostos fenólicos maiores 

para o extrato metanólico (194 mg EAG/g), em relação ao extrato hexânico (77 mg EAG/g), 

mostrando que o metanol, assim como a água, são substâncias polares e compostos como 

saponinas, taninos e flavonóides são extraídos pelo solvente devido suas características de 

polaridade, corroborando com os resultados encontrados. 

Os extratos obtidos por maceração e decocção apresentaram concentrações de 

compostos fenólicos um pouco maiores que os outros métodos extrativos. Estes resultados 

concordam com os obtidos por Costa (2011), que mostrou uma alta concentração de compostos 
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fenólicos em extratos da folha seca de aroeira-do-sertão obtidos por maceração (322 mg 

EAG/g) devido o tempo de contato do solvente com as folhas.  

Em outra pesquisa, o extrato etanólico das folhas de aroeira-do-sertão apresentou 

teor fenólico total de 388,86 mg EAG/g (JUNIOR et al., 2017). Em comparação aos resultados 

obtidos nessa pesquisa, o extrato etanólico da folha de aroeira-do-sertão obtidos por maceração 

tiveram valores bem inferiores, reafirmando a importância do tipo de solvente na extração 

desses compostos, já que a água é uma substância polar e o etanol apresenta menor polaridade. 

A utilização da água como solvente para preparação dos extratos é uma alternativa para 

substituir solventes que apresentam nocividade a saúde humana e ao meio ambiente, 

englobando-se assim na química sustentável ou química verde (CUNHA et al., 2015).  

A relação entre concentração de fenólicos totais e a capacidade de sequestrar 

radicais livres dos extratos parece ser bastante significativa, visto que extratos aquosos da folha 

de aroeira-do-sertão obtidos por maceração e decocção que obtiveram maior conteúdo de 

fenólicos totais também tiveram expressiva atividade antioxidante. Esses resultados concordam 

com os da pesquisa de Vieira et al. (2015), sugerindo que os compostos secundários com 

atividade antioxidante se concentram preferencialmente nos extratos polares das folhas e cascas 

do caule de aroeira-do-sertão. Os resultados de outros estudos atribuem atividade antioxidante 

à presença de fenólicos (CHAVES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012; SOUSA et al., 2007). 

Os teores de flavonóides variaram de 629,67 a 850,69 mg EQ/g de extrato seco 

(Tabela 2). Os resultados mostraram diferença estatística entre os métodos a frio e a quente. O 

uso de temperaturas mais elevadas na elaboração de extratos facilita a extração de flavonóides, 

fato que foi observado como resposta para os teores de flavonóides nos extratos obtidos por 

decocção e infusão (Tabela 2). Pereira et al. (2009) constataram que nos extratos de chá verde 

e chá preto obtidos por infusão, havia um aumento dos fenólicos totais e flavonóides à medida 

que se aumentava o tempo de contato do material vegetal com a água aquecida.  

 
Tabela 2. Conteúdo de fenólicos totais, taninos, flavonóides e antioxidante dos extratos aquosos das folhas de 

aroeira-do-sertão.  

Extratos Fenólicos Totais 

mg EAG/g 

Taninos 

mg EAT/g                       

Flavonoides 

mg EQ/g 

ABTS  

  µM Trolox/g        

CE50     

mg/L             

1FSTURB 1008,76±3,56a 32,21±0,03c 629,67±1,91b 4504,31±0,05b 146,51±1,75b  

2FSMAC 1080,88±1,54a  84,06±0,09a 644,08±2,42b 4763,32±0,16b 183,62±0,68a  

3FSDEC 1081,94±1,56a  51,93±0,06b 850,69±0,68a 5710,55±0,08a  115,89±1,38c 

4FSINF 1038,44±0,68a 34,25±0,11c 801,26±7,64a 4304,75±0,06b 171,33±2,28a  
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Fonte: Próprio autor. 1FSTURB (Folhas secas por turbolização); 2FSMAC (Folhas secas por maceração); 3FSDEC 

(Folhas secas por decocção); 4FSINF (Folha seca por infusão). Resultados: média de três repetições; Mesma letra 

indica que não houve diferença estatística (p<0,05) entre as amostras de cada análise; Letras diferentes houve 

diferença estatística (p<0,05) entre as amostras de cada análise. 

 

O conteúdo de taninos nos extratos aquosos da folha de aroeira-do-sertão variou de 

32,21 a 84,06 mg EAT/g de extrato seco (Tabela 2), apresentando diferença estatística entre os 

métodos de extração com exceção dos extratos obtidos por turbolização e infusão. As 

Anacardiáceas são reconhecidas pela ampla distribuição de fenólicos (AGUILAR-

ORTIGOZA, 2003).  

Estudos mostraram que taninos hidrolisáveis, taninos condensados e flavonóides 

glicosilados derivados da quercetina e kaempferol, grupos do metabolismo secundário das 

plantas, tem caráter mais polar (OLIVEIRA, 2012; RATTMANN et al., 2011), outro fator 

importante são as metodologias de extração, que no caso da maceração e decocção, além de 

ocorrer um maior tempo de contato das folhas com a água, a temperatura mais elevada na 

decocção também facilita a solubilização desses compostos, justificando os resultados 

encontrados para taninos. 

Monteiro et al. (2005) avaliaram extratos metanólicos das folhas de aroeira-do-

sertão por decocção através da metodologia de precipitação da caseína e encontraram uma 

variação de 13,50 a 50,87 mg de taninos/g de extrato seco. Araújo et al. (2008) classificaram as 

espécies Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan e aroeira-do-sertão como as que possuem os 

níveis mais altos de taninos.  

O interesse no estudo dos compostos fenólicos tem aumentado muito, devido 

principalmente à habilidade antioxidante dessas substâncias em sequestrar radicais livres, os 

quais são prejudiciais à saúde humana (ALVES et al., 2007; NEVES et al., 2009). 

O potencial antioxidante dos extratos aquosos das folhas de aroeira-do-sertão em 

sequestrar radicais livres foi expresso como concentração final do extrato necessária para inibir 

a oxidação dos radicais ABTS•+ e DPPH• em 50%, e os resultados são descritos na Tabela 2. 

Pelo método ABTS os resultados variaram de 4304,75 a 5710,55 µM Trolox/g de extrato seco, 

havendo diferença estatística do extrato obtido por decocção em relação as outras técnicas de 

extração. Plantas da família Anacardiaceae apresentam alta atividade antioxidante, Cristofoli et 

al. (2018) verificaram que os extratos das folhas de cajazeira apresentaram atividade 

antioxidante variando de 282,1 a 3030,1 µM Trolox/g de extrato confirmando a presença de 

compostos antioxidantes. Junior et al. (2017), em seus estudos com o extrato etanólico das 

folhas de aroeira-do-sertão obteve pelo método ABTS (279 µM Trolox/g), resultados que foram 
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estatisticamente semelhantes ao BHT (309 µM Trolox/g), mostrando que os extratos podem 

substituir o antioxidante sintético na indústria de alimentos. 

Pelo método DPPH, os resultados variaram de 115,89 a 183,62 mg/L, mostrando 

diferença estatística entre os métodos de extração com exceção dos extratos obtidos por infusão 

e maceração. Esses resultados são diferentes do encontrado por Vieira et al. (2015) que 

obteveram para extrato metanólico das folhas de aroeira-do-sertão 12,9 mg/L.  Junior et al. 

(2017), avaliaram a atividade antioxidante de extrato etanólico das folhas de aroeira-do-sertão 

pelo método DPPH• e obtiveram 217 mg/L, resultado que diferiu estatisticamente do padrão 

BHT (165 mg/L). 

O grau de descoloração indica o potencial antioxidante do extrato. Quanto maior o 

consumo de DPPH• por uma amostra, menor será a sua CE50, e maior será sua atividade 

sequestradora (ALVES et al., 2007). Segundo Cabral et al. (2009), diferenças na atividade 

antioxidante da amostra podem ocorrer devido ao método usado. Rufino et al. (2010) 

demonstraram que o método ABTS é geralmente indicado para compostos hidrofílicos e o 

método DPPH pode ser usado rotineiramente com extratos orgânicos aquosos contendo 

compostos hidrofílicos e lipofílicos. Ambos os métodos são amplamente utilizados para 

determinar a capacidade antioxidante in vitro. 

 

17.3 Análise de UPLC-QTOF-MSE 

 

Os extratos de Myracrodruon urundeuva que apresentaram melhores efeitos 

antioxidantes, conteúdo de compostos fenólicos, flavonóides e taninos foram analisados por 

UPLC-QTOF-MSE. Uma análise comparativa foi realizada entre os perfis dos metabólitos 

foliares obtidos em duas extrações distintas (FSMAC e FSDEC) a fim de mostrar uma melhor 

definição de seus componentes químicos (Figura 2). No total, cerca de 13 metabólitos foram 

identificados, incluindo diferentes classes de compostos como flavonóides e taninos, usando os 

espectros MS e MS/MS de cada extrato vegetal, juntamente com o mecanismo de fragmentação, 

relacionados à família (Anacardiaceae), gênero (Myracrodruon) e espécie (urundeuva), e os 

bancos de dados SciFinder, ChemSpider and PubChem. Os compostos predominantes nas 

folhas foram derivados do ácido gálico e do ácido quínico (Tabela 3). 

Todas as fórmulas moleculares encontradas tinham erro inferior a 10 ppm calculado 

pelo MassLynx software (Waters Corporation) seguindo a seguinte equação: 
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𝐸𝑟𝑟𝑜 (𝑝𝑝𝑚) =
(𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑑𝑎 − 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑎)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑑𝑎
𝑥 106 

Santos et al. (2017) em seus estudos com extrato hidroetanólico da casca do caule 

de aroeira-do-sertão constataram através de HPLC a presença de flavonóides, compostos 

terpernóides, terpenos e compostos aromáticos. Já com a fração hidrometanol identificou perfis 

semelhantes aos taninos como ácido gálico, ácido tânico, catequina e pirogalol, e com o extrato 

hidroacetônico mostrou a presença de fisetina, ácido gálico e ácido elágico. De acordo com essa 

pesquisa podemos dizer que a aroeira é uma planta com bastante compostos químicos 

distribuídos por toda planta, já que alguns desses compostos também foram identificados nos 

extratos aquosos FSDEC e FSMAC incluindo os flavonóides, taninos, ácido gálico e ácido 

quínico, cuja presença está associada a atividade antioxidante encontrada concordando com os 

ensaios realizados.   

 

Figura 2 – Cromatogramas de extratos aquosos de M. urundeuva FSDEC e FSMAC em modo de ionização 

negativa. 

 

Fonte: Próprio autor. FSDEC: Folhas secas por decocção (A), FSMAC: Folhas secas por maceração (B). 
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Table 3. Tentativa de identificar metabólitos secundários presentes em extratos aquosos das folhas de M. 

urundeuva. 

 

Picos 

 

tr 

(min) 

 

Modo de ionização 

negativo 

 

Fórmula 

molecular  

 

Tentativa de 

identificação 

 

FSMAC 

 

FSDEC 

 

Referências 

  MS  

[M-H]- 

MS/MS ppm      

1  0,86 207,0500 144,0734 

129,0156 

-2,4 C7H12O7 N.I + + - 

2  0,96 191,0509 127,0402 

85,0319 

6,3 C14H8O N.I + + (CASTRO et 

al., 2019) 

3  1,60 331,0665 271,0433 

169,0121  

89,0237 

0,0 C13H16O10 Glucose 

galloyl 

+ + (CASTRO et 

al., 2019; 

DORTA et 

al., 2014) 

4  1,80 391 191,0538 

169,0123 

125,0240 

- - Derivado de 

ácido gálico 

+ + - 

5  1,98 343,0676 191,0432 

169,0132 

125,0290 

3,2 C14H16O10 Galloyl 

quinic acid  
+ + (ABU-

REIDAH et 

al., 2015; 

CASTRO et 

al., 2019; 

ERŞAN et 

al., 2016) 

6  2.93 321,0226 169,0115 

125,0234 

-6,5 C14H10O9 Digallic acid - + (ABU-

REIDAH et 

al., 2015; 

CASTRO et 

al., 2019) 

7  3,18 951,0683 933,0610 

300,9964 

-6,0 C41H28O27 Geraniin + + (CASTRO et 

al., 2019; 

KUMAR et 

al., 2015) 

8  3,65 953,0915 300,9965 

169,0124 

2,0 C41H30O27 Geraniinic 

acid 

- + (CASTRO et 

al., 2019; 

POJCHAIJO

NGDEE et 

al., 2010) 

9  3,92 609,1434 301,0239 

300,0243 

-3,6 C27H30O16 Rutin + + (ABU-

REIDAH et 

al., 2015; 

CASTRO et 

al., 2019) 

10  4,08 463,0872 301,0279 -1,1 C21H20O12 Quercetin 3-

O-

galactoside 

+ + (CASTRO et 

al., 2019; 

ERŞAN et 

al., 2016) 
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11  4,30 1091,1234 939,1096 

769,0826 

-3,5 C41H40O35 Hexagalloyl 

hexoside 

isomer I 

- + (CASTRO et 

al., 2019; 

ERŞAN et 

al., 2016) 

12  4,55 1091,1272  0,0 C41H40O35 Hexagalloyl 

hexoside 

isomer II 

+ + - 

13  4,90 621,0543 469,0366 

393,1707 

169.0158 

-5,2 C22H22O21 Valoneic 

acid-galloyl 

lactone 

+ + (ABU-

REIDAH et 

al., 2015; 

CASTRO et 

al., 2019) 

Fonte: Próprio autor. FSDEC: Folhas secas por decocção, FSMAC: Folhas secas por maceração.  

