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1 INTRODUÇÃO 

A deterioração de alimentos por ação microbiana é um fator de grande importância 

nas indústrias alimentícias, pois acarreta prejuízos econômicos, além de colocar em risco 

a saúde dos consumidores pela grande capacidade de adaptação e resistência que os 

micro-organismos vêm adquirindo ao longo dos anos (FAI, 2008; CARVALHO et al., 

2009).  

O surgimento de cepas resistentes vem aumentando a preocupação com a saúde 

pública, fato que está relacionado com uso abusivo de antibióticos no tratamento de 

pessoas e animais (GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO, 2010).  

O estudo de agentes antimicrobianos possui grande abrangência, sendo ponto 

crucial em vários setores e a busca por compostos em óleos essenciais e extratos de 

plantas como uma abordagem alternativa vem se intensificando e ganhando destaque 

(PARK et al., 2011; RADJI, et al., 2013).  

 Extratos naturais vêm sendo utilizados para aumentar a vida de prateleira e 

melhorar as características dos alimentos. Esses extratos e/ou seus princípios ativos 

possuem atividade antibacteriana demonstrada em estudos laboratoriais (ALVES et al., 

2008; YOSSA et al., 2010; IVANOVIC et al., 2012).   

A biodiversidade brasileira é uma das mais ricas do planeta, contendo muitas 

plantas com propriedades antimicrobianas, necessitando, no entanto, de real comprovação 

da eficácia de seus compostos bioativos (CALIXTO, 2005; MELO, 2009). 

Neste contexto, a região amazônica se destaca por sua grande biodiversidade, 

possuindo matrizes vegetais que são utilizadas pelas comunidades nativas nas mais 

variadas formas, como chás, infusões, banhos, ou misturas das partes desses vegetais, no 

tratamento de variadas infecções, no entanto, poucas espécies foram estudadas e descritas 

em publicações científicas (BRAZ-FILHO, 1999; RODRIGUES et al., 2014).  

O estudo destas plantas amazônicas e de seus compostos bioativos pode favorecer 

a descoberta de novos compostos antimicrobianos, auxiliando assim no crescimento 

tecnológico da região (CAVALCANTE, 2011). 

As atividades biológicas, tais como atividade antimicrobiana, antifúngica, 

antiprotozoárias, antivirais e antioxidantes, estão diretamente relacionadas com a 

produção dos metabólitos secundários, que se apresentam como uma fonte promissora 

para a descoberta de novas moléculas úteis ao homem. Os principais metabólitos 

secundários em matrizes vegetais que estão correlacionados com a atividade 
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antimicrobiana são os compostos fenólicos, terpenoides e alcaloides (HAIDA et al., 

2007).  

A identificação e isolamento das substâncias desejadas são de extrema 

importância, principalmente pela busca de novas moléculas que sejam úteis no 

desenvolvimento de antimicrobianos.  

Embora as matrizes vegetais sejam complexas, várias técnicas vêm sendo 

utilizadas, tais como o uso de espectrofotometria, ultrassom, cromatografia, entre outras. 

Neste sentido, torna-se indispensável a verificação da potência das frações e das 

substâncias puras em relação à sua concentração. Esta avaliação permite predizer se o 

principal componente químico responsável pela atividade biológica foi realmente 

determinado (MARÇO et al., 2008).  

 Pesquisas têm mostrado o potencial dos compostos em relação à capacidade 

antimicrobiana nas folhas de Bysonima crassifolia (CAVALCANTE 2011; OKOBA, 

2016) e Inga edulis (PERAZA-SÁNCHEZ, 2007; CAVALCANTE 2011; OKOBA, 

2016), entretanto são necessários estudos mais aprofundados para a identificação e 

isolamento desses componentes, utilizando técnicas que permitam obter resultados de 

forma eficiente. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Geral 

Determinar os principais compostos responsáveis pela capacidade antimicrobiana 

de folhas de murucizeiro (Byrsonima crassifolia) e ingazeiro (Inga edulis).  

2.2 Específicos 

− Avaliar o teor de Fenólicos Totais presentes nas folhas de Byrsonima crassifolia 

e Inga edulis; 

− Avaliar o potencial antimicrobiano do extrato bruto e das frações (acetato, 

metanólica e metanol:água) frente às bactérias Gram negativas (Salmonella 

Typhimurium e Escherichia coli) e bactérias Gram positivas (Staphylococcus 

aureus e Enterococcus faecalis,) através do método de disco-difusão; 

− Determinar a Concentração Inibitória Mínima dos extratos brutos e das frações 

(acetato, metanólica e metanol:água) que obtiverem resultados satisfatórios no 

teste de disco-difusão; 

− Fracionar os extratos brutos e frações por Extração em Fase Sólida (SPE) e 

reavaliar o potencial antimicrobiano dos extratos bruto e frações obtidas pelo 

método de disco-difusão; 

− Identificar os principais compostos fenólicos responsáveis pela capacidade 

antimicrobiana através de cromatografia líquida de alta eficiência; 

− Quantificar os principais compostos fenólicos responsáveis pela capacidade 

antimicrobiana através de cromatografia líquida de alta eficiência. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 MATRIZES AMAZÔNICAS 

A floresta amazônica é a mais extensa floresta equatorial do mundo e a maior 

reserva de biodiversidade tanto de espécies animais como de espécies vegetais, com 

inúmero potencial a ser estudado e explorado (RODRIGUES et al., 2014). 

Na região amazônica, os habitantes reproduzem há várias gerações os mesmos 

métodos de produção e hábitos alimentares, além de fazer a utilização de diversas plantas 

medicinais. Esses vegetais amazônicos são utilizados na forma de chá, infusões e tintura 

pela população local no tratamento dos mais variados tipos de afecções, no entanto, não 

há evidências científicas concretas da eficácia desses vegetais (BRAZ-FILHO, 1999; 

SILVA et al., 2007).   

A exploração racional do potencial das matrizes vegetais amazônicas pode 

proporcionar as mais variadas aplicações na produção de novos medicamentos, como 

substitutos de antibióticos com o objetivo de reduzir a resistência microbiana ou como 

aditivos em formulações alimentícias, cosméticas ou sanitizantes (HARVEY, 1999; 

AHMAD; BEG, 2001). 

Portanto, a comercialização de extratos vegetais ricos em substâncias com 

potencial antimicrobiano deve ser vista como estratégia de desenvolvimento para a 

região. Contudo, a aplicação destes extratos vegetais deve ser precedida de estudos que 

avaliem fatores como: identificação, isolamento, toxicidade e a eficácia do princípio 

ativo, formas de aplicações e a produção a nível industrial (BRAZ-FILHO, 1999; SILVA 

et al., 2002). 