17.4 Simulação Gastrointestinal in vitro 

 

O efeito da simulação gastrointestinal in vitro sobre os compostos fenólicos totais, 

taninos, flavonóides e atividade antioxidante está apresentado na Tabela 4. Os extratos 

analisados pelas técnicas de maceração e decocção exibiram teores mais elevados de compostos 

bioativos, indicando que poderiam ser utilizados como fonte potencial de fenólicos naturais e 

antioxidantes (Tabela 2). Após todas as etapas das condições gastrointestinais simuladas, se 

obteve uma boa quantidade de fenólicos totais (7,62 a 12,64%), taninos (103,57 a 185,09%), 

flavonóides (1,21 a 1,46%) e antioxidantes (ABTS 7,97 a 8,34%; DPPH 1316,19 a 1747,09%) 

(Tabela 4). 

A digestão gástrica proporcionou a liberação de 54,22 e 75,71% dos compostos 

fenólicos, este fato pode ser atribuído principalmente ao pH ácido e à atividade enzimática, que 

pode induzir a hidrólise de alguns compostos fenólicos ligados a outros constituintes, havendo 

uma redução para 7,62 e 12,64% na digestão total final (CARVALHO, 2017) (Tabela 4).   

Similarmente, Baublis et al. (2000) e Liyana-Pathirana e Shahidi (2005) sugeriram 

que as condições gástricas aumentam a capacidade de extração de compostos fenólicos da 

matriz alimentar. Por outro lado, a fase dialisada apresentou a menor concentração de 

compostos fenólicos, provavelmente devido a interação destes com outros constituintes 

podendo favorecer a formação de complexos com baixa solubilidade ou grande peso molecular, 

que não podem atravessar a membrana de diálise causando uma redução em sua concentração. 

Retendo esses compostos na parte não dialisada, cujo resultado foi bastante elevado, Scalbert e 

Williamson (2000) também relacionaram o peso molecular de compostos fenólicos a sua 

capacidade de absorção no intestino. 

 

https://www.google.com/search?biw=654&bih=648&q=Valoneic+acid-galloyl+Lactone&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwi9m6SO6cbaAhWHEpAKHa_wCYQQBQglKAA
https://www.google.com/search?biw=654&bih=648&q=Valoneic+acid-galloyl+Lactone&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwi9m6SO6cbaAhWHEpAKHa_wCYQQBQglKAA
https://www.google.com/search?biw=654&bih=648&q=Valoneic+acid-galloyl+Lactone&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwi9m6SO6cbaAhWHEpAKHa_wCYQQBQglKAA
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Tabela 4. Bioacessibilidade de compostos bioativos de extratos aquosos das folhas de aroeira-do-sertão. 

Fenólicos Totais (mg EAG/g extrato seco) 

Extratos CBI Digerido gástrico    Não dialisado Dialisado Bioacessibilidade (%) 

1FSMAC 1080,88a 586,06a     544,95a   82,37a               7,62 

2FSDEC 1081,94a 819,20a     812,14b  136,75b              12,64 

Taninos (mg EAT/g extrato seco) 

1FSMAC 84,06a 806,67a     729,85a 87,06a              103,57 

2FSDEC 51,93b 957,39a     712,46a 96,12a              185,09 

Flavonóides (mg EQ/g extrato seco) 

1FSMAC 644,08a 13,57a       43,34a 9,41a               1,46 

2FSDEC 850,69b 16,73a       47,02a 10,30b               1,21 

ABTS (µM trolox/g extrato seco) 

1FSMAC 4763,32a 1269,32a       1201,23a 397,53a                8,34 

2FSDEC 5710,55b 1149,25a       1231,49a 455,02a                7,97 

CE50 (mg/L) 

1FSMAC 183,62a 642,33b     401,25b 3208,00b             1747,09 

2FSDEC 115,89b 256,67a     352,61a 1525,33a             1316,19 

1FSMAC (Folhas secas por maceração); 2FSDEC (Folhas secas por decocção); CBI: composto bioativo inicial; 

Mesma letra indica que não houve diferença estatística (p<0,05) entre as amostras em cada análise; Letras 

diferentes houve diferença estatística (p<0,05) entre as amostras em cada análise. 

  

Além disso, Saura-Calixto et al. (2007), relataram que os fenóis ligados a 

compostos de alta massa molar, como proteínas e carboidratos, pode ser liberada pela ação da 

enzima digestiva levando a um aumento significativo nas suas concentrações após a simulação 

gástrica. Estudos de intervenção em humanos mostraram uma baixa porcentagem (5 a 10%) de 

compostos fenólicos disponíveis para absorção no intestino demonstrando que a fração 

bioacessível de fenólicos é pequena, mas significativa para exercer seus efeitos funcionais e 

nutricionais (CLIFFORD, 2004).  

Os flavonóides e taninos estão inseridos no grupo dos compostos fenólicos. Os 

flavonóides apresentaram baixas porcentagens de bioacessibilidade 1,21 e 1,46%, segundo 

Piskula (2000) relatou uma diminuição no conteúdo de isoflavonas durante a digestão gástrica 

devido à falta de solubilidade em condições ácidas. Sanz e Luyten (2006) observaram que o pH 
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gástrico (não ação enzimática) influenciou significativamente na concentração e partições de 

isoflavonas.  

Os taninos apresentaram comportamento diferente, com mais de 100% do total 

solubilizado na etapa final após simulação gastrointestinal. Essa alta porcentagem de taninos 

está relacionada com elevada quantidade desse composto nas folhas, classificados como taninos 

hidrolisáveis se apresentando como galotaninos e na presença do solvente ocorre o rompimento 

da ligação liberando novas substâncias (AQUINO et al., 2019; SOUZA, 2012). No caso da 

simulação gastrointestinal os taninos hidrolisáveis por hidrólise ácida liberam ácidos fenólicos 

(SGARBIERI, 1996).   

A diminuição da atividade antioxidante em condições intestinais pode ser atribuída 

ao fato de que algumas substâncias com antioxidante, como fenólicos, pode ser transformado 

em diferentes formas estruturais com outras propriedades químicas devido a sua sensibilidade 

ao pH alcalino (BERMÚDEZ-SOTO et al., 2007). Os resultados mostraram uma variação de 

7,97 a 8,34% no caso da análise por ABTS, enquanto por DPPH• os resultados foram elevados 

mostrando que a atividade antioxidante foi reduzida, já que se trata de uma grandeza 

inversamente proporcional. Segundo Rodríguez-Roque et al. (2014), alguns compostos 

antioxidantes podem ser perdidos pela digestão enzimática ou por mudanças de pH em 

simulações in vitro. 

 

18. CONCLUSÃO 

 

Nos extratos aquosos das folhas secas de aroeira-do-sertão obtidos por maceração 

e decocção foram identificados 13 compostos químicos, dentre eles flavonóides, taninos, 

derivados do ácido gálico e ácido quínico. Em todos os extratos pesquisados foram 

quantificados altos teores de compostos fenólicos, taninos, flavonóides e atividade antioxidante, 

obtendo quantidades significativas desses compostos bioativos após a simulação 

gastrointestinal, indicando que os extratos podem ser utilizados como fonte de compostos 

bioativos pela indústria de alimentos. 
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19. CAPÍTULO IV 

POTENCIAL ANTIOXIDANTE, ANTIBACTERIANO E TOXICOLÓGICO DAS 

FOLHAS DE Myracrodruon urundeuva Allemão 

Maria Jaiana Gomes Ferreira1* 

Francisco Lucas Alves Batista2 

Francisco Ernani Alves Magalhães2 

Larissa Morais Ribeiro da Silva1  

Raimundo Wilane de Figueiredo1  

Evânia Altina Teixeira de Figueiredo1 

 

RESUMO 

Myracrodruon urundeuva Allemão é uma planta conhecida como “aroeira-do-sertão”, “aroeira-

preta” ou “urundeuva”, espécie da família Anacardiaceae, amplamente utilizada pela população 

por possuir propriedades anti-inflamatórias e cicatrizantes. Tendo em vista a importância dos 

compostos bioativos presentes nessa planta, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial 

antioxidante, antibacteriano e toxicológico das folhas de Myracrodruon urundeuva Allemão. 

Os extratos foram obtidos utilizando diferentes métodos extrativos (decocção, infusão, 

maceração e turbolização) e foram submetidos a análise de Ressonância Magnética Nuclear, 

atividade antioxidante, antimicrobiana e toxicidade, se destacando os extratos obtidos por 

maceração e decocção. Foram identificados nos extratos galotaninos, ácido gálico, flavonóides, 

derivado da Prolina (N-Metil-trans-4-hidroxi-L-prolina) e ácido quínico. Os extratos 

apresentaram atividade antimicrobiana sobre bactérias Gram-positivas e negativas, 

constantemente associadas a contaminação de alimentos. O potencial antioxidante, teor de 

compostos fenólicos, taninos e flavonóides foram quantificados e os extratos avaliados não 

apresentaram toxicidade frente a Artemia salina, indicando que podem ser utilizados como 

fonte de compostos bioativos em substituição a casca do caule, além de evitar a extinção da 

planta. 

 

Palavra-chaves: Métodos extrativos; Compostos químicos; Potencial antioxidante; Potencial 

antimicrobiano; Artemia salina.  

 

 

 

 

_________________________________ 
1 - Department of Food Engineering, Federal University of Ceara (UFC), 60455-760, Fortaleza, CE, Brazil. 

Corresponding author, Fone: (88) 99932-3761, *E-mail: mjaiana@hotmail.com.  

2 – Department of Chemistry, Laboratory of Natural Product Bioprospecting and Biotechnology (LBPNB), State 

University of Ceara (UECE), 60000-000, Tauá, CE, Brazil. 

mailto:mjaiana@hotmail.com


75 
 

20. INTRODUÇÃO 

Myracrodruon urundeuva Allemão, uma árvore de madeira amplamente distribuída 

no Brasil e comumente conhecida como “aroeira-do-sertão”, pertence à família Anacardiaceae. 

Os produtos naturais representam uma rica fonte de diversidade estrutural e atividades 

biológicas (NEWMAN e CRAGG, 2016). Em preparações feitas com extratos de M. urundeuva 

foram observadas atividades antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatória e analgésica, 

fazendo com que esse vegetal seja objeto de pesquisas (CECÍLIO et al., 2016). 

As atividades biológicas de M. urundeuva estão associadas aos compostos 

bioativos, essa espécie possui altas concentrações de compostos fenólicos, principalmente 

taninos, e vários estudos demonstraram as qualidades terapêuticas desses compostos (VIANA 

et al., 2003; MONTEIRO et al., 2006a).  

A decocção, maceração, infusão e turbolização são metodologias de baixo custo e 

simples de serem usadas. A infusão é um processo de diluição do soluto por um solvente em 

ebulição, na decocção o solvente é adicionado ao soluto e ambos são aquecidos e mantidos em 

fervura (PANDEY e TRIPATHI, 2014), na maceração o material vegetal é colocado em contato 

com o solvente e deixado por um período (HANDA et al., 2008) e na turbolização, a extração 

acontece ao mesmo tempo com a redução do tamanho de partícula do material vegetal, devido 

à aplicação de elevadas forças de cisalhamento (SIMÕES et al., 2003). 

Os solventes mais utilizados são água, etanol, metanol, clorofórmio, éter e acetona 

(PANDEY e TRIPATHI, 2014). Popularmente, os supostos princípios ativos são extraídos das 

folhas, frutos, cascas, sementes, raízes das plantas, utilizando a água, solução hidroalcóolica ou 

outros reagentes químicos como solventes (PANDEY e TRIPATHI, 2014). Os extratos aquosos 

surgiram como substitutos mais ambientalmente viáveis porque não produzem nenhum resíduo 

tóxico ao mesmo tempo que atendem às normas da “química verde” (CUNHA et al., 2015). 

De acordo com Yunes e Calixto (2001), os estudos de plantas e de novas substâncias 

torna-se um balanço entre a atividade biológica versus a toxicidade, um parâmetro fundamental 

para verificar sua aplicabilidade na indústria alimentícia. O bioensaio com Artemia salina (BST 

– Brine Shrimp Test) serve tanto como indicador de toxicidade como de bioatividade de 

diversas substâncias químicas, inclusive para os extratos de plantas (KARCHESY et al., 2016). 

Por fim, apresentam vantagens como: rapidez, praticidade, simplicidade, baixo custo, requer 

pouca quantidade de amostra, além de apresentar uma boa relação com testes in vivo, sugerindo 

que é um método útil e de confiança, segundo Silva et al. (2017). 
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A planta é explorada como fonte de madeira, combustível e principalmente 

remédio. Essas práticas são responsáveis por colocar a planta na categoria de ameaçadas de 

extinção (ALBUQUERQUE e ANDRADE, 2002). No intuito de resolver essa questão, o uso 

das folhas surge como alternativa para substituir a casca do caule, e Freitas et al. (2018) 

mostraram em sua pesquisa que o extrato da casca do caule apresentou toxicidade. 

Tendo em vista a importância dos compostos bioativos presentes nessa planta, este 

trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante, antibacteriano e toxicológico das 

folhas de Myracrodruon urundeuva Allemão .  