3.1.1 Byrsonima crassifolia 

Malpighiaceae é uma família predominantemente tropical com cerca de 65 

gêneros e cerca de 1.250 espécies das quais aproximadamente 85% são neotropicais que 

se distribuem em florestas tropicais, subtropicais e savanas do Velho e Novo Mundo, 

onde estão localizadas 85% das espécies. No Brasil ocorrem 32 gêneros com cerca de 300 

espécies, distribuídas em diversas formações vegetais (BARROSO et al., 1991; DAVIS 

et al., 2001; CAMERON et al., 2001). 
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O gênero Byrsonima pertence à família Malpighiaceae, contendo mais de 150 

espécies diferentes, largamente encontradas em países sul americanos, como México e 

Brasil (GUILHON-SIMPLICIO et al., 2012).  

O nome popular do muruci pode ser dado a diferentes espécies da família 

supracitada, bem como por suas cores e locais de ocorrência, tais como muruci-pequeno 

(B. verbascifolia), muruci-de-flor-vermelha (B. punctulata), muruci-da-chapada (B. 

salzmanniana), muruci-do-campo (B. crassifolia, B. intermedia), muruci-da-mata (B. 

crispa), muruci vermelho (B. amazônica), dentre outros (FERREIRA, 2005; RUFINO, 

2008). As folhas, em destaque na figura 1, cascas, sementes e o próprio fruto são 

utilizadas pelas populações locais no tratamento de inflamações ginecológicas e 

gastrointestinais, infecções e acidentes ofídicos da pele (GUILHON-SIMPLICIO et 

al.,2012). 

Figura 1. Folhas de Byrsonima crassifolia 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fonte: MARTÍNEZ-VÁZQUEZ, 1999. 
 

Várias propriedades têm sido analisadas e estudadas das várias espécies de 

Byrsonima, e seus metabólitos tem sido diretamente ligado às propriedades antioxidantes 

(SILVA et al., 2007; POMPEU, 2012), propriedades anti-inflamatórias (MALDINI et al., 

2009; MALDINI; MONTORO; PIZZA, 2011) GUILHON-SIMPLÍCIO et al., 2012), 

efeitos antidepressivos (HERRERA-RUIZ et al., 2011) e capacidade antimicrobiana 

(MICHELIN et al., 2008; CAVALCANTE, 2011; SANTOS et al., 2012). 

 

3.1.2 Inga edulis 

O Inga é um gênero extenso de árvores da família Leguminosae: Mimosoideae 

nativa dos trópicos úmidos americanos. Leguminosae é considerada a terceira maior 
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família entre as angiospermas, com 727 gêneros e cerca de 19.325 espécies, com 

distribuição cosmopolita (LEWIS et al. 2005). 

Esse gênero tem despertado interesse da comunidade científica, já que suas folhas, 

cascas e frutos e suas diferentes interações e frações de seus compostos possuem uma 

elevada capacidade oxidante conforme descrita por Dias (2010); Pompeu (2012); Souza 

et al., (2007) capacidade anti-inflamatória conforme verificada por Silva et al., (2007), 

atividade antiprotozoária conforme Peraza-Sánchez et al., (2007) e capacidade 

antimicrobiana verificada por Cavalcante (2011). 

Figura 2. Folhas de Inga edulis 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
                                        

       

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2015. 

 

Amplamente distribuída e cultivada na Amazônia e na América Central, a espécie 

possui muitos nomes vulgares, mostrando a sua importância para a população interiorana: 

ingá, ingá- cipó, ingá-de-metro, ingá-doce, ingá- de-macaco, ingá-macarrão, rabo-demico 

(Brasil); guamo, guama (Colombia, Venezuela, Costa Rica); pacae soga, pacae silvestre 

(Peru) (FALCÃO, 2000). Suas folhas em destaque na Figura 2 são utilizadas no 

tratamento de várias afecções como reumatismo, artrite, diarreia, pelas pessoas nativas 

dessas áreas (SILVA et al., 2007). 

3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA  

Os antimicrobianos devem ser utilizados de forma consciente, preconizando os 

antibióticos com menor espectro para um determinado patógeno, evitando a resistência 

dessa droga a uma determinada bactéria (NIKAIDO, 2009). 
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3.2.1 Mecanismo de ação 

A atividade antimicrobiana de uma substância pode ser dividida em etapas: onde 

primeiramente as substâncias agregam-se aos micro-organismos e penetram nas suas 

células; logo após, são transportadas para um sítio ativo intracelular e por fim ligam-se a 

sítios bioquímicos específicos, realizando suas ações bioquímicas. Em cada uma dessas 

etapas pode-se iniciar ou ter-se a resistência, que está ligada aos processos de síntese de 

enzimas que inativam o composto, prevenção e modificação do sítio alvo 

(SCHAECHTER et al., 2002). 

Os compostos naturais podem agir nos micro-organismos desintegrando a 

membrana citoplasmática, desestabilizando a força próton motriz, fluxo de elétrons, 

transporte ativo e a coagulação do conteúdo da célula. Nem todos os mecanismos de ação 

agem em alvos específicos, podendo alguns sítios ser afetados em consequência de outros 

interferentes (BURT, 2004). 

3.2.2 Resistência antimicrobiana 

Os agentes antimicrobianos são essenciais para prevenção, controle e tratamento 

de infecções bacterianas em homens e animais. Todavia, o uso excessivo e indiscriminado 

desses agentes tem promovido o surgimento e prevalecimento da resistência 

antimicrobiana em bactérias de forma acelerada (PETROVIC, 2008; HARADA, 2010). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde, mudanças na população microbiana 

podem levar à evolução de novos micro-organismos patogênicos e ao desenvolvimento 

de novos fatores de virulência em patógenos antigos, como o desenvolvimento da 

resistência aos antimicrobianos ou mudanças na habilidade de sobrevivência em 

condições ambientais adversas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003). 

Um número limitado de países latino-americanos possui em âmbito nacional 

programas de vigilância que monitoram a resistência antimicrobiana, como Argentina, 

Chile e Colômbia (GARCIA, 2003; BRICENO et al., 2010). Já o Brasil não possui um 

programa nacional de vigilância da resistência antimicrobiana, o que torna ainda mais 

difícil estimar a prevalência real e peso das doenças causadas pela resistência das 

bactérias aos antibióticos.  (OKEKE et al., 2005). 
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3.3 TESTES PARA VERIFICAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA  

Segundo o Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI (2015), os testes de 

sensibilidade aos antimicrobianos, são indicados para qualquer organismo que cause um 

processo infeccioso e exija uma terapia antimicrobiana. 