  

21. MATERIAL E MÉTODOS 

 

21.1  Material Vegetal 

 

As folhas de M. urundeuva foram coletadas no Núcleo de Ensino e Pesquisa de 

Agricultura Urbana – NEPAU (3º44’16.0”S 38º34’22.6”W) localizado na Universidade 

Federal do Ceará. O extrato aquoso foi produzido no Laboratório de Frutos e Hortaliças do 

Departamento de Engenharia de Alimentos da Universidade Federal do Ceará. 

O material vegetal e as bactérias estão cadastrados no Sistema Nacional de Gestão 

do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o número de 

acesso A9B8196, por meio da Universidade Federal do Ceará.  

 

21.2  Obtenção dos Extratos 

 

Os extratos foram preparados pelas técnicas de turbolização (FFTURB), maceração 

(FFMAC), decocção (FFDEC) e infusão (FFINF) utilizando 200 g de folhas frescas para 1000 

mL de água. Após elaboração, procedeu-se à filtração dos extratos em filtros de papel e secagem 

em um liofilizador (Christ Modelo Alpha 1-2 LD plus) obtendo o extrato seco (ZORTÉA et al., 

2015; BEVILAQUA et al., 2007; RODRIGUES et al., 2011). Os extratos secos foram 

armazenados sob congelamento. 

 

21.3  Determinação do rendimento 

 

Os extratos obtidos foram submetidos a cálculo de rendimento total de acordo com 

a fórmula abaixo (RODRIGUES et al., 2011):  
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𝑅𝑒 =  (𝑃𝑒𝑥𝑡 /𝑃𝑓𝑜𝑙ℎ𝑎𝑠) 𝑥 100.  

 

Onde:  

Re = Rendimento total do extrato (%); 

Pext = Peso do extrato seco (g);  

Pfolhas = Peso das folhas frescas (g). 

 

21.4 Identificação de metabólitos secundários por Ressonância Magnética Nuclear 

 

Os extratos das folhas frescas de M. urundeuva foram submetidos a análise de 

Ressonância Magnética Nuclear visando identificação dos compostos presentes. Os espectros 

de Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN 1H) uni e bidimensionais, foram 

obtidos em espectrômetro Bruker, modelo DPX-300 utilizando frequência de 300,13 MHz (1H).  

 

21.5  Determinação de compostos fenólicos totais 

 

A análise foi realizada de acordo com o método proposto por Larrauri et al. (1997). 

Foi realizada em triplicada e a alíquota utilizada foi 0,05 mL para uma solução de extrato na 

concentração de 1 mg/mL. As leituras foram realizadas após 30 minutos utilizando 

espectrofotômetro marca Shimadzu (Modelo UV- 1800) à 700 nm. A quantificação de 

compostos fenólicos totais das amostras foi realizada por meio de curva padrão preparada com 

ácido gálico, sendo o resultado expresso em mg EAG/g de extrato seco. 

 

21.6  Potencial antioxidante 

 

21.6.1 Determinação da atividade antioxidante total pela captura do radical ABTS•+ 

 

A atividade antioxidante foi determinada conforme método descrito por Rufino et 

al. (2007a). Os extratos testados foram preparados nas concentrações de 100 µg/mL, 250 µg/mL 

e 350 µg/mL utilizando o volume de 30 µL. A leitura foi realizada em espectrofotômetro marca 

Shimadzu (Modelo UV- 1800) à 734 nm utilizando álcool etílico como branco para calibrar o 

espectrofotômetro. Todas as análises foram realizadas em três experimentos independentes, 

cada um em triplicata. A quantificação de antioxidante total das amostras foi realizada por meio 
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de curva padrão preparada com Trolox e resultados expressos como equivalentes de µM 

Trolox/g de extrato seco. 

 

21.6.2 Determinação da atividade antioxidante total pela captura do radical DPPH• 

 

A atividade antioxidante foi medida segundo o método descrito por Rufino et al. 

(2007b). Os extratos testados foram preparados nas concentrações de 100 µg/mL, 250 µg/mL 

e 350 µg/mL. A absorbância foi medida a 515 nm em espectrofotômetro marca Shimadzu 

(Modelo UV- 1800). O álcool etílico foi utilizado para calibrar o equipamento. Todas as 

medidas foram realizadas em três experimentos independentes, cada um em triplicata. Os 

resultados foram expressos pelo valor CE50 (Concentração Efetiva 50%).  

 

21.7 Quantificação de taninos 

 

Os teores de taninos totais nos extratos foram quantificados segundo método 

descrito por IAL (2008). A concentração dos extratos utilizados foram 0,07 mg/mL e alíquota 

de 5 mL. A leitura foi realizada à 760 nm em espectrofotômetro (Shimadzu Modelo UV- 1800). 

Todas as análises foram realizadas em três experimentos independentes, cada um em triplicata. 

A partir das absorbâncias obtidas, foi construída uma curva de calibração analítica, utilizada 

posteriormente para o cálculo dos teores de taninos totais, expressos em mg de equivalente de 

ácido tânico/g de extrato seco. 

 

21.8 Quantificação de flavonóides totais 

 

A determinação dos teores de flavonóides totais foi realizada segundo o método 

descrito por Woisky e Salatino (1998), sendo utilizada concentração de 3 mg/mL. Os 

experimentos foram feitos em triplicata e a leitura foi realizada em espectrofotômetro 

(Shimadzu Modelo UV- 1800) à 425 nm. Todas as análises foram realizadas em três 

experimentos independentes, cada um em triplicata. O conteúdo de flavonóides totais foi 

determinado usando a equação da curva padrão de quercetina, sendo os resultados expressos 

em mg de quercetina/g de extrato seco. 

 

21.9 Potencial antimicrobiano 
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21.9.1 Concentração inibitória mínima (CIM) 

 

As concentrações inibitórias mínimas dos extratos foram determinadas sobre o 

crescimento de Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella Enteritidis, 

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa pelo método de microdiluição em placa (96 poços, 

300 μl de capacidade/poço; MicrotestTM, Becton Dickinson and Co.) (BRANEN e 

DAVIDSON, 2004). O inóculo foi preparado na concentração 105 UFC/mL, sendo utilizado 

100 μL de inóculo em cada poço para teste de atividade antimicrobiana. Em seguida, nos 

mesmos poços foram adicionadas alíquotas de 100 μL da solução antimicrobiana já diluída em 

água destilada estéril nas concentrações que variaram de 0,2 a 42,0 mg/mL. Foram utilizados 

os seguintes poços controles:  

1. Inóculo, meio de cultura e água destilada estéril (controle positivo) para avaliar a 

viabilidade do microrganismo testado. 

2. Meio de cultura e soluções antimicrobianas nas concentrações testadas (controle das 

soluções) para verificar a inocuidade.  

Após distribuições dos tratamentos nas placas, foram realizadas as leituras de 

densidade óptica inicial e final D.O630nm
 (T=0; T=24) após 24 horas de incubação a 35 ºC 

utilizando um leitor de absorbância em microplacas Elx 808 (Instruments BioTek, Inc. 

Winooski, VT, EUA). Foram classificadas como inibitórias as concentrações que apresentaram 

resultados cuja variação (∆) das leituras de DO630nm foram ≤ 0,05 (BRANDT et al., 2010). 

 

21.9.2 Determinação da concentração bactericida mínima (CBM) 

 

As concentrações que mostraram atividade inibitória foram submetidas a avaliação 

da concentração bactericida mínima. Uma alíquota de 100 μL de cada concentração das 

soluções antimicrobianas, foi espalhada nas superfície das placas (Spread plate) contendo o 

Tryptic Soy Ágar (TSA/Difco, Detroit, EUA) ou Tryptic Soy Ágar enriquecido com 0,1 % 

extrato de levedura (TSA+YE/Difco, Detroit, EUA). As placas foram incubadas a 35 ºC/24 

horas em BOD (Biochemical Oxygen Demand, Quimis/Modelo Q316-M26). As concentrações 

das soluções antimicrobianas testadas que proporcionaram redução de três ciclos logarítmicos 

(3,0 log10 UFC/mL) de células viáveis a partir da concentração do inóculo inicial (105 UFC/mL) 

foram classificadas como bactericidas (BRANEN e DAVIDSON, 2004; BRANDT et al., 2010). 

 

21.10 Atividade toxicológica frente Artemia salina Leach 
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O ensaio de letalidade em Artemia salina Leach foi realizado de acordo com a 

metodologia descrita por Meyer et al. (1982), com modificações. Os cistos de Artemia salina 

foram colocados para eclodir em 1 L de solução salina preparada com a seguinte formulação: 

15,15 g de cloreto de sódio (NaCl); 3,13 g de cloreto de magnésio hexahidratado 

(MgCl2.6H2O); 3,87 g de sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H2O); 9,88 g de cloreto 

de cálcio bihidratado (CaCl2.2H2O); 0,41 g de cloreto de potássio (KCl) e 0,11 g de bicarbonato 

de sódio (NaHCO3). 

O pH da solução salina foi mantido entre pH 8-9 utilizando-se solução de NaOH a 

1N. A eclosão dos ovos se deu à 27 ºC e sob luz de 100 W por um período de 24 a 48 horas. 

Uma parte da solução salina foi reservada para o preparo das concentrações de 10, 100, 500 e 

1000 µg/mL dos extratos. O controle negativo foi preparado utilizando apenas solução salina. 

Os náuplios foram coletados com uma micropipeta e transferidos para os frascos contendo os 

extratos nas diferentes concentrações, o teste foi realizado em triplicata.  

Os frascos foram colocados sob controle de luz e temperatura (27 ºC) por 24 horas. 

Passado este período, registrou-se a quantidade de náuplios vivos. A relação entre o número de 

náuplios mortos e o aumento da concentração dos extratos foi utilizada para o cálculo dos 

valores da CL50. As substâncias testadas em diferentes concentrações foram classificadas como 

tóxicas quando apresentassem CL50 menor que 1000 μg/mL e não tóxicas com CL50 maior que 

1000 μg/mL. 

 

21.11 Análise estatística  

 

Os resultados das análises de fenólicos totais, taninos, flavonóides e antioxidantes 

foram expressos em média ± desvio padrão. Todas as análises foram realizadas como auxílio 

do software Statistica 10, para cálculo da análise de variância (ANOVA) e aplicação do teste 

de Tukey. O nível de significância adotado foi de 5% (p < 0,05). E para Artemia salina foi 

estimado a CL50% dos naúplios, através da análise Probit no software Statistica 10, nível de 

significância de 5% (p<0,05). 

 

22. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

22.1  Rendimento 
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O uso etno medicinal de materiais vegetais por diversas pessoas estimularam alguns 

pesquisadores na preparação do extrato vegetal a partir de tecidos vegetais frescos (NCUBE, 

AFOLAYAN e OKOH, 2008; DAS, TIWARI e SHRIVASTAVA, 2010). 

O rendimento dos extratos variou em função do método de extração, obtendo 

melhor resultado os extratos produzidos pelas metodologias a quente (Tabela 1). Segundo 

Tiwari et al. (2011), os métodos extrativos influenciam diretamente na extração, e 

consequentemente no rendimento total do extrato. Vongsak et al. (2013) em suas pesquisas com 

extrato da folha fresca de Moringa oleífera demonstrou que a metodologia de decocção 

proporcionou maior redimento que a de compressão. 

 
Tabela 1. Rendimentos dos extratos aquosos a partir das folhas frescas de aroeira-do-sertão. 

Extratos Peso Folhas (g) Peso Extrato Seco (g) Rendimento (%) 
 

Concentração (g/mL) 

1FFTURB 742,66 41,18 5,54 0,2 
2FFMAC 200,00 15,03 7,52 0,2 

3FFDEC 140,00 16,19 11,56 0,2 

4FFINF 146,00 17,31 11,86 0,2 

Fonte: Próprio autor. 1FFTURB (Folhas frescas por turbolização); 2FFMAC (Folhas frescas por maceração); 
3FFDEC (Folhas frescas por decocção); 4FFINF (Folhas frescas por infusão). 

 

A eficiência da extração está diretamente relacionada a fatores intrínsecos do 

processo, tais como, tempo de contato do vegetal com o líquido extrator, renovação do solvente, 

velocidade de agitação e temperatura (SIMÕES et al., 2010). 

Os menores rendimentos encontrados na extração a frio podem ter sido ocasionados 

pela baixa velocidade de equilíbrio entre as substâncias e o solvente (FARMACOPÉIA 

BRASILEIRA, 1996). No caso da turbolização pode ser atribuído ainda o menor tempo de 

contato do solvente com as folhas.  

 

22.2  Identificação de metabolitos secundários por Ressonância magnética nuclear 

 

A análise de ressonância magnética nuclear nos extratos aquosos das folhas frescas 

de aroeira-do-sertão mostrou a presença de Galotaninos, Ácido Gálico, Flavonóides, Derivado 

da Prolina (N-Metil-trans-4-hidroxi-L-prolina) e Ácido Quínico (Figura 1). Lopes et al. (2018) 

identificaram a presença de flavonóides e compostos fenólicos no extrato etanólico das folhas 

de aroeira-do-sertão, corroborando com os dados do presente estudo. 

Nos estudos de Machado (2013) foi verificado a presença de galotaninos e 

derivados de ácido gálico, enquanto Sá (2008) descobriu no extrato metanólico os flavonóides 
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e fenólicos. A mudança de substâncias encontradas em cada pesquisa está relacionada com o 

método extrativo e o solvente utilizado (SOUZA, 2012). Outras pesquisas têm apontado a 

presença de taninos, que são compostos responsáveis pela resistência à degradação natural da 

planta (SCHOFIELD et al., 2001; VIANA, 2003).  

De modo geral, as folhas têm menor concentração de agentes antimicrobianos que 

as cascas das plantas (VASCONCELOS et al., 2004). Porém, a elaboração de extratos a partir 

de folhas e frutas tem a vantagem de ser uma prática sustentável que promove a sobrevivência 

da planta (PINHO et al., 2012). 

 

 

 

 

Figura 1 - Ressonância magnética nuclear – FFINF (Folhas frescas por infusão/a); FFTURB (Folhas frescas por 

turbolização/b); FFMAC (Folhas frescas por maceração/c); FFDEC (Folhas frescas por decocção/d) 

[¹H/D2O/303K].  
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Fonte: Próprio autor. 1 – Galotaninos; 2 - Ácido Gálico; 3 – Flavonóides; 4 – Derivado da Prolina (N-Metil-trans-

4-hidroxi-L-prolina); 5 – Ácido Quínico. 
 

 

Pinho et al. (2012) realizaram rastreamento fitoquímico no extrato hidroalcóolico 

das folhas de aroeira e detectaram a presença de esteróides, fénois simples, flavonas, 

flavonóides, flavonóis, flavononas, flavononóis, saponinas, taninos e xantonas. 

 

22.3  Potencial antioxidante, teor de compostos fenólicos, taninos e flavonóides  

 

Para atividade antioxidante pelo método ABTS os resultados variaram de 5407,95 

a 6287,62 µM trolox/g de extrato seco, onde o extrato obtido por maceração diferiu 

estatisticamente dos demais extratos apresentando maior resultado (Tabela 2).  

 
Tabela 2. Conteúdo de fenólicos totais, taninos, flavonóides e antioxidante dos extratos aquosos das folhas frescas 

de aroeira-do-sertão.  

Extratos Fenólicos Totais 

mg EAG/g 

Taninos 

mg EAT/g                       

Flavonóides 

mg EQ/g 

ABTS•+  

  µM trolox/g        

CE50     

mg/L             

1FFTURB 994,87±1,05a 33,32±0,08d 578,62±1,46a 5496,64±0,17b  94,84±2,41b 

1 

4 

5 

2 3 

4 

5 

c 

d 
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2FFMAC 905,82±2,71a  101,66±0,13a 445,28±1,78b 6287,62±0,16a  153,11±1,95a  

3FFDEC 1049,36±1,53a 72,67±0,04b 642,28±3,17a 5407,95±0,22b  137,64±0,60a 

4FFINF 1018,14±1,04a  36,66±0,06c 603,24±1,83a 5527,45±0,14b 88,83±1,39b  

Fonte: Próprio autor. FFINF (Folhas frescas por infusão); FFTURB (Folhas frescas por turbolização); FFMAC 

(Folhas frescas por maceração); FFDEC (Folhas frescas por decocção). Resultados: média de três repetições; 

Mesma letra indica que não houve diferença estatística (p<0,05) entre as amostras de cada análise; Letras diferentes 

houve diferença estatística (p<0,05) entre as amostras de cada análise. 

 

Os extratos das folhas frescas de aroeira-do-sertão são compostos por fenólicos (1a, 

1b, 1c e 1d) e flavonóides (Figura 1a e 1d) que contribuem diretamente para a atividade 

antioxidante (ANJO, 2004; DORMAS et al., 2007).      

O potencial antioxidante dos diferentes extratos aquosos das folhas de aroeira-do-

sertão em sequestrar radicais livres foi expresso como concentração final do extrato necessária 

para inibir a oxidação do radical DPPH• em 50%, e os resultados são descritos na Tabela 2, a 

CE50 variou de 88,83 a 153,11 mg/L. Nas metodologias de extração a frio (turbolização e 

maceração) houve diferença estatística apresentando melhor resultado o extrato que teve menor 

tempo de contato com a água, assim como ocorreu com as metodologias a quente (decocção e 

infusão). Na extração por turbolização ocorre uma redução do tamanho da partícula da folha 

proporcionando uma passagem mais eficiente dos compostos bioativos para a água (COSTA et 

al., 2005) e no caso da infusão, a temperatura mais elevada provoca um amaciamento das 

partículas da folha ocasionando uma maior solubilidade dos compostos (SIMÕES et al., 2010).  

Segundo Azizah et al. (1999) os compostos antioxidantes são sensíveis à ação da 

luz, oxigênio e calor. No estudo realizado por Medsen e Bertelsen (1995), o aquecimento do 

material vegetal resultou na redução da atividade antioxidante da maioria dos extratos ativos 

devido, principalmente, às reações dos compostos fenólicos com outras substâncias.  

Estudos demonstraram o potencial antioxidante de M. urundeuva (DOSS e 

THANGAVEL, 2011; IFESAN et al., 2013). Vieira et al. (2015) constataram que a CE50 para 

o extrato metanólico das folhas obtido por maceração foi de 12,9 µg/L, mostrando um potencial 

antioxidante melhor do que os extratos aquosos.   

Os fenólicos totais variaram de 905,82 a 1049,36 mg EAG/g de extrato seco, não 

havendo diferença estatística entre os extratos obtidos por diferentes metodologias (Tabela2). 

Junior et al. (2017) mostraram com a análise da composição fitoquímica da folha de aroeira-

do-sertão a presença de fenóis e flavonóides. Os compostos fenólicos promovem a defesa 

química das plantas contra microrganismos, patógenos e radiação UV (CROTEAU et al., 2000).  
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Junior et al. (2017) constataram que a presença de compostos fenólicos nos extratos 

foi responsável pela atividade antioxidante encontrada pelos métodos ABTS e DPPH, 

concordando com os resultados do presente estudo. Tendo em vista que os extratos aquosos de 

M. urundeuva apresentaram elevada quantidade de compostos fenólicos que por sua vez 

influenciaram na atividade antioxidante.  

O teor de taninos variou de 33,32 a 101,66 mg EAT/g de extrato seco, havendo 

diferença estatística entre os extratos (Tabela 2). Godinho et al. (2015) através da análise 

fitoquímica identificaram a presença de taninos utilizando três reagentes (cloreto férrico, 

acetato de chumbo neutro e acetato de cobre) em extrato etanólico das folhas da aroeira-do-

sertão, corroborando com os resultados obtido nessa pesquisa. Os taninos são compostos 

encontrados em maior abundância nos tecidos de plantas fornecendo proteção contra 

desidratação (ROCHA et al., 2002). São adstringentes, antissépticos e antioxidantes (CUNHA 

e BATISTA, 2005). 

Os taninos são compostos fenólicos de alto peso molecular, solúveis em água e 

álcool (CASTRO, 2004). Devido a solubilidade em água o extrato obtido por maceração 

apresentou o maior teor de taninos provavelmente devido ao tempo de contato da água com as 

folhas. 

O teor de flavonóides variou de 445,28 a 642,28 mg EQ/g de extrato seco. O extrato 

obtido por maceração apresentou o menor teor diferindo estatisticamente dos demais extratos 

(Tabela 2). Godinho et al. (2015) e Machado et al. (2016) também confirmaram a presença de 

flavonóides nas folhas de aroeira-do-sertão. O extrato obtido por decocção apresentou maior 

quantidade de flavonóides concordando com os resultados de Oliveira et al. (2016b) que 

quantificaram flavonóides em extratos de Dicksonia sellowiana (presl.). Hook obtidos por 

maceração, turbolização, infusão, decocção, ultrassom e soxhlet. Como propriedade medicinal, 

os flavonóides possuem funções antioxidante, anti-inflamatória, anticancerígena (VERDI et al., 

2005).  

 

22.4  Atividade antimicrobiana 

 

O potencial antimicrobiano foi evidenciado em todos os extratos aquosos das folhas 

frescas de aroeira-do-sertão (Tabela 3). As concentrações encontradas como inibitórias foram 

consideradas baixas para todos os microrganismos testados. Conforme esperado, as bactérias 

Gram-positivas foram mais sensíveis aos extratos e mesmo as bactérias Gram-negativas sendo 

mais resistentes devido a presença da membrana externa que forma um envelope complexo 



86 
 

(HOLLEY e PATTEL, 2005), encontramos concentrações bactericidas relativamente baixas, 

mostrando a eficácia desses extratos sobre bactérias de importância epidemiológica.  

Tabela 3. Atividade antimicrobiana dos extratos aquosos das folhas frescas de aroeira-do-sertão.  

 

Extratos 

L. monocytogenes S. aureus S. Enteritidis E. coli P. aeruginosa 

CIM  CBM 

 

CIM 

 

CBM 

 

CIM 

 

CBM 

 

CIM 

 

CBM 

 

CIM 

 

CBM 

mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL 

1FFTURB 0,3 8,0 0,2 0,2 5,0 12,0 12,0 42,0 5,0 27,0 

2FFMAC 0,9 8,5 0,2 0,4 8,0 10,0 11,0 28,0 10,0 26,0 

3FFDEC 0,4 9,0 0,2 0,8 6,0 7,0 9,0 27,0 6,5 20,0 

4FFINF 1,0 8,0 1,0 1,0 11,0 14,0 12,0 42,0 10,0 24,0 

Fonte: Próprio autor. CIM (Concentração inibitória mínima) e CBM (Concentração bactericida mínima). 
1FFTURB (Folhas frescas por turbolização); 2FFMAC (Folhas frescas por maceração); 3FFDEC (Folhas frescas 

por decocção); 4FFINF (Folhas frescas por infusão). 

 

Os extratos obtidos por maceração e decocção mostraram melhores resultados em 

relação aos obtidos por turbolização e infusão, supostamente devido ao tempo de contato e a 

temperatura que favoreceram o arraste de compostos responsáveis pela atividade 

antimicrobiana. 

A prospecção fitoquímica de extratos mostrou a presença de várias classes de 

metabólitos secundários, exibindo uma grande variedade de atividades, como antimicrobiana 

(MATIAS et al., 2010; FIGUEREDO et al., 2013). Estudos de atividades antimicrobianas dos 

extratos de M. urundeuva, bem como sua composição química, foram relatados por Junior et 

al. (2009). Segundo a literatura, certamente essa atividade antimicrobiana está diretamente 

relacionada com as propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias da aroeira-do-sertão 

extensivamente relatadas (CALOU et al., 2014). 

Figueiredo et al. (2014) testando extrato etanólico das folhas de aroeira-do-sertão, 

mostraram uma concentração inibitória mínima menor para cepas padrão e multirresistentes de 

E. coli e S. aureus em comparação as concentrações encontradas nessa pesquisa, resultado que 

pode estar associado a metodologia de extração e solvente utilizado. 

Os taninos protegem a planta contra o ataque de microrganismos patogênicos 

(TRUGILHO et al., 2003). Pinho et al. (2012) associaram potencial antimicrobiano a presença 

de taninos e flavonóides em extratos hidroalcóolicos da folha de aroeira-do-sertão. A presença 

desses compostos secundários nos extratos proporciona o rompimento da parede celular ou 

membrana plasmática facilitando a captação de drogas, inibem a síntese de ácidos nucleicos e 
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interrompem o metabolismo bacteriano (FIGUEREDO et al., 2013; MATIAS et al., 2010; 

CUSHNIE e LAMB, 2005).  

Autores revelaram que extratos obtidos a partir da folha de aroeira-do-sertão tem 

resultados expressivos contra bactérias Gram-positivas, possivelmente pela presença de 

compostos bioativos que afetam a síntese de peptideoglicanas, afirmando os resultados obtidos 

nesse estudo. Além disso, realizaram testes de identificação com os extratos e observaram a 

presença de diversos metabólitos secundários como taninos hidrolisáveis, flavonóides, 

saponinas, terpenos e esteróides (SILVA et al., 2013), comprovando que atividade 

antimicrobiana dos extratos está relacionada a presença de tais compostos. 

O potencial antimicrobiano dos extratos aquosos das folhas de aroeira-do-sertão 

sobre bactérias Gram-negativas é visto de forma positiva, já que poucos produtos de origem 

natural conseguem demonstrar atividade contra esses microrganismos. Os resultados de Junior 

et al. (2011) mostraram que os extratos alcoólicos das folhas de M. urundeuva apresentaram 

boa atividade contra Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella 

intermedia e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, cepas Gram-negativas de referência oral 

e isolados clínicos em condições planctônicas e de biofilme.   

 

22.5  Toxicidade por Artemia salina Leach 

 

Nos extratos aquosos provenientes das folhas frescas de aroeira-do-sertão não foi 

observado morte dos microcrustáceo Artemia salina no bioensaio em nenhuma das 

concentrações testadas, assim como no controle (Tabela 4). Dessa forma, o método de extração 

não influenciou na toxicidade das amostras. 

 
Tabela 4. Atividade tóxica dos extratos aquosos das folhas frescas de aroeira-do-sertão sobre Artemia salina.  

Extratos Nº de Artemia salina 

testadas 

Concentrações 

µg/mL 

% de Artemia salina 

vivas 

1FFTURB 10 10, 100, 500 e 1000 100 

2FFMAC 10 10, 100, 500 e 1000 100 

3FFDEC 10 10, 100, 500 e 1000 100 

4FFINF 10 10, 100, 500 e 1000 100 

 CN 10 - 100 

Fonte: Próprio autor. 1FFTURB (Folhas frescas por turbolização); 2FFMAC (Folhas frescas por maceração); 
3FFDEC (Folhas frescas por decocção); 4FFINF (Folhas frescas por infusão); CN (Controle Negativo). 
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Freitas et al. (2018), em seus ensaios com extrato hidroalcóolico da entrecasca da 

aroeira-do-sertão, mostraram alta taxa de mortalidade quando submetido a concentrações 

superiores a 20 µg/mL. Fator preocupante por ser a parte da planta costumeiramente usada pela 

população e que seu uso abusivo causa sua extinção.  