De acordo com o grande número de espécies de plantas disponíveis para a análise, 

é primordial ter sistemas eficientes com métodos que avaliem a eficácia de plantas 

medicinais como agente antimicrobiano, levando-se em consideração a avaliação 

biológica completa dos extratos para garantir a eficácia e segurança, seguido pela 

identificação de princípios ativos, formulações de dosagem e perfil farmacocinético da 

nova droga (DAS, 2010). 

 Para a avaliação da atividade antibacteriana utilizando extratos vegetais 

diferentes métodos podem ser utilizados, tais como, método de difusão em ágar por poço, 

teste de difusão em disco e métodos de macrodiluição e microdiluição com a 

determinação da concentração inibitória mínima (BONA, 2014). 

Preferencialmente se utiliza cepas padrão ATCC (American Type Culture 

Collection), pois estas apresentam estabilidade genética e por serem padronizadas pode-

se ter a monitorização de vários parâmetros principais no controle de qualidade (SEIJAS 

et al., 2002). 

3.3.1 Teste de disco-difusão 

Este método foi idealizado por Bauer et al. (1966), e desde então é um dos métodos 

mais utilizados nos laboratórios de microbiologia. Fundamenta-se na difusão, através do 

ágar, de um antimicrobiano impregnado em um disco de papel-filtro. Esta difusão do 

agente antimicrobiano leva à formação de um halo de inibição do crescimento bacteriano, 

cujo diâmetro é inversamente proporcional à concentração mínima inibitória 

(JORGENSEN, 1999; NCCLS, 2006). 

Este método é qualitativo e indicado para estabelecer a sensibilidade do micro-

organismo, entretanto não determina a potência antimicrobiana de um composto; e torna-

se limitado quando as substâncias não se difundem no meio (SOUZA et al., 2003). 

Fundamenta-se na difusão da substância a ser testada, em um meio de cultura sólido e 

inoculada com o micro-organismo. A partir da difusão ocorre o aparecimento de um halo, 

no qual não há crescimento do micro-organismo, denominado halo de inibição 

(VANDEN BERGUE; VLIETINCK, 1991; SILVEIRA et al., 2009). 
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3.3.2 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

A concentração inibitória mínima corresponde à menor concentração de agente 

antimicrobiano, que será capaz de realizar a inibição do organismo teste (RICARDO, 

2008; MADIGAN et al., 2008). Pode ser realizado pelo método de macro ou 

microdiluição. O método de microdiluição utiliza microplacas com 96 poços, com 

volume de meio de cultura entre 0,1 e 0,2 mL.  

 Este método tem vantagens como uma boa reprodutibilidade, sensibilidade (30 

vezes mais sensível que outros métodos), requererem pequena quantidade de amostra, 

podendo ser utilizado para um grande número das mesmas (OSTROSKY et al., 2008). 

 

3.3.3 Principais Bactérias patogênicas utilizadas em testes antimicrobianos 

O uso indiscriminado e prolongado de antimicrobianos químicos sintéticos tem 

ocasionado resistência dos micro-organismos patogênicos através de mutações em suas 

células, determinando a deficiência na potencialização do composto frente à esses micro-

organismos. A maioria dos testes de atividade antimicrobiana são realizados frente às 

principais cepas com resistência antimicrobiana, entre eles, destacam-se os gêneros de 

Salmonella (CARVALHO et al., 2009), Escherichia coli (SOUSA et al., 2011), 

Staphylococcus aureus (SILVA et al., 2007), Enterococcus faecalis (CAVALCANTE, 

2011), Bacillus cereus (AGUIAR et al., 2008), Streptococcus (LOGUERCIO et al., 

2005).  

As bactérias Gram negativas possuem maior proteção contra compostos que 

tentam atuar na degradação de sua célula e por isso geralmente apresentam nível de 

resistência microbiana mais elevada do que as bactérias Gram positivas. Isso está 

diretamente relacionado com a constituição da membrana externa das células Gram 

negativas que é formada por fosfolipídios e proteínas, estas estruturas conferem grande 

impermeabilidade a estas células frente aos agentes antimicrobianos (HARRIS, 2003). 

Entre as principais bactérias Gram negativas resistentes destacam-se Salmonella 

Typhimurium, que é um sorotipo amplamente disseminado na natureza e de grande 

importância em saúde pública. A grande maioria dos casos de infecções humanas 

Salmonella Typhimurium deve-se às Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA´s). Este 

sorotipo vem sendo associado com grande resistência adquirida ao longo dos anos 
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(YAMAMOTO; NAKANE, 2006); e Escherichia coli, que representa a espécie 

bacteriana mais comumente isolada, indicando contaminação fecal durante ou no pós-

processamento de alimentos (FORSYTHE, 2002). 

Entre as bactérias Gram positivas destacam-se espécies de Staphylococcus aureus, 

que possuem elevada resistência frente a inúmeros agentes antimicrobianos, adquirida 

através de mutações e transferências de genes por plasmídeos e transposons e 

Enterococcus faecalis que tem adquirido resistência nos últimos anos, principalmente 

pelo uso indiscriminado de antibióticos, criando grandes reservatórios com a 

possibilidade de transferências de material genético através de plasmídeos (SHEPARD, 

2002; ANDRADE et al., 2016).   

3.4 METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

  Os metabólitos secundários são produtos de metabolismo específico, com 

distribuição em todas as partes dos vegetais e caracterizados por sua diversidade de 

estruturas químicas (NODARI; GUERRA, 2000; NIERO et al., 2003). Esses compostos 

não são necessariamente essenciais ao organismo produtor, mas exercem um papel 

importante na sobrevivência da planta em seu ecossistema, funcionando como 

mecanismos de defesa por agentes externos, tais como, micro-organismos, insetos, 

herbívoros, entre outros (VERPOORTE; VANDER HEIJDEN; MEMELINK, 2000; 

SIMÕES et al., 2004). 

Os metabólitos secundários desempenham papeis importantes na bioquímica e 

fisiologia dos vegetais. Inúmeras classes de produtos naturais constituem grupos 

importantes de metabólitos secundários, estando envolvidos em muitos processos 

fisiológicos de plantas, particularmente naqueles que respondem ao estímulo ambiental. 

A composição de metabólitos secundários nos tecidos da planta pode influenciar 

diretamente na qualidade e toxicidade dos alimentos produzidos para humanos e animais 

(STOBIECKI et al., 2003).  

Os metabolitos secundários possuem ação antibacteriana, antivirais, antifúngicas, 

antiparasitárias e propriedades antioxidantes. Hoje, essas substâncias também têm grande 

valor como cosméticos e medicamentos, sendo também utilizados para dar sabor e 

preservar alimentos (CESPEDES et al., 2015).  