Com o intuito de resolver o problema do uso constante da casca do caule, os extratos 

obtidos das folhas frescas de aroeira-do-sertão não se mostraram tóxicos, sendo, portanto, 

seguros para uso. Estudo realizado por Meyer et al. (1982) considera tóxica, substâncias que 

apresentam valores de dose letal abaixo de 1000 µg/mL em Artemia salina. 

Carvalho e Oliveira (2012) mostraram que extrato metanólico das folhas de aroeira-

do-sertão não apresentaram citotoxicidade no teste in vitro de hemólise. Mesmo utilizando 

outro solvente na elaboração do extrato, essa pesquisa corroborou com os resultados 

encontrados. Porém Cavalcante et al. (2016) demonstraram a toxicidade do extrato etanólico 

das folhas de M. urundeuva nas concentrações de 100 e 1000 μg/mL, sendo este capaz de causar 

a morte de mais de 70% de larvas de Artemia salina. A utilização da água nos métodos 

extrativos dessa pesquisa é uma alternativa para substituir solventes que apresentam nocividade 

a saúde humana e ao meio ambiente, fazendo parte da química verde (CUNHA et al., 2015). 

Embora estudos fitoquímicos demonstrem a presença de compostos possivelmente 

tóxicos na aroeira-do-sertão como terpenos, alcalóides, taninos e substâncias esteroidais 

(KATO e AKISUE, 2002; LIMA et al., 2004; MONTEIRO et al., 2006b) o ensaio de toxicidade 

in vitro desta planta não mostrou resultados condizentes, provavelmente porque a quantidade 

desses compostos varia de acordo com o método de extração, quantidade de material vegetal e 

solvente. 

Em outro estudo, a CL50 (Concentração letal que reduz 50% da população avaliada) 

para o extrato aquoso da casca de aroeira-do-sertão foi de 263,10 µg/mL (SENIGALIA et al., 

2020). O autor concluiu que quando a CL50 for maior do que 1000 μg/mL, o extrato é 

considerado atóxico, entre 500 e 1000 μg/mL apresenta baixa toxicidade, entre 100 e 500 

μg/mL moderada toxicidade e menor que 100 μg/mL, alta toxicidade (AMARANTE et al., 

2011).  

 

23. CONCLUSÃO 

 

Nos extratos aquosos das folhas frescas de aroeira-do-sertão foram identificados 

Galotaninos, Ácido Gálico, Flavonóides, Derivado da Prolina (N-Metil-trans-4-hidroxi-L-

prolina) e Ácido Quínico. Esses compostos químicos foram responsáveis pelas atividades 
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antioxidante e antimicrobiana, destacando-se os extratos obtidos por decocção e maceração. 

Nenhum extrato apresentou toxicidade frente Artemia salina nas concentrações testadas, 

indicando que podem ser utilizados como fonte de compostos bioativos em substituição a casca 

do caule, além de evitar a extinção da planta. 
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24. CAPÍTULO V 

EFEITO DA APLICAÇÃO DE EXTRATO DE Myracrodruon urundeuva Allemão EM 

QUEIJO FRESCAL ULTRAFILTRADO: ATIVIDADE SOBRE Staphylococcus aureus 

E BIOACESSIBILIDADE DE BIOATIVOS 

Maria Jaiana Gomes Ferreira1* 

Celli Rodrigues Muniz2  

Maria Kueirislene Amâncio Ferreira3 

Francisco Ernani Alves Magalhães4 

Raimundo Wilane de Figueiredo1 

Larissa Morais Ribeiro da Silva1  

Evânia Altina Teixeira de Figueiredo1 

RESUMO 

O queijo é um alimento cuja composição propicia o crescimento de muitos microrganismos e a 

procura por conservantes naturais para esse alimento tem crescente demanda. Nesse contexto, 

o objetivo do trabalho foi avaliar a influência da aplicação do extrato aquoso das folhas secas 

de Myracrodruon urundeuva na atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus e 

bioacessibilidade de compostos bioativos em queijo frescal ultrafiltrado. O extrato aquoso foi 

obtido por maceração e submetido aos testes de toxicidade (Artemia salina e Zebrafish), sendo 

posteriormente adicionado ao queijo (0,35; 0,7; 2,1 e 4,2 mg/mL), seguido de aplicação de 

inóculo do Staphylococcus aureus. O extrato mostrou-se seguro para aplicação no queijo não 

apresentando toxicidade. O efeito antibacteriano do extrato aquoso foi constatado pela 

diminuição das contagens de S. aureus analisados a cada sete dias durante trinta dias e 

confirmada por visualização através da microscopia eletrônica de varredura e microscopia 

confocal. A bioacessibilidade de compostos bioativos foi quantificada nos tempos inicial e final 

de armazenamento. O extrato apresentou potencial para uso como antimicrobiano sobre S. 

aureus em queijo frescal ultrafiltrado com teor normal de gordura e light (4,2 mg/mL), obtendo 

maior eficiência no queijo light, mostrando redução de 2 ciclos logarítmicos. A análise de 

microscopia indicou atuação do extrato sobre a membrana plasmática de S. aureus. A adição 

do extrato ao queijo frescal ultrafiltrado com teor normal de gordura proporcionou ação 

antioxidante durante o armazenamento.  

Palavras-chave: Antimicrobiano natural; Aroeira-do-sertão; Contaminação alimentar; Matriz 

alimentar; Staphylococcus aureus. 
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25.  INTRODUÇÃO 

 

O queijo é um alimento consumido em todo o mundo. Os diferentes tipos de 

produção e tecnologias permite que as pessoas obtenham uma variedade enorme de produtos. 

Devido ao seu sabor agradável e alto valor proteíco, seu consumo aumentou nos últimos anos, 

segundo a Associação Brasileira das Indústrias de Queijo, o consumo per capita de queijos no 

Brasil é de 5,5 Kg (ABIQ, 2019). Por causa de sua composição e propriedades únicas, leite e 

produtos lácteos representam excelentes meio de crescimento para muitos microrganismos 

deteriorantes e patogênicos (NADA et al., 2012; CLAEYS et al., 2013).  

Devido ao alto manuseio durante o processo de fabricação, cadeia de frio 

inadequada e características intrínsecas, os microrganismos contaminantes podem diminuir a 

vida de prateleira desse produto, além de representarem um risco para saúde do consumidor 

(GOUVEA, ROSENTHAL e FERREIRA, 2017). Vários surtos de doenças de origem alimentar 

são associados ao consumo de laticínios, principalmente queijo (MELO, ANDREW e 

FALEIRO, 2015). Entre os patógenos, Staphylococcus aureus é constantemente associado a 

surtos de alimentos a partir do consumo de queijo (HASSANIEN, MAHGOUD e EL-ZAHAR, 

2014). 

S. aureus é uma bactéria Gram-positiva relatada principalmente em queijos 

produzidos sob más condições de higiene, tendo em vista que essa bactéria se encontra 

frequentemente associada a manipulação. Este patógeno produz enterotoxina que pode colocar 

em risco a saúde dos consumidores (GOUVEA, ROSENTHAL e FERREIRA, 2017). A 

produção de enterotoxinas é influenciada pela temperatura, pH, atividade de água (Aw), 

tamanho do inóculo, fonte de carbono e nitrogênio, concentração de sal e condições 

atmosféricas do substrato (FRANCO e LANDGRAF, 2005). Dessa forma, a utilização de 

aditivos no queijo que possam controlar o crescimento de S. aureus e consequentemente a 

produção de toxinas se torna uma alternativa para garantir a segurança microbiológica desses 

produtos. 

A fim de atender as novas demandas de consumidores, a indústria de alimentos e 

instituições de pesquisas têm procurado por conservantes provenientes de fontes naturais como 

alternativas aos sintéticos (GOUVEA, ROSENTHAL e FERREIRA, 2017).    

Myracrodruon urundeuva Allemão é considerada uma das plantas mais utilizadas 

na medicina popular (DUARTE et al., 2009). As folhas e cascas do caule são indicadas para o 

tratamento de diversas condições de saúde (ALBUQUERQUE et al., 2007), apresentando 
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efeitos antiséptico, antidiarréico, cicatrizante (DUARTE et al., 2009),  além de ação 

antimicrobiana (SÁ et al., 2009) e anti-inflamatória (BANDEIRA et al., 2013).    

Tendo em vista as propriedades funcionais associados aos metabolitos secundários 

extraídos de vegetais, a incorporação dessas substâncias nos alimentos apresenta relevância e 

uma alternativa para aliar efeito antimicrobiano natural e compostos naturais com atividade 

antioxidante. Os polifenóis, presentes lagarmente em plantas medicinais, são muito utilizados 

na indústria e por pesquisadores com a finalidade de retardar a degradação oxidativa dos 

lipídeos nos alimentos (JAVANMARDI et al., 2003). Neste sentido, vários pesquisadores têm 

utilizado o queijo como produto alimentício para inclusão de extratos, condimentos e polifenóis 

puros (FAION et al., 2015; EL-DIN et al., 2010; LIBRÁN et al., 2013; MARINHO et al., 2015; 

SILVA et al., 2015). 

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da aplicação de 

extrato de M. urundeuva na atividade contra Staphylococcus aureus e bioacessibilidade de 

bioativos em queijo frescal ultrafiltrado. 

 

26. MATERIAL E MÉTODOS  

 

26.1  Obtenção e secagem de folhas de M. urundeuva 

 

As folhas de M. urundeuva foram obtidas no Núcleo de Ensino e Pesquisa de 

Agricultura Urbana - NEPAU (3º44’16.0”S;38º34’22.6”W), localizado na Universidade 

Federal do Ceará nos meses de dezembro de 2017 e fevereiro de 2018. Logo após a coleta, as 

folhas foram lavadas em água corrente e retirada o excesso de umidade com papel toalha. As 

folhas foram secas em estufa à 40 ºC/48 h, apresentando umidade inicial de 64% e umidade 

final de 12% (AZEVEDO e MOURA, 2010). O material vegetal foi identificado por 

comparação com exsicata do Herbário Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceará 

depositada com a identificação EAC-46088 e consulta a material especializado (LORENZI, 

1998; ALMEIDA et al., 1998). O material vegetal e Staphylococcus aureus estão cadastrados 

no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional 

Associado (SisGen) sob o número de acesso A9B8196, por meio da Universidade Federal do 

Ceará.  

 

26.2  Obtenção dos extratos 
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O extrato foi elaborado com 100 g da folha seca para 1000 mL do solvente (água), 

utilizando a técnica de extração por maceração (FSMAC). Após elaboração, procedeu-se à 

filtração do extrato em papel de filtro e secagem em liofilizador (Christ Modelo Alpha 1-2 LD 

plus) obtendo o extrato seco (ZORTÉA et al., 2015; BEVILAQUA et al., 2007; RODRIGUES 

et al., 2011).  

 

26.3  Queijos 

 

Os queijos frescais ultrafiltrados com teor normal de gordura (UC1) e light (UC2) 

foram obtidos em supermercados localizados em Fortaleza (Ceará/Brasil). 

 

26.4  Toxicidade por Artemia salina Leach 

 

O ensaio de letalidade em Artemia salina Leach foi realizado de acordo com a 

metodologia descrita por Meyer et al. (1982), com modificações. Os cistos de Artemia salina 

foram colocados para eclodir em 1 L de solução salina (15,15 g de cloreto de sódio (NaCl); 

3,13 g de cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl2.6H2O); 3,87 g de sulfato de magnésio 

heptahidratado (MgSO4.7H2O); 9,88 g de cloreto de cálcio bihidratado (CaCl2.2H2O); 0,41 g 

de cloreto de potássio (KCl) e 0,11 g de bicarbonato de sódio (NaHCO3) à 27 ºC e sob luz de 

100 W por um período de 24 a 48 h. O pH da solução salina foi corrigido entre pH 8-9 com 

solução de NaOH a 1N. Os náuplios foram coletados com uma micropipeta e transferidos para 

os frascos contendo FSMAC nas concentrações de 10, 100, 500 e 1000 µg/mL, o controle 

negativo foi preparado utilizando apenas água salina e o teste foi realizado em triplicata. Os 

frascos foram colocados sob controle de luz e temperatura (27 ºC) por 24 h. Passado este 

período, os frascos foram analisados para registrar a quantidade de náuplios mortos e assim 

obter o valor da CL50. 

 

26.5  Toxicidade in vivo usando Zebrafish (Danio rerio) 

 

Peixes-zebra selvagens adultos de ambos os sexos, com idade entre 60 e 90 dias, 

com tamanho (3,5 ± 0,5 cm) e peso (0,4 ± 0,1 g), estiveram aclimatados por 24 h em tanque de 

vidro contendo água da torneira tratada com anticloro (ProtecPlus®) e uma bomba de ar com 

filtro submerso a 25 °C e pH 7,0, em ritmo circadiano (14:10 h de claro/escuro). O peixe recebeu 

ração ad libitum 24 h antes do experimento. Os bioensaios realizados estão de acordo com os 
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Princípios Éticos de Experimentação Animal e sendo previamente aprovados pelo Comitê de 

Ética para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceará (# 5639090320). 