A pesquisa fitoquímica é importante principalmente quando ainda não são 

dispostos todos os estudos químicos com espécies de interesse popular, tendo como 
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objetivo conhecer os compostos químicos das espécies vegetais e avaliar sua presença 

nos mesmos, identificando grupos de metabólitos secundários relevantes (SIMÕES et al., 

2004). 

Já foram identificados alguns compostos ao se utilizar as espécies Byrsonima 

crassifolia e Inga edulis.  

Gordon et al. (2011) identificaram ácido gálico e quercetina em extratos 

acetônicos de Byrsonima. Silva e Rogez (2013) identificaram a presença de ácido gálico, 

quercetina-3- O-α-L-glicosídeo e epigalocatequina galato em extratos alcoólicos de 

folhas de Byrsonima crassifolia.  

Souza et al. (2007) identificaram a presença de ácido gálico, catequina, 

epicatequina, mirecetina3-O-α-raminopiranosídeo, quercetina3-O-β-glicopiranosídeo e 

quercetina3-O-α- raminopiranosídeo no extrato metanólico de folhas de Inga edulis. 

Dias, Souza e Rogez (2010) identificaram ácido gálico, procianidina B1, 

catequina, procianidina B2, epicatequina, miricetina3-O-α-raminopiranosídeo, 

quercetina3-O-α-raminopiranosídeo, miricetina e quercetina, presentes na fração aquosa 

de extrato de folhas de Inga edulis. Silva e Rogez (2013) identificaram a presença de 

ácido gálico, miricetina3-O-α-L-raminopiranosídeo e quercetina3-O-α-L-glicosídeo em 

extratos alcoólicos de folhas de Inga edulis.  

Alguns compostos estão presentes em quantidades relevantes em extratos vegetais 

na maioria das matrizes, tais como, alcaloides, terpenóides e principalmente compostos 

fenólicos (CROTEAU et al., 2000). 

 

3.4.1 Alcaloides 

 

Os alcaloides são compostos que contem nitrogênio em um anel heterocíclico e 

são geralmente de caráter básicos (tipo alcalino=alcaloide). Constituem uma grande 

família com mais de 15.000 metabólitos secundários, entre os quais se destacam a 

morfina, a codeína e a heroína.  Eles são de sabores amargos fisiologicamente e 

farmacologicamente ativos e funcionam como uma defesa química das plantas contra os 

ataques herbívoros (PRAKASH, 1999; TAIZ; ZEIGER, 2004; BRUNETON, 2009). 
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O papel dos alcaloides nas defesas químicas das plantas é sustentado pela grande 

variedade de efeitos fisiológicos que estes exercem sobre os animais e também por suas 

atividades antimicrobianas. Muitos alcaloides são tóxicos aos insetos e atuam como 

repelente para herbívoros (CROTEAU et al.,2000). 

Cerca de 20% das espécies de plantas conhecidas acumulam esse tipo de 

metabólito secundário, podendo ser encontradas em diversas partes do vegetal, e em 

representantes de diversas famílias. Essa classe de substâncias do metabolismo 

secundário é famosa pela acentuada ação sobre o sistema nervoso central, sendo muitos 

deles utilizados como venenos ou alucinógenos (SOTTOMAYOR et al., 2004; 

LORENCE & NESSLER, 2004; OLIVEIRA et al., 2009). 

Os alcaloides geralmente se acumulam nas plantas nas partes responsáveis pela 

sobrevivência da espécie ou aqueles expostos na periferia do vegetal e, portanto, mais 

propenso aos ataques externos. Nos vegetais, esses compostos estão principalmente na 

forma de sais ou ligados aos taninos nos vacúolos. São geralmente insolúveis em água e 

solúveis em solventes orgânicos apolares e em álcoois (HOPKINS, 2003; BRUNETON, 

2009).  

As propriedades biológicas que se destaca nos alcaloides, são a propriedade de 

contração muscular intensa, útil na prevenção e tratamento de hemorragia pós-parto e 

pós- aborto (SCHRIPSEMA et al., 2004). 

 

3.4.2     Terpenoides 

 

Os terpenoides representam a maior classe química de constituintes ativos de plantas, 

havendo mais de 30.000 substâncias descritas. A classificação básica dos vários terpenos 

decorre do número de unidades isoprênicas que estes possuem (RAVEN, 2001; 

VERPOORTE & MARASCHIN, 2001; LIMA; KAPLAN; CRUZ, 2003). 

As estruturas de terpenoides são muito complexas, derivados do isopreno (C5) e 

podem ser divididos em monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), 

triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40). Podem apresentar cadeia, anel único, bicíclico ou 

policíclico, seus derivados oxigenados podem ser álcoois, aldeídos, cetonas, ácidos 

carboxílicos e ésteres (DEWICK, 2009).  
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De acordo com Copp (2003), os metabólitos secundários considerados como a 

principal classe promissora de atividade antibacteriana são os terpenoides. Os triterpenos 

são o grupo mais importante de terpenoides, e são reconhecidos pelos efeitos anti-

inflamatórios, analgésicos, cardiovasculares e antitumorais (HUSSAIN et al., 2008).  

Sesquiterpenos e lactonas sesquiterpênicas são principalmente descritas como 

tendo uma forte atividade antibacteriana contra cepas Gram positivas. No entanto o 

mecanismo de ação não é totalmente compreendido, porém especula-se uma ruptura da 

membrana ocasionada pelos compostos lipofílicos (COWAN, 1999).   

3.4.3 Compostos fenólicos 

Os compostos fenólicos são metabólitos secundários, amplamente distribuídos, 

produzidos pela maioria das plantas, sendo que já foram detectados mais de 10 mil 

compostos deste grupo (SILVA, 2010; KENNEDY; WIGHTMAN, 2011). Pertencem ao 

grupo dos compostos fenólicos várias classes químicas, como os fenóis simples e ácidos 

fenólicos, quinonas e flavonoides (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; 

SULTANBAWA, 2011).  

Os efeitos bioativos dos compostos fenólicos vem sendo elucidados, tais como 

atividade anticarcinogênica (Ângelo, 2007), atividade antioxidante (Souza et al., 2008) e 

atividade antimicrobiana (Cavalcante, 2011). A atividade antimicrobiana dos compostos 

fenólicos é variável de acordo com a espécie microbiana testada e estrutura da molécula. 

Em relação a sua estrutura química, o grau de hidroxilação do composto é o fator de maior 

impacto na toxicidade para determinados micro-organismos. No entanto, os mecanismos 

de ação destes compostos sobre os micro-organismos ainda não foram totalmente 

esclarecidos (CAMPOS; COUTO; HOGG, 2003).   

3.5 TÉCNICAS DE EXTRAÇÃO, IDENTIFICAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE 

COMPOSTOS BIOATIVOS DE MATRIZES VEGETAIS 

3.5.1 Extração por solventes em matrizes vegetais  

A extração é uma etapa fundamental para obtenção de compostos químicos a partir 

das plantas ou das suas partes vegetais. A utilização de uma técnica de extração adequada 

é determinante para separação e/ou purificação, identificação e caracterização de 

compostos bioativos, e também evita a sua perda ou degradação (GURIB-FAKIM, 2006; 

DAI & MUMPER, 2010; SASIDHARAN, et al.,2011). 
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Os extratos vegetais são preparações líquidas, semi-sólidas ou sólidas, obtidas a 

partir de matrizes de origem biológica. Estes extratos são obtidos pelo contato da matriz 

vegetal com diferentes solventes como água ou solventes orgânicos (SHI, 2007). 

A eficácia de muitos extratos de plantas depende do fornecimento de compostos 

bioativos presentes nesta matriz. Esses compostos podem ser os mais variados, por 

exemplo, compostos fenólicos, flavonoides, terpenoides, entre outros. No entanto 

matrizes vegetais são complexas e apresentam uma maior dificuldade, pois geralmente, 

apresentam característica de pouca solubilidade em água, possuem baixa absorção, 

dificuldades de penetração nas membranas lipídicas das células ou por possuírem 

tamanho molecular alto (BONIFÁCIO et al., 2014). 

Diversos fatores podem influenciar na obtenção de compostos bioativos, tais 

como: a metodologia de extração, natureza da matriz vegetal, tamanho das partículas, 

solvente utilizado, tempo e temperatura de extração (ANDREO; JORGE, 2006). 

Solventes com diferentes polaridades como o etanol, metanol, água, acetato de 

etila, hexano ou a mistura destes são largamente empregados para extração de compostos 

bioativos com propriedades antioxidantes e antimicrobianas em distintas matrizes 

vegetais. Os métodos para avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana são 

fortemente afetados pelos solventes utilizados na extração. Deste modo, a extração 

sequencial utilizando solventes com polaridade crescente tem sido amplamente utilizada 

para matrizes vegetais e alimentos (MOURE et al., 2001; MAU et al., 2005; 

PELLEGRINI et al., 2007). 

3.5.2 Extração em Fase Sólida (SPE- Solid Phase Extraction)  

A Extração em Fase Sólida é uma técnica de separação líquido-sólido 

extensamente utilizada para extrair analitos semi-voláteis e não voláteis de amostras 

líquidas, mas também para amostras sólidas pré-extraídas com solventes (QUEIROZ, 

2001). 

A extração em fase sólida é uma das ferramentas mais poderosas e mais 

empregadas para a extração e/ou pré-concentração de analitos presentes em matrizes 

complexas. A alta capacidade de concentrar os solutos nos extratos, a facilidade de 

automação e a redução do consumo de solventes orgânicos são algumas das vantagens 

conhecidas da SPE frente a outras técnicas de extração (CALDAS et al., 2011).  
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A SPE emprega sorventes em cartuchos, nas formas de barril ou seringa, e os 

mecanismos de retenção são idênticos àqueles envolvidos em cromatografia líquida em 

coluna.  Em geral, os procedimentos da SPE consistem em 4 etapas: o condicionamento 

do adsorvente, carga da amostra, lavagem, eluição (Figura 3) (KHAYOON et al., 2010; 

NOVAIS et al., 2014). 

 

Figura 3. Etapas do procedimento de Extração em Fase Sólida (SPE) 

 Fonte: EMAN, 2008. 

3.5.3 Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

A cromatografia é um método físico-químico de separação contendo uma fase 

móvel e uma estacionária, onde a amostra a ser analisada é injetada na entrada da coluna 

e a fase móvel é bombeada continuamente fazendo com que a amostra migre de acordo 

com as interações e as propriedades físico-químicas da fase móvel e da estacionária. 

Outro lado da coluna é instalado um detector que transmite para um registrador um sinal 

que é interpretado em forma de cromatogramas, sendo a área e a altura deste proporcional 

a concentração do analito (JIN et al., 2008). 

Os extratos vegetais são matrizes complexas, sendo na maioria das vezes 

necessário processo de purificação da amostra para que se realize a identificação das 

substâncias presentes. Para o caso de identificação de substâncias individuais, é 

necessária a remoção de substâncias que possam interferir, bem como a separação de 

compostos de uma mesma classe, com isto, a cromatografia é um método indispensável, 

possibilitando a posterior identificação e quantificação de compostos, com alta 

sensibilidade e eficiência (MARÇO, 2008). 
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Determinação de compostos fenólicos com capacidade antimicrobiana dos extratos 

de folhas de murucizeiro (Byrsonima crassifolia) e ingazeiro (Inga edulis) 

 (Configuração conforme normas da revista) 

 

Determination of phenolic compounds with antimicrobial capacity of extracts of 

leaves of murucizeiro (Byrsonima crassifolia) and ingazeiro (Inga edulis) 

 

O objetivo do presente estudo foi determinar compostos com capacidade antimicrobiana 

de extratos brutos e frações de folhas de Byrsonima crassifolia e de Inga edulis. Foi 

realizado uma extração sólido-líquido utilizando três sistemas de solventes (acetato, 

metanol e metanol:água). Os extratos e frações foram submetidos aos testes de 

suscetibilidade antimicrobiana para bactérias Gram-negativas e Gram-positivas através 

dos métodos de disco-difusão e Concentração Inibitória Mínima-CIM. Para identificação 

dos compostos fenólicos foi realizada Extração em Fase Sólida (SPE), para pré- 

concentração e pré-purificação dos extratos e frações que apresentaram potencial 

antimicrobiano. A fração metanólica conseguiu extrair maior conteúdo de fenólicos 

totais, e apresentou os maiores halos no teste de disco-difusão. A concentração inibitória 

mínima variou de 125 a 500 µgES mL-1
   e de 12,5 a 200 µgES mL-1 para bactérias Gram-

negativas e Gram-positivas, respectivamente. Após SPE, os extratos brutos e frações 

apresentaram halos de inibição frente a todos os micro-organismos testados em uma 

concentração menor que a dos antibióticos padronizados. O ácido gálico, ácido ferrúlico, 

miricetina e quercetina apresentaram atividade antimicrobiana quando testados 

isoladamente. Foram identificados e quantificados nos extratos bruto e frações ácido 

gálico, catequina, epicatequina, ácido ferrúlico, quercetina, além de outros 4 compostos 

majoritários para Byrsonima crassifolia e 3 compostos para Inga edulis. 