No primeiro dia do experimento, os animais foram selecionados aleatoriamente e 

transferidos para uma esponja úmida para tratamento com FSMAC (0,7; 2,1 e 4,2 mg/mL), 

controle (água destilada estéril) e grupo sem tratamento (Naive). Foram utilizados seis peixes 

para cada grupo, e as amostras (20 μL) foram administradas via oral (v.o). Após a administração 

da amostra, os animais foram transferidos para um becker (250 mL) contendo 150 mL da 

mesma água do tanque (MAGALHÃES et al., 2017; EKAMBARAM, PERUMAL e 

PAVADAI, 2017).  

Após 1 h da administração das amostras, os animais foram submetidos a Teste de 

Locomoção (Campo Aberto) para avaliar alteração ou não na coordenação motora, seja por 

sedação e/ou relaxamento muscular. Os animais foram colocados em placas de Petri de vidro 

(10 x 15 cm), contendo água do aquário, marcadas com quatro quadrantes e foi realizada a 

contagem do número de cruzamentos de linhas (CL). Além do grupo controle com água 

destilada, um grupo controle de peixes do aquário sem aplicação de nenhuma substância 

(Naive) também foi testado. Usando o valor de CL do grupo Naive como referência (100%), 

foi calculado a porcentagem de atividade locomotora individualmente por 5 min (AHMAD e 

RICHARDSON, 2013). 

Para a toxicidade aguda, ao final de 96 h, contabilizou-se o número de mortes de 

animais em cada grupo para cálculo da CL50. Depois do experimento, os peixes foram 

sacrificados com água fria (2 a 4 °C).  

  

26.6 Aplicação do FSMAC no queijo frescal ultrafiltrado 

 

26.6.1 Microrganismo e condições de crescimento 

 

A cepa de S. aureus ATCC-27664 foi cultivada no Agar Trypticase Soy – TSA 

(Difco, Sparks, EUA) e incubada a 35 ºC/24 h em BOD (Biochemical Oxygen Demand, 

Quimis/Model Q316-M26). Após esse período uma colônia isolada e uniforme foi transferida 

para 5 mL de Caldo Trypticase Soy – TSB (Difco, Sparks, EUA) e incubada a 35 ºC/24 h em 

BOD, a fim de obter uma concentração bacteriana final de aproximadamente 108 UFC/mL. A 

partir dessa concentração, foram realizadas diluições seriadas (10-1 a 10-7) para se obter uma 

suspensão bacteriana de 105 UFC/mL, utilizada na aplicação das amostras de queijo. 
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26.6.2 Preparação, inoculação e armazenamento de amostras 

 

Previamente a inoculação de S. aureus, realizou-se a avaliação dos queijos quanto 

a qualidade microbiológica (SILVA et al., 2010b; ANVISA, 2001). Essa avaliação foi realizada 

objetivando verificar contaminação/esterilidade dos produtos. Foram realizadas análises de 

Coliformes a 45 ºC, Staphylococcus coagulase positiva/g, Salmonella sp/25 g e Listeria 

monocytogenes/25 g.  

Para inoculação de S. aureus, os UC1 e UC2 foram fracionados em amostras de 25 

g cada e transferidos para frascos de vidro estéreis. As concentrações de FSMAC foram 

estabelecidas tomando como base a Concentração Bactericida Mínima (CBM – 0.7 mg/mL) 

para S. aureus (encontrada previamente).  

Foram testadas CBM/2, CBM, 3xCBM e 6xCBM (0,35; 0,7; 2,1 e 4,2 mg/mL). 

FSMAC foi esterelizado em filtro (Kasvi) de 0,22µm e aplicadas nas amostras de 25 g do queijo, 

seguindo a homogeneização manual com bastão de vidro. Os frascos foram mantidos em 

refrigeração (9 ºC) por 24 h, visando absorção do extrato pela massa do queijo. Após esse 

período, ocorreu a aplicação do inóculo na concentração de 105 UFC/mL no volume de 1% do 

peso da amostra (250 µL), sendo realizada a homogeneização com bastão de vidro, repouso por 

30 min para absorção total do inóculo e armazenadas a 9 ºC até o momento da análise 

(HEALTH CANADA, 2012). Todas as análises foram realizadas em condições assépticas, 

utilizando-se cabine de fluxo laminar (Pachane Biotecnologia/PA 40 ESP). 

As amostras foram preparadas para serem analisada no período de 1 mês, divididos 

em 6 tempos (T0, T1, T7, T15, T23 e T30 dias) e 6 amostras para cada tempo. As amostras 

foram codificadas como C1 (Controle), C2 (Queijo+Inóculo), C3 (Queijo+Inóculo+Extrato – 

0.35 mg/mL), C4 (Queijo+Inóculo+Extrato – 0.7 mg/mL), C5 (Queijo+Inóculo+Extrato – 2.1 

mg/mL) e C6 (Queijo+Inóculo+Extrato – 4.2 mg/mL), para UC1 e UC2. 

 

26.6.3 Avaliação da atividade antimicrobiana de FSMAC em UC1 e UC2 

 

As amostras foram analisadas nos tempos estabelecidos seguindo a metodologia de 

Silva et al. (2010b). Cada frasco contendo 25 g de amostra foi colocado em 225 mL de água 

peptonada, procedendo-se a homogeneização e diluição seriada em tubos contendo 9 mL de 

água peptonada. Logo após, ocorreu o plaqueamento das diluições em meio Agar Baird-Parker 

(Merck/Darmstadt/Alemanha) através da técnica Spread Plate. As placas foram incubadas na 
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BOD (Biochemical Oxygen Demand, Quimis/Model Q316-M26) à 35 ºC/48 h e posteriormente 

efetuou-se a contagem das colônias. 

 

26.7 Microscopia Eletrônica de Varredura e Microscopia Confocal 

 

UC1 foi fracionado para obter as amostras (C1, C2 e C4) de 25 g e colocados em 

frascos de vidro estéreis. Para esta análise, a concentração de FSMAC utilizada referiu-se a 

Concentração Bactericida Mínima (CBM – 0,7 mg/mL) para S. aureus. O preparo do inóculo e 

da amostra seguiu os itens 2.6.1 e 2.6.2.  

Para a microscopia eletrônica de varredura, as amostras preparadas previamente 

permaneceram em refrigeração a 9 ºC/48 h, logo após, pedaços dos queijos foram colocados 

em eppendorfs e foi adicionado o fixador Karnovsky até cobertura total das amostras. As 

amostras ficaram em refrigeração a 9 ºC/48 h, sendo posteriormente realizada uma lavagem no 

fixador Karnovsky seguida de três lavagens utilizando tampão fosfato (PBS). Em seguida 

adicionou-se o segundo fixador, Tetróxido de Ósmio, permanecendo em contato com a amostra 

por 10 min. Foram realizadas três lavagens com água destilada estéril e depois iniciada a 

desidratação em concentrações crescentes de álcool etílico (10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70%). No 

dia posterior finalizou-se a desidratação (70, 80, 90 e 100%), sendo repetida a etapa de 100% 

por mais duas vezes. Prontamente as amostras foram secas no Equipamento Ponto Crítico 

(Critical Point Dryer/Quorum/K 850), metalizadas com ouro e analisadas no Microscópio 

Eletrônico de Varredura (Tescan STEM Vega 3). 

Para a microscopia confocal, as amostras (C2 e C4) preparadas anteriormente 

permaneceram em refrigeração a 9 ºC/7 dias, logo após, pedaços dos queijos foram transferidos 

para eppendorfs e adicionado 10 µL do Iodeto de Propídio (IP) na concentração de 1mM. Os 

queijos foram dispostos em lamínulas de vidro, onde adicionou-se uma gota de tampão fosfato 

(PBS) para fazer o esfregaço e em seguida observá-los no Microscópio Confocal (Zeiss/LM 

710). 

 

26.8 Avaliação de compostos bioativos de FSMAC em UC1 

 

Para avaliação de compostos bioativos foi pesado 10 g do queijo em frascos estéreis 

e adicionado FSMAC (5 mg/mL), procedendo-se a homogeneização até completa absorção do 

volume de aproximadamente 2 mL. As amostras foram analisadas nos T0 e T30 dias. O controle 

(queijo sem FSMAC) não foi realizado tendo em vista o queijo não apresentar em sua 
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constituição os compostos bioativos avaliados neste estudo. Seguindo a metodologia de 

Larrauri et al. (1997) foi preparado o extrato da amostra (queijo+extrato) utilizando o peso de 

12 g. Adicionou-se 20 mL de etanol 50% homogeneizou-se e a mistura foi deixada em repouso 

por 60 min à 22 ºC. O material foi centrifugado a 3000 rpm durante 15 min e logo após filtrado 

em balão volumétrico de 50 mL. A partir do resíduo da primeira extração, adicionou-se 20 mL 

de acetona 70%, homogeneizou-se e deixou-se em repouso por 60 min à 22 ºC. Novamente o 

conteúdo foi centrifugado a 3000 rpm durante 15 min, filtrado e adicionado no balão, sendo 

completado o volume total do balão com água destilada, obtendo-se uma concentração final de 

240 mg/mL. 

  

26.8.1 Determinação da atividade antioxidante total pela captura do radical ABTS•+ 

 

A atividade antioxidante foi determinada pelo método ABTS conforme descrito por 

Rufino et al. (2007a). Para essa análise, testou-se o extrato obtido em 2.8 nas concentrações de 

24 mg/mL, 48 mg/mL e 108 mg/mL utilizando o volume de 30 µL. Todas as análises foram 

realizadas em três experimentos independentes, cada um em triplicata.  O álcool etílico foi 

utilizado como branco (leitura 734 nm) em espectrofotômetro (Shimadzu/Modelo UV-1800) e 

a quantificação de antioxidante total das amostras foi realizada por meio de curva padrão 

preparada com Trolox, sendo os resultados expressos como equivalentes de µM Trolox/g de 

extrato. 

 

26.8.2 Determinação da atividade antioxidante total pela captura do radical DPPH• 

 

A atividade antioxidante foi medida segundo o método DPPH conforme descrito 

por Rufino et al. (2007b). O extrato foi obtido conforme descrito no item 2.8, nas concentrações 

de 24 mg/mL, 48 mg/mL e 108 mg/mL sendo utilizado o volume de 0,1 mL. O álcool etílico 

foi utilizado como branco (leitura 515 nm) em espectrofotômetro (Shimadzu/Modelo UV-1800) 

e todas as análises foram realizadas em três experimentos independentes, cada um em triplicata. 

Os resultados foram expressos pelo valor CE50 (Concentração Efetiva 50%).  

 

26.8.3 Determinação de compostos fenólicos totais 

 

Os compostos fenólicos foram quantificados através do método proposto por 

Larrauri et al. (1997). O extrato foi obtido conforme item 2.8, sendo utilizado 100 µL nas 
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concentrações 24 mg/mL (T0) e 36 mg/mL (T30). As leituras foram realizadas após 30 min 

utilizando espectrofotômetro (Shimadzu/Modelo UV- 1800) à 700 nm. As análises foram 

realizadas em triplicada e a quantificação de compostos fenólicos totais das amostras foi 

realizada por meio de curva padrão preparada com ácido gálico, sendo o resultado expresso em 

mg EAG/g de extrato. 

 

26.8.4 Quantificação de taninos 

 

Os teores de taninos foram quantificados segundo método descrito por IAL (2008). 

O extrato foi obtido conforme descrito no item 2.8, sendo utilizado 150 µL nas concentrações 

de 24 mg/mL (T0) e 36 mg/mL (T30). A leitura foi realizada a 760 nm em espectrofotômetro 

(Shimadzu/ Modelo UV- 1800). A partir das absorbâncias obtidas, foi construída uma curva 

padrão preparada com ácido tânico, utilizada posteriormente para o cálculo dos teores de 

taninos totais, expressos em mg de EAT/g de extrato. 

 

26.8.5 Quantificação de flavonóides totais 

 

A determinação dos teores de flavonóides totais foi realizada segundo o método 

descrito por Woisky e Salatino (1998), utilizando-se 0,5 mL do extrato obtido no item 2.8. Os 

experimentos foram feitos em triplicata e a leitura foi realizada em espectrofotômetro 

(Shimadzu Modelo UV- 1800) à 425 nm. O conteúdo de flavonóides totais foi determinado 

usando a curva padrão preparada com quercetina, sendo os resultados expressos em mg de EQ/g 

de extrato. 

 

26.9 Bioacessibilidade 

 

Para os ensaios de bioacessibilidade foi pesado em frascos estéreis 20 g de UC1, e 

adicionado o extrato FSMAC (10 mg/mL), procedendo-se a homogeneização até completa 

absorção do volume de aproximadamente 4 mL. As amostras foram analisadas nos T0 e T30 

dias. 

Os ensaios de bioacessibilidade foram realizados seguindo o protocolo adaptado de 

Holanda et al. (2020) que descreve a simulação da digestão gastrointestinal in vitro, através das 

fases gástrica e intestinal. O método descreve a digestão de 24 g de extrato (queijo+extrato) 

misturado com a enzima pepsina em banho-maria com agitação a 37 °C por 2 h. Após esse 
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período, uma segunda digestão com pancreatina-bile com pH intestinal (pH 7,5) foi realizada 

utilizando uma membrana de diálise contendo um sistema de base para aumentar 

gradativamente o pH e permitir a difusão dos analitos de interesse. Foi determinado a 

quantidade de compostos fenólicos, taninos, flavonóides e antioxidantes potencialmente 

disponíveis para absorção posterior. Para monitorar a liberação de compostos bioativos dos 

extratos, foram analisadas as alíquotas referentes à fase gástrica e à fase intestinal (dialisada e 

não dialisada), a fim de quantificar esses compostos bioacessíveis. 