Palavras-Chave: Matrizes vegetais; Resistência microbiana; Compostos fenólicos; 

Muruci; Ingá.   
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INTRODUÇÃO  

 

O surgimento de cepas resistentes vem aumentando e acarretando prejuízos econômicos 

nas indústrias alimentícias além de colocar em risco a saúde dos consumidores pela 

grande capacidade de adaptação e resistência que os micro-organismos vêm adquirindo 

ao longo dos anos com uso abusivo de antibióticos no tratamento de pessoas e animais 

(FAI, 2008; GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO, 2010).  

O estudo de agentes antimicrobianos possui enorme abrangência, sendo ponto crucial em 

vários setores e a busca por compostos em óleos essenciais e extratos de plantas como 

uma abordagem alternativa vem se intensificando e ganhando destaque (PARK et al., 

2011; RADJI, et al., 2013).  

Extratos naturais vêm sendo utilizados para aumentar a vida de prateleira e melhorar as 

características dos alimentos. Esses extratos e/ou seus princípios ativos possuem 

atividade antibacteriana demonstrada em estudos laboratoriais (ALVES et al., 2008; 

YOSSA et al., 2010; IVANOVIC et al., 2012).   

A região amazônica se destaca por sua biodiversidade, possuindo matrizes vegetais que 

são utilizadas pelas comunidades nativas nas mais variadas formas, como chás, infusões, 

banhos, ou misturas das partes desses vegetais, no tratamento de variadas infecções, no 

entanto, poucas espécies foram estudadas e descritas em publicações científicas (BRAZ-

FILHO, 1999; RODRIGUES et al., 2014).  

O estudo destas plantas amazônicas e de seus compostos bioativos pode favorecer a 

descoberta de novos compostos antimicrobianos, auxiliando assim no crescimento 

tecnológico da região (CAVALCANTE, 2011). 

Pesquisas têm mostrado o potencial dos compostos em relação à capacidade 

antimicrobiana nas folhas de Bysonima crassifolia e Inga edulis (PERAZA-SÁNCHEZ, 

2007; CAVALCANTE 2011; OKOBA, 2016), entretanto são necessários estudos mais 

aprofundados para a identificação e isolamento desses componentes, utilizando técnicas 

que permitam obter resultados de forma eficiente.  

Assim, o presente estudo visou identificar os principais compostos fenólicos responsáveis 

pela capacidade antimicrobiana de folhas de murucizeiro (Byrsonima crassifolia) e 

ingazeiro (Inga edulis).  
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PARTE EXPERIMENTAL 

 

Reagentes químicos 

 

No presente estudo foram utilizados os seguintes reagentes: acetato de etila P.A (Êxodo 

Científica, Brasil), metanol P.A (Sigma Aldrich, Brasil), Metanol Grau HPLC (Sigma 

Aldrich, Brasil), ácido fórmico (Tedia, EUA), reagente de Folin(Sigma- Aldrich), ácido 

gálico (Sigma-Aldrich 98% de pureza), catequina (Sigma-Aldrich 98% de pureza), 

epicatequina (Sigma-Aldrich 98% de pureza), ácido ferrúlico (Sigma-Aldrich 93% de 

pureza), delfinidina (Sigma-Aldrich 98% de pureza), quercetina (Sigma-Aldrich 95% de 

pureza) e miricetina (Sigma-Aldrich). 

 

Matéria-prima 

 

Foram coletadas amostras de duas espécies vegetais (Byrsonima crassifolia e Inga 

edulis) na cidade de Bonito, município pertencente à mesorregião nordeste do Estado do 

Pará. 

A identificação taxonômica foi realizada no herbário do museu paraense Emílio Goeldi, 

pelo método de comparação de exsicatas depositadas no banco de dados do mesmo, 

possuindo como número de registro 220955 para Byrsonima crassifolia e 220956 para 

Inga edulis. 

 

Cepas de micro-organismos utilizadas  

 

Os micro-organismos utilizados foram cepas padrão ATCC (American Type Culture 

Collection) procedentes do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde 

(INCQS) da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Os micro-organismos selecionados 

foram bactérias Gram-negativas: Salmonella Typhimurium INCQS 00150 (ATCC 

14028); Escherichia coli INCQS 00033 (ATCC 25922); e bactérias Gram-positivas: 

Staphylococcus aureus INCQS 00039 (ATCC 6538) e Enterococcus faecalis INCQS 

00234 (ATCC 2912).   
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Foi realizado teste de confirmação de espécies microbianas e do perfil de sensibilidade 

aos antibióticos, pelo método automatizado utilizando cartões para identificação Vitek 

2® ID. A partir dos dados prévios de perfil de sensibilidade, foram feitas as escolhas dos 

antibióticos utilizados como controle positivo para cada cepa microbiana. 

 

Obtenções dos extratos vegetais  

 

Pré-tratamento da matéria-prima 

As amostras de folhas foram encaminhadas para o Centro de Valorização de Compostos 

Bioativos da Amazônia-CVACBA (UFPA) e posteriormente submetidas às etapas de 

seleção manual, lavagem com água corrente, secagem em estufa com circulação de ar (60 

ºC por 8 horas) e moídas (5 mm de granulometria). Em seguida foram acondicionadas em 

recipientes plásticos e armazenadas a (± 4 ºC) até utilização nos experimentos, conforme 

metodologia utilizada por Cavalcante (2011).  

 

Preparação dos extratos vegetais 

Foi realizado um processo de extração sólido-líquido utilizando três sistemas sequenciais 

de solventes: acetato de etila, seguido por metanol e por último uma mistura de metanol 

e água (1:1 v: v) (Pellegrini et al. 2007; Pompeu et al. 2009). Foi realizada extração dupla 

de uma hora para cada solvente à temperatura de 28 ºC, na proporção de 1:6 (massa: 

volume) de planta seca e solvente. Os extratos obtidos para cada solvente foram 

misturados e concentrados em evaporador rotativo. Para verificar se existe efeito 

sinérgico entre as frações, um extrato bruto foi obtido através da junção de volumes iguais 

das três frações.  