 

26.9.1 Índices de Bioacessibilidade 

 

A bioacessibilidade dos compostos bioativos foi expressa como uma porcentagem 

do valor alcançado para o dialisado em relação à quantidade inicial presente no extrato: 

 

𝐵𝑖𝑜𝑎𝑐𝑒𝑠𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 (%)  =  [𝐷/𝐼] ∗ 100 

Onde:  

D= conteúdo de composto dialisado 

I= conteúdo do composto inicial no extrato 

 

26.10 Análise Estatística 

 

Os resultados das análises de fenólicos totais, taninos, flavonóides e antioxidantes 

foram expressos em média ± desvio padrão. Todas as análises foram realizadas com auxílio do 

software Statistica 10, para cálculo da análise de variância (ANOVA) e aplicação do teste de 

Tukey. O nível de significância adotado foi de 5% (p<0,05). Para os dados estatísticos do 

zebrafish foi utilizado software GraphPad Prism v. 8.0, para cálculo da 2way ANOVA, nível 

de significância de 5% (p<0,05) e para Artemia salina foi estimado a CL50% dos naúplios, 

através da análise Probit no software Statistica 10, nível de significância de 5% (p<0,05). 

 

27. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

27.1 Toxicidade 

 

Buscando extratos bioativos e atóxicos, diversos laboratórios de pesquisa de 

produtos naturais têm empregado o uso de animais de laboratório em testes toxicológicos 
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(HUNG et al., 2012; MAGALHÃES et al., 2018). Dentre deles, podemos citar os testes in vitro 

em Artemia salina Leach (invertebrado) (MEYER et al., 1982), assim como o peixe-zebra 

adulto (Danio rerio), um vertebrado usado em testes in vivo (EKAMBARAM, PERUMAL e 

PAVADAI, 2017). 

FSMAC não mostrou toxicidade frente Artemia salina nas concentrações testadas 

(10, 100, 500 e 1000 µg/mL) não havendo morte de náuplios durante as 24 h de análise, 

enquanto os estudos realizados por Cavalcante et al. (2016) constataram que o extrato etanólico 

da aroeira-do-sertão se mostrou tóxico com CL50 de 100 µg/mL. Ressalta-se a importância da 

utilização da água como solvente na extração dos compostos bioativos da folha de aroeira-do-

sertão, tendo em vista não apresentar toxicidade, não ser prejudicial ao meio ambiente e estar 

amplamente disponível. 

Senigalia et al. (2020) verificaram que o extrato aquoso obtido por maceração das 

cascas da aroeira-do-sertão mostrou toxicidade havendo mortalidade da Artemia salina (CL50 

de 263,10 µg/mL). De acordo com Nguta et al. (2011), quanto menor for a CL50 mais tóxica 

serão os extratos orgânicos e aquosos.   

O teste de campo aberto é comumente utilizado para avaliar efeitos ansiogênicos, 

ansiolíticos, sedativos ou estimulantes em animais submetidos à vários agentes tóxicos 

(JOHNSON e HAMILTON, 2017), sendo um dos parâmetros de análise usados para avaliar a 

ação de drogas que podem agir sobre o sistema nervoso central do zebrafish e causar ou não 

deficiência locomotora (TAYLOR et al., 2017). FSMAC não apresentou nenhum efeito 

sedativo ou alterou o sistema locomotor, verificou-se que os animais apresentaram atividade 

locomotora semelhante entre os grupos amostrais, bem como em relação aos controles (Figura 

1). 

  
Figura 1 - Atividade locomotora do zebrafish adulto (Danio rerio) em Teste de Campo Aberto de FSMAC 
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Fonte: Próprio autor. Naive – animais não tratados; v.o. – administração via oral do extrato FSMAC; Control – 

água destilada estéril; Os valores representam a média ± erro padrão da média para seis animais/grupo; ANOVA 

seguido pelo teste de Tukey; Os números acima de cada coluna indicam a porcentagem de atividade locomotora. 

 

Para o teste de toxicidade aguda, FSMAC nas concentrações (0,7; 2,1 e 4,2 mg/mL) 

mostrou-se seguro, pois não causou mortalidade dos animais em até 96 h de análise. 

 

27.2 Avaliação da atividade antimicrobiana de FSMAC em UC1 e UC2 

 

Inicialmente, os queijos frescais ultrafiltrados com teor normal de gordura (UC1) e 

light (UC2) foram submetidos as análises microbiológicas de Coliformes a 45 ºC, 

Staphylococcus coagulase positiva/g, Salmonella sp/25 g e Listeria monocytogenes/25 g. As 

amostras se mantiveram dentro dos padrões da Resolução RDC nº 12/2001 (ANVISA, 2001), 

pois não foi detectado nenhum tipo de contaminação, mostrando que o processo de ultrafiltração 

e as condições de envasamento foram eficientes. Os testes foram realizados em outros queijos 

comerciais e foi observado um alto índice de contaminação tornando-se inviável a utilização 

dos produtos. 

A maioria dos estudos disponíveis envolvendo atividade antimicrobiana considerou 

o efeito bactericida para aplicação do extrato em alimentos, sendo este então selecionado como 

parâmetro para estabelecer as diferentes concentrações testadas (CBM/2; CBM; 3xCBM; 

6xCBM). 

UC1 adicionado de diferentes concentrações de FSMAC, apresentou no tempo 

inicial e após 1º dia, contagens iguais de S. aureus, assim como a amostra C2. No decorrer do 

experimento, as amotras que continham FSMAC inibiram o crescimento da bactéria até o 15º 

dia. No 23º e 30º apenas a maior concentração de FSMAC (C6) reduziu 1 ciclo logarítmico as 

contagens de S. aureus. Constatou-se através da amostra controle inocuidade do material 

utilizado, mesmo após realizar seu fracionamento (Figura 2).  
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Figura 2 - Comportamento de S. aureus em queijo frescal ultrafiltrado com teor normal de gordura incubado a 9 

ºC por 30 dias com extrato aquoso de aroeira-do-sertão. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

UC2 adicionado de diferentes concentrações de FSMAC, apresentou no tempo 

inicial e após 1º dia, contagens iguais de S. aureus, assim como a amostra C2. No decorrer do 

experimento, as amotras que continham FSMAC inibiram o crescimento da bactéria até o 23º 

dia, com exceção da amostra de menor concentração (C3). Ao término do experimento, as 

amostras (C5 e C6) reduziram as contagens de S. aureus em 1 e 2 ciclos logarítmicos 

respectivamente. Constatou-se através da amostra controle inocuidade do material utilizado, 

mesmo após realizar seu fracionamento (Figura 3).  

 

Figura 3 - Comportamento de S. aureus em queijo frescal ultrafiltrado light incubado a 9 ºC por 30 dias com 

extrato de aroeira-do-sertão. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

A diferença de atividade antimicrobiana de FSMAC nos queijos testados pode ser 

atribuído a parâmetros intrínsecos, como atividade de água, gordura e proteína. De forma geral, 

a atividade de água elevada aumenta a ação antimicrobiana porque facilita o transporte de 

agentes antibacterianos para o local alvo na célula. Caso o produto possua pouca água a 
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recuperação de células danificadas por antimicrobianos naturais ocorrerá de forma mais rápida 

(SMITH-PALMER, STEWART e FYFE, 2004). Souza et al. (2017) em seus estudos com 

queijo minas frescal, constataram que as amostras apresentaram atividade de água de 0,96. 

Através dos testes foi possível comprovar a eficiência de FSMAC em controlar o 

S. aureus em amostras de UC1 e UC2, obetendo maior eficiência no UC2, tendo em vista que 

a gordura influi consideravelmente na sobrevivência da bactéria conforme observado nos 

resultados. Outros autores sugeriram que a gordura nos alimentos pode formar um camada 

protetora em torno das células bacterianas, protegendo-as de agentes antimicrobianos 

(MEJLHOLM e DALGAARD, 2002). Quanto mais disponibilidade de nutrientes no queijo 

mais rápida a reparação de células bacterianas danificadas (BURT, 2004; NAZER et al., 2005), 

conforme foi observado no UC1, as contagens de S. aureus aumentaram mais rapidamente que 

UC2. 

Proteínas e gorduras se ligam e/ou dissolvem compostos ativos reduzindo sua 

disponibilidade para atividade antimicrobiana. As proteínas podem formar complexos com 

constituintes fenólicos presentes no extrato, tornando esses compostos indisponíveis para atacar 

as células bacterianas (BURT, 2004).  

No que diz respeito a influência do teor de gordura na atividade antimicrobiana, 

Cava et al. (2007) demonstraram em suas pesquisas com óleo essencial de cravo e canela 

adicionado em leite integral, semidesnatado e desnatado, que o efeito antimicrobiano dos 

compostos naturais diminuiu com o aumento do teor de gordura do leite. Gutierrez, Barry-Ryan 

e Bourke (2008) avaliaram a interferência dos lipídios na eficácia da atividade antimicrobiana 

do óleo essencial de orégano e tomilho, relataram que adição de altas concentrações de lipídios 

reduziu a atividade inibitória contra L. monocytogenes. Corroborando com os resultados 

encontrados na presente pesquisa. 

A estrutura física do alimento também pode prejudicar a dispersão uniforme do 

extrato no sistema, tornando difícil o contato com células microbianas em algumas áreas 

específicas (GUTIERREZ, BARRY-RYAN e BOURKE, 2008, 2009). Durante o preparo das 

amostras foi realizado a homogeneização tanto do extrato aplicado como do inóculo com intuito 

de absorção completa pela massa do queijo. Sugerem-se testes de aplicação de FSMAC 

diretamente na massa dos queijos durante sua produção garantido uma melhor uniformidade e 

absorção do extrato. 

Devido a composição do queijo, as concentrações de extratos a serem adicionados 

para alcançar uma determinada inibição microbiológica deve possivelmente ser maior que os 

testes in vitro (MORO et al., 2015). A concentração de extratos de plantas a serem determinados 
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para incorporação no queijo deve suprir as possíveis perdas durante a produção, além da 

interação com alimentos, a fim de fornecer inibição microbiológica adequada (HASSANIEN, 

MAHGOUD e EL-ZAHAN, 2014; MORO et al., 2015). Concordando com os autores foi 

possível verificar que as concentrações mais efetivas após término dos experimentos realmente 

foram maiores do que a concentração bactericida mínima encontrada nos testes in vitro, 

concluindo que a matriz alimentar interfere na ação antimicrobiana do extrato aplicado.  

Outros fatores, como embalagem, temperatura de armazenamento, concentração do 

inóculo e tipo de microrganismo pode interferir na eficiência antimicrobiana natural (BURT, 

2004). Um fator importante que foi controlado durante os trinta dias de análise foi a temperatura 

(9 ºC) de armazenamento das amostras, pois variações nesse parâmetro poderia ocasionar um 

aumento do número viável de bactérias. Bahk, Yousef e Marth (1990) e Beuchat et al. (1994) 

também relataram que baixas temperaturas aumentaram a atividade inibitória de extratos 

vegetais.  

Shan et al. (2011) relataram que a concentração inibitória mínima do óleo essencial 

de romã contra S. aureus (105 UFC/mL), foi 2,5 mg/mL no meio de cultura, enquanto a 

concentração de 40 mg/mL em queijo cheddar não conseguiu inibir a mesma população dessa 

bactéria. Resultados semelhantes foram obtidos por Hassanien, Mahgoud e El-Zahan. (2014) 

onde a concentração de 0,1% de óleo essencial de cominho preto resultaram na redução do 

crescimento de S. aureus em meio de cultura enquanto em queijos, tal concentração não foi 

eficaz. 

O mecanismo de ação de FSMAC foi baseado nos danos causados na membrana 

celular conforme ficou comprovado através da microscopia confocal (item 3.3). Estudos 

indicam que diferentes grupos químicos são capazes de agir em mais de um alvo na célula, tais 

como, na permeabilização ou ruptura da membrana citoplasmática, permitindo a passagem de 

compostos inespecíficos ou liberação de conteúdo citoplasmático, respectivamente (GILL e 

HOLLEY, 2006; ZHANG et al., 2016). Zhang et al. (2016) observaram vazamento do conteúdo 

citoplasmático de S. aureus após o aumento da concentração de óleo essencial de canela. 

Yuste e Fung (2002) em seus experimentos com suco de maça observaram redução 

da contagem total da bactéria Gram-positiva Listeria monocytogenes em relação ao controle, 

com adição de canela em pó ao suco nas concentrações de 0,1, 0,2 e 0,3% peso/volume. No 

entanto os autores tiveram que regular o pH da amostra para favorecer o crescimento do 

microrganismo descaracterizando o produto conforme é vendido comercialmente. 

Carvalho et al. (2015) pesquisaram a adição S. aureus e óleo essencial de Thymus 

vulgaris L. em um caldo à base de queijo e um queijo coalho semi-sólido. Como resultado os 
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autores obtiveram inibição da bactéria no caldo à base queijo e no queijo coalho semi-sólido 

nas concentrações a partir de 2,5 µL/mL obtendo redução de 0,9 e 1 ciclo logarítmico 

respectivamente.   

Os ensaios mostraram que as concentrações de FSMAC utilizadas foram 

consideradas baixas e efetivas para controlar o S. aureus na matriz alimentar, indicando grande 

potencial de uso como antimicrobiano para aumentar a segurança durante a vida de prateleira 

do produto. 