 

Determinação de fenólicos totais e padronização dos extratos vegetais 

O teor de polifenóis totais foi determinado pelo método de Folin- Ciocalteu (LAMUELA-

RAVENTOS, 1999), expressos em miligramas de equivalentes de quercetina por grama 

de extrato seco (mgEQ gES-1). Para avaliação da capacidade antimicrobiana, os extratos 

foram padronizados para uma concentração de 200 µgEQ mL-1 de extrato seco, diluído 

em água ultrapura.  
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Testes de suscetibilidade antimicrobiana: Disco-difusão  

 

A atividade antimicrobiana foi avaliada por meio do método de disco-difusão em ágar de 

acordo com metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute -CLSI 

(2015), sendo realizadas no Instituto Evandro Chagas (IEC), seção de Bacteriologia e 

Micologia. As suspensões bacterianas foram cultivadas por 18 horas a 36 ºC em caldo 

Mueller-Hinton (Oxoid). Posteriormente uma nova inoculação foi realizada nas mesmas 

condições, porém incubadas somente por 6 horas (para uso do inoculo recente). A 

concentração da suspensão bacteriana foi ajustada a escala 0,5 de McFarland (1,5 x108 

UFC mL-1) e com o auxílio de swab estéril, o inoculo bacteriano foi distribuído 

uniformemente sobre a superfície do ágar Mueller-Hinton. Em seguida, utilizando pinça 

estéril os discos (6mm de papel filtro), foram distribuídos uniformemente sobre a 

superfície do ágar e impregnados com 10 µL (2 µgEQ- microgramas de equivalentes de 

quercetina) e 20 µL (4 µgEQ- microgramas de equivalentes de quercetina) dos extratos 

bruto e frações (Acetato de etila, Metanol e Metanol: água) padronizadas de cada matriz. 

Para as bactérias Gram-negativas foi utilizado como controle positivo ampicilina (10g) 

e para as Gram-positivas vancomicina (30g). As placas foram incubadas a 36ºC por 24 

horas e avaliado os halos de inibição formados. Somente os halos com diâmetros ≥ 8 mm 

foram considerados com atividade antimicrobiana (FIGUEIREDO e SÁBER, 2016; 

OKOBA, 2016). 

Foram utilizados os seguintes padrões para a identificação dos compostos presentes nos 

extratos, através de cromatografia: ácido gálico, catequina, epicatequina, ácido ferrúlico, 

delfinidina, quercetina e miricetina, todos com concentração de 100 µg mL-1 e também 

realizada avaliação do potencial antimicrobiano de cada padrão e em forma conjunta 

(mix), pelo método de disco-difusão, utilizando 20 µL (2 µg por disco) de cada composto, 

como descrito por CLSI, (2015).  

 

Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

A determinação da concentração inibitória mínima foi realizada pelo método de 

microdiluição em caldo, utilizando placa de 96 poços de fundo U contendo 100 µL de 

caldo Mueller-Hinton (oxoid) segundo metodologia descrita pelo CLSI (2015). Diluições 
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sucessivas dos extratos brutos e frações foram realizadas de modo a se obter poços com 

concentrações entre 1,56 a 200 g mL-1 para os testes com bactérias Gram-negativas e 

entre 3,90 a 500 µg mL-1 para os testes com bactérias Gram-positivas e adicionado 100 

L de cada diluição nos poços correspondentes . Posteriormente 100 L da suspensão 

bacteriana ajustada à escala 0,5 de McFarland (1,5 x108 UFC mL-1) foi adicionado aos 

poços. As microplacas foram incubadas a 36 ºC por 24 horas e as análises realizadas em 

triplicata. Após o tempo de incubação, 10 µL de resazurina (0,1mg mL-1) foram 

adicionados aos poços para facilitar a observação de crescimento microbiano, e no 

período de 4 a 6 horas observada se houve mudança da coloração. A coloração azul indica 

ausência de crescimento microbiano e a cor vermelha/rósea indica a presença de células 

viáveis em crescimento. Foram reservados poços onde foram efetuados os controles da 

microplaca, para o controle de esterilidade do meio, controle do inoculo, controle do 

extrato e controle do indicador resazurina. 

Os níveis de Concentração Inibitória Mínima utilizados foram de potencial inativo (>100 

µg mL-1), potencial fraco (entre 550 e 100 µg mL-1), potencial moderadamente ativo 

(entre 100 a 500 µg mL-1) e potencial ativo (<100 µg mL-1), segundo Cavalcante (2011) 

e Okoba (2016). 

 

Identificação e quantificação dos compostos fenólicos 

 

Extração em Fase Sólida (SPE) 

Para extração dos compostos fenólicos, os extratos brutos e frações (4 µgEQ- 

microgramas de equivalentes de quercetina) que obtiveram resultados positivos na 

avaliação da atividade antimicrobiana (halos ≥ 8 mm) foram submetidos à extração em 

fase sólida (clean up), utilizando cartucho SPE Strata C18-E (Phenomenex) 55um, 200mg 

3mL-1, previamente condicionados com 10 mL de metanol com 1% ácido fórmico. Em 

seguida, 200 µL do extrato bruto e frações foram adicionados a 800 µL de água ultrapura. 

O clean-up foi realizado com 5 mL água ultrapura, e a eluição final foi realizada com 

metanol 100% (DIAS et al., 2010). A amostra foi seca, pesada e ressuspensa em 5 mL de 

metanol 40 % com 1% ácido fórmico. Posteriormente foi realizado o teste de atividade 

antimicrobiana (CLSI, 2015) para os extratos brutos e frações impregnados com 20 

L/disco.  As concentrações de fenólicos após SPE impregnadas nos discos foram: 10 µg 
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gES-1, 12,9 µg gES-1 e 12,2 µg gES-1 por disco de extrato bruto, fração metanólica e fração 

metanol:água, respectivamente, para Byrsonima crassifolia e de 9 µg gES-1,12,2 µg    

gES-1 e 8 µg gES-1 por disco de extrato bruto, fração metanólica e fração metanol:água, 

respectivamente, para Inga edulis. 

 

Perfil cromatográfico  

Para as análises cromatográficas foi utilizado sistema UHPLC Thermo Scientific (EUA) 

equipado com bomba quaternária (LPG-3400RS), injetor automático (WPS-3000SL 

Analytical), utilizando como detector um sistema detector de arranjo de diodos-DAD 

(DAD-3000), software de leitura de dados (Chromoleon 7.1 SR2), célula de fluxo 

(Standard Analytical) e coluna Kinetex C18 2,6µm, 100x4,6 mm (Phenomenex). Foi 

injetado 20 µL de amostra (filtradas em filtros de PVDF de 0,45 µm de porosidade e as 

fases móveis utilizadas foram água ultrapura com 1% de ácido fórmico (solução A) e 

acetonitrila com 1% ácido fórmico (solução B). Estas foram preparadas e filtradas com 

membranas de nylon (0,22 µm de porosidade) e submetidas ao banho ultrassônico por 15 

minutos para desgaseificação. 

O gradiente utilizado foi baseado em Dias et al., 2010, com as seguintes modificações:  

3% B (0 a 13 minutos); 16% B (18 minutos); 16% B (24 minutos);19% B (24,5 minutos); 

22% B (26 minutos); 36% B (27 minutos); 36% B (34 minutos); 90% B (39 minutos); 

90% B (40 minutos); 3% B (43 minutos). 

A identificação e quantificação dos compostos nas matrizes foram realizadas através das 

comparações dos tempos de retenção e área formada com os padrões utilizados. Foi 

também realizada escolha de picos majoritários, não identificados pelos padrões 

utilizados, que foram quantificados através da área formada e relacionados a uma possível 

classe de fenólicos. Os resultados foram expressos em mgEM gES-1 (miligramas de 

equivalentes miricetina por grama de extrato seco) para Byrsonima crassifolia e em 

mgEQ gES-1 (miligramas de equivalentes quercetina por grama de extrato seco) para Inga 

edulis. 
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Análise estatística  

 

Os resultados das médias obtidas na análise de atividade antimicrobiana foram 

submetidos da análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey ao nível de significância 

de 5% com auxílio do programa Statistica® versão 7.0.   

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Avaliação do teor de Fenólicos Totais 

 

Os extratos obtidos a partir de Byrsonima crassifolia apresentaram maior conteúdo de 

fenóis totais que os de Inga edulis (Tabela 1).  Verificou-se que as frações polares, 

metanol e metanol:água, conseguiram extrair maiores concentrações de fenólicos. 

Segundo OH et al. (2013), os extratos alcoólicos apresentaram maiores teores de 

compostos fenólicos, sendo o etanol e o metanol citados como melhores extratores em 

relação a solventes menos polares e a água pura. 

 

Tabela1. Teor de Fenólicos Totais do extrato bruto e frações de folhas de muruci 

(Byrsonima crassifolia) e Ingá (Inga edulis) 

E.B= Extrato bruto. F.A.E = Fração acetato de etila. F.M = Fração metanol. F.M:A = Fração Metanol:água; 

mg EQ gES-1 = (miligramas de equivalentes de quercetina por grama de extrato seco). 

 

Neste estudo constatou-se que a fração apolar (Acetato de etila) foi a que extraiu menor 

quantidade de compostos fenólicos. Ainda não se desenvolveu um método satisfatório 

para a extração de todos ou de uma classe específica de fenólicos presentes nos alimentos. 

A solubilidade dos compostos fenólicos varia de acordo com a polaridade do solvente 

utilizado, o grau de polimerização e suas interações com outros constituintes dos 

alimentos (ANGELO, 2007). 

 

Extrato/Frações 

Fenólicos Totais (mg EQ gES-1) 

 

Byrsonima crassifólia Inga edulis 

E.B 124,39±4,11 59,49±2,55 

F.A.E 43,54±2,21 35,26±2,12 

F.M 341,47±5,10 183,65±7,20 

F.M:A 210,80±1,56 163,92±2,88 
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Atividade antimicrobiana 

 

Os maiores halos de inibição de crescimento bacteriano foram observados nos discos com 

maior concentração (4 µg) em equivalentes de quercetina impregnada, visto que esses 

valores diferiram estatisticamente (p<0,5) dos discos com menor concentração (Tabela 2 

e 3). A fração metanol foi a que apresentou maiores halos de inibição, seguida pela fração 

hidrometanólica e extrato bruto. Isso pode estar relacionado à quantidade de compostos 

fenólicos extraídos por essas frações, como demonstrados na Tabela 1. A fração acetato 

de etila não apresentou halos de inibição nos parâmetros utilizados nesse estudo, pois sua 

característica apolar não conseguiu extrair grande quantidade de fenólicos ou compostos 

que apresentem atividade antimicrobiana. 

Tabela 2. Diâmetro dos halos de inibição obtidos para extrato bruto e frações de Byrsonima 

crassifolia 

Micro-

organismos 

µg EQ/ 

disco 

Extrato Bruto e Frações/Halos de inibição (mm) Controles (mm) 

E.B F.A.E F.M F.M:A AMP VAN 

S.Typhimurium 
2 6,89±0,1bB 0,00±0,0d 10,95±0,2aB 9,33±0,3bB 

18,60±0,1 
 

4 9,13±0,1cA 0,00±0,0d 13,02±0,1 aA 12,00±0,2bA  

E.coli 
2 6,00±0,4±cB 0,00±0,0d 10,21±0,4aB 8,27±0,1bB 

15,22±0,1 
 

4 7,35±0,2cA 0,00±0,0d 14,00±0,2aA 11,00±0,2bA  

S.aureus 
2 10,81±0,2bB 0,00±0,0d 12,75±0,4aB 7,30±0,3cB  

17,14±0,1 
4 14,55±0,3bA 0,00±0,0d 19,47±0,2aA 10,80±0,2cA  

E.faecalis 
2 9,10±0,3bB 0,00±0,0d 11,39±0,32 aB 6,83±0,4cB  

16,13±0,1 
4 11,86±0,2 bA 0,00±0,0d 13,79±0,2 aA 9,83±0,45 cA  

Médias seguidas de mesma letra minúscula nas linhas (entre frações) e mesma letra maiúscula nas colunas (entre 

concentrações de mg equivalentes de quercetina por disco) não diferem estatisticamente entre si, a 5 % de 

probabilidade, pelo Teste de Tukey; Extratos em 2 e 4 microgramas equivalentes quercetina por disco; E.B= Extrato 

bruto; F.A.E= Fração acetato de etila; F.M= Fração metanol; F.M:A=Fração Metanol:água; AMP= Ampicilina (10 

µg); VAN= Vancomicina (30µg). 
Tabela 3. Diâmetro dos halos de inibição obtidos para extrato bruto e frações de Inga edulis 

Micro-

organismos 

µg EQ/ 

disco 

Extrato Bruto e Frações/Halos de inibição (mm) Controles (mm) 

E.B F.A.E F.M F.M:A AMP VAN 

S.Typhimurium 
2 6,48±0,1cB 0,00±0,0d 10,55±0,2aB 8,33±0,3bB 18,60±0,1  

4 7,81± 0,1cA 0,00±0,0d 14,04±0,1aA 10,10±0,2bA   

E.coli 
2 6,91±0,2cB 0,00±0,0d 10,21±0,4aB 9,37±0,1bB   

4 8,71±0,4cA 0,00±0,0d 14,00±0,2aA 11,60±0,2bA 15,22±0,1  

S.aureus 
2 6,48±0,2cB 0,00±0,0d 13,00±0,4aB 8,60±0,3bB   

4 10,19±0,3cA 0,00±0,0d 15,77±0,2aA 13,00±0,2bA  17,14±0,1 

E.faecalis 
2 6,12±0,2cB 0,00±0,0d 9,00±0,2aB 7,03±0,4bB   

4 8,10±0,3cA 0,00±0,0d 11,00±0,3aA 9,00±0,4bA  16,13±0,1 

Médias seguidas de mesma letra minúscula nas linhas (entre frações) e mesma letra maiúscula nas colunas (entre 

concentrações de mg equivalentes de quercetina por disco) não diferem estatisticamente entre