 

27.3 Microscopia Eletrônica de Varredura e Microscopia Confocal em UC1 

 

As imagens de microscopia eletrônica de varredura evidenciaram vários 

componentes estruturais do queijo, matriz proteíca contendo glóbulos de gordura intercalada 

com áreas escuras. Essas áreas correspondem a bolsas de ar ou a fase aquosa que evaporou 

durante a preparação das amostras (Figura 4) conforme descrito por Ong et al. (2012). Segundo 

Han et al. (2011), queijos com polifenóis podem induzir a estruturas intercaladas e heterogêneas 

devido às interações dos polifenóis com a gordura e proteínas. 

Devido o queijo ser obtido pelo processo de ultrafiltração, não foi visualizado 

nenhuma bactéria lática nas amostras (CARVALHO, VIOTTO e KUAYE, 2007). É possível 

diferenciar a amostra controle (C1) da amostra contendo o S. aureus (C2) (Figura 4). A matriz 

alimentar tem em sua composição diversos nutrientes, principalmente proteínas e gorduras, não 

sendo possível visualizar o dano celular ocasionado na bactéria por FSMAC na amostra (C4) 

em que o extrato foi aplicado.  

 
Figura 4 - Microscopia eletrônica de varredura do queijo frescal ultrafiltrado com S. aureus e extrato aquoso das 

folhas de Myracrodruon urundeuva. 

 
Fonte: Próprio autor. Queijo (a); Queijo+bactéria (b); Queijo+bactéria+extrato (c); Matriz proteíca contendo 

glóbulos de gordura intercalada com áreas escuras (destaque em vermelho); 

a b c 
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Como citado anteriormente no item 3.2, houve uma redução logarítmica na amostra 

que recebeu o extrato, então no intuito de diferenciar as amostras (C2 e C4) foi realizado a 

microscopia confocal. Ensaios realizados mostraram que parte das células apresentaram 

coloração com iodeto de propídio, molécula que se intercala em qualquer DNA, desde que a 

membrana celular esteja permeável. O iodeto de propídio é de elevado peso molecular, bem 

como não marcam células apoptóticas sem que estas apresentem alterações na permeabilidade 

da membrana plasmática, como ocorre nos estágios finais da apoptose. Desse modo, permite a 

discriminação de células intactas com as que apresentam permeabilidade na membrana 

(TROMBETTA et al., 2005). 

Tanto na amostra (C2) como na (C4) houve a presença da coloração vermelha 

(Figura 5), ou seja, presença de células inviáveis, porém com maior percentual na amostra que 

o extrato foi adicionado, refletindo no potencial antimicrobiano de FSMAC, que reduziu a 

contagem da bactéria conforme visto no item 3.2. Bampi (2014) observou que houve morte 

celular no controle de S. aureus por citometria de fluxo, corroborando com os resultados 

encontrados no presente estudo. 

Os produtos com atividade antimicrobiana que atuam inibindo a síntese da parede 

celular, geralmente, estão relacionados com a inibição da síntese de peptidoglicano em algum 

dos seus níveis, esta é a camada essencial para a sobrevivência das bactérias (BRUNTON, 

CHABNER e KNOLLMANN, 2011; TORTORA, FUNKE e CASE, 2015). Assim uma 

desestabilização promove o aumento da permeabilidade e liberação dos componentes celulares, 

levando a morte celular bacteriana (KAYE et al., 2016; MENDES e BURDMANN, 2009; 

GIRARDELLO e GALES, 2012). 

Figura 5 - Avaliação de permeabilidade de membrana celular por microscopia confocal de S. aureus com extrato 

aquoso das folhas secas de Myracrodruon urundeuva em amostra de queijo frescal ultrafiltrado. 

 
Fonte: Próprio autor. Queijo+bactéria+extrato (a); Queijo+bactéria (b) 

 

a b 
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27.4 Bioacessibilidade de compostos bioativos de FSMAC em UC1 

 

Tanto os compostos fenólicos quanto os taninos tiveram um aumento na fase 

gástrica (Tabela 1), sugerindo uma liberação desses compostos e logo após redução dos valores 

mostrando que foram parcialmente degradados na fase final da digestão quando expostos a pH 

elevado (6-8) (SONG et al., 2015), corroborando com os resultados de Helal et al. (2015) que 

obteveram liberação de polifenóis após a simulação gástrica, resultando em 69% (ácido tânico) 

e 90% (ácido gálico) em relação aos compostos iniciais.  

Em análise com FSMAC foi identificado através da ressonância magnética nuclear 

o ácido gálico e taninos (encontrada anteriormente). Helal et al. (2015) demonstraram que a 

retenção de polifenóis adicionados em queijo pode variar em função da hidrofilicidade, o ácido 

gálico é mais hidrofílico enquanto o ácido tânico apresentou maior coeficiente de retenção. 

Fator que contribuiu para os resultados apresentados no presente trabalho, pois, o percentual 

bioacessível para taninos foi maior nos dois tempos em relação aos compostos fenólicos. 

 
Tabela 1. Bioacessibilidade de compostos bioativos presentes no extrato de aroeira-do-sertão aplicado no queijo 

frescal ultrafiltrado com teor normal de gordura. 
Índice de Bioacessibilidade T0 

Amostra CF 

(mg EAG/100g) 

ABTS 

(µg Trolox/g) 

CE50% 

(mg/L) 

Taninos 

(mg/100g) 

Flavonóides 

(mg EQ/100g) 

Extrato 39,19±4,5a 11,61±0,40a 127,92±0,61b 105,94±16,42a 22,80±2,02b 

Fase Gástrica 155,22±5,57b 49,84±2,91b 101,38±1,00a 901,70±27,91b 13,49±0,09a 

Fase Intestinal (não dialisado) 93,42±7,55b 40,19±2,82b 95,26±3,63a 457,69±35,17a 22,84±1,45a 

Fase Intestinal (dialisado) 26,90±1,27a 4,41±0,00a 578,90±2,51b 189,41±14,21a 15,47±0,32a 

Índice de Bioacessibilidade % 68,64 38,01 452,54 178,79 67,86 

Índice de Bioacessibilidade T30 

Extrato 45,04±1,41a 11,17±0,82a 116,97±1,40a 619,83±54,89b 16,28±0,14a 

Fase Gástrica 90,13±2,93a 4,52±0,10a 855,62±23,50b 756,13±59,37a 14,96±0,37b 

Fase Intestinal (não dialisado) 66,42±1,61a 5,51±0,09a 196,93±12,00b 784,95±33,38b 35,53±0,65b 

Fase Intestinal (dialisado) 28,54±0,57a 8,05±0,13b 369,08±9,43a 591,61±35,76b 16,81±1,35a 

Índice de Bioacessibilidade % 63,37 72,07 315,53 95,45 103,26 

Fonte: Próprio autor. Mesma letra indica que não houve diferença estatística (p<0,05) entre as amostras em cada 

análise; Letras diferentes houve diferença estatística (p<0,05) entre as amostras em cada análise. 

 

Estudos relatam alta estabilidade de polifenóis em ambiente gástrico (LAMOTHE 

et al., 2014; XIE et al., 2013). Tenore at al. (2015) relataram que a epigalocatequina e galato de 

epigalocatequina foram mais sensíveis à degradação, com perdas de mais de 80% após 

simulação gastrointestinal in vitro da infusão do chá verde. Com base nisso é possível concluir 

que as perdas também vão depender de quais compostos fenólicos o extrato da planta é 

composto. Lamothe et al. (2016) concluiram com seus estudos que a aplicação de compostos 

fenólicos isolados em uma matriz de proteína sólida (queijo) resultou em um aumento na 

bioacessibilidade em comparação com a aplicação do extrato. 
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Após simulação gastrointestinal foi possível obter 68,64% e 63,37% de compostos 

fenólicos, corroborando com a pesquisa de Helal et al. (2015) que recuperaram 70% de 

catequinas após simulação gastropancreática de queijo enriquecido de polifenóis. O percentual 

bioacessível dos compostos fenólicos após trinta dias de análise diminuiu levemente, isso pode 

ser atribuído à transformação dos compostos fenólicos que são instáveis e sofre numerosas 

reações enzimáticas e químicas durante o armazenamento de alimentos conforme declarado por 

Poncet-Legrand et al. (2006). El-Din et al. (2010) também obteveram redução dos compostos 

fenólicos após trinta dias de análise do queijo adicionado de extrato de alecrim em todas as 

concentrações testadas.  

Os produtos de queijo formulados com alguns compostos fenólicos melhoraram a 

propriedade antioxidante e uma alta taxa de recuperação de compostos polifenólicos em queijos 

foi observada (HAN et al., 2011). Os polifenóis também podem formar complexos com 

minerais derivados do leite (cálcio e magnésio) e melhorar sua bioacessibilidade (MOSER et 

al., 2014).  

O percentual bioacessível para flavonóides no tempo inicial ficou próximo ao 

encontrado para fenólicos e no tempo final o valor ficou bem superior (67,86 e 103,26% 

respectivamente). Compostos fenólicos e flavonóides são considerados classes secundárias de 

metabólitos responsáveis por diversas atividades farmacológicas de extratos vegetais, 

destacando-se o antioxidante, antinociceptivo e anti-inflamatório (MAGALHÃES et al., 2018; 

ASHAFA, OREKOYA e YAKUBU, 2012). Suhaj et al. (2006) relataram que os flavonóides 

encontrados em plantas apresenta atividade antioxidante. 

Compostos fenólicos podem se associar a componentes alimentares, como 

proteínas, causando agregação e precipitação significativas, e em última análise, quantidade 

e/ou perda funcional dos polifenóis (BARTOLOME, ESTRELLA e HERNANDEZ, 2000; 

XIAO et al., 2011). 

A presença de compostos fenólicos favoreceu a atividade antioxidante encontrada 

através das metodologias ABTS e DPPH, podendo ser observado que a capacidade antioxidante 

se estendeu durante os trinta dias de análise deixando inclusive o produto com maior valor 

nutritivo. A incubação de polifenóis com proteínas do leite mostrou melhorar a estabilidade 

contra a degradação oxidativa durante a digestão in vitro, resultando em atividade antioxidante 

aumentada (LAMOTHE et al., 2014; XIE et al., 2013; TAGLIAZUCCHI et al., 2012). 

Na avaliação da capacidade antioxidante pelas metodologias ABTS e DPPH, 

constataram-se resultados coerentes com relação ao percentual bioacessível, pois, no tempo 

inicial os índices mostraram 38,01% e 452,54% e após trinta dias de armazenamento houve um 
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aumento na atividade antioxidante chegando a 72,07% e 315,53% respectivamente. Levando 

em consideração que os resultados dessas metodologias são inversamente proporcionais, 

enquanto ABTS dá um valor elevado, o DPPH deve dá baixo para mostrar que a atividade 

antioxidante foi positiva. Carocho et al. (2017) avaliaram a atividade antioxidante de extratos e 

plantas desidratadas aplicadas em queijo e observaram que houve diferença nos resultados, pois 

foi utilizadas três metodologias (poder redutor, β-caroteno e ácido tiobarbitúrico).  

O percentual bioacessível da atividade antioxidade quase que dobrou após 30 dias 

de análise em relação ao tempo inicial, Giroux et al. (2013) também obteveram aumento da 

atividade antioxidade após 29 dias de armazenamento do queijo cheddar adicionado do extrato 

de chá verde.  

 

28. CONCLUSÃO 

 

O extrato aquoso da aroeira-do-sertão mostrou-se seguro para aplicação no queijo 

não apresentando toxicidade nas concentrações utilizadas e apresentou potencial para uso como 

antimicrobiano sobre S. aureus em queijo frescal ultrafiltrado com teor normal de gordura e 

light em baixas concentrações. Imagens de microscopia confirmaram a ação do extrato sobre a 

bactéria inoculada no queijo, mostrando que o extrato age na membrana plasmática. A adição 

do extrato ao queijo frescal ultrafiltrado com teor normal de gordura proporcionou ação 

antioxidante durante o armazenamento. 

 

29. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os oito extratos avaliados nesta pesquisa apresentaram importantes atividades 

biológicas, se destacando os extratos das folhas secas obtidas por maceração e decocção. As 

frações obtidas do extrato aquoso das folhas frescas por decocção mostraram considerável 

atividade antimicrobiana sobre L. monocytogenes e S. aureus. 

 Os extratos das folhas secas e frescas apresentaram em sua composição 

galotaninos, ácido gálico, flavonóides, derivado da prolina (N-Metil-trans-4-hidroxi-L-prolina) 

e ácido quínico, dentre outros compostos, mostrando atividade antimicrobiana sobre todas as 

bactérias estudadas e potencial antioxidante. 

 As micrografias mostraram os danos estruturais ocasionado pelos extratos aquosos 

das folhas secas obtidos por maceração e decocção, tais como, rugosidade, perda de parede 

celular, extravasamento celular e mudança para L-forma.  
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Após simulação gastrointestinal in vitro foram quantificados quantidades 

significativas de compostos fenólicos, taninos, flavonóides e atividade antioxidante, indicando 

que os extratos aquosos das folhas secas obtidos por maceração e decocção podem ser utilizados 

como fonte de compostos bioativos pela indústria de alimentos. 

Nenhum dos extratos testados apresentaram toxicidade frente Artemia salina e 

Zebrafish. O extrato aquoso das folhas secas obtidos por maceração apresentou potencial para 

uso como antimicrobiano sobre S. aureus em queijo frescal ultrafiltrado com teor normal de 

gordura e light em baixas concentrações, as microscopias mostraram que o extrato age na 

membrana plasmática. A adição do extrato ao queijo frescal ultrafiltrado com teor normal de 

gordura proporcionou ação antioxidante durante o armazenamento. 
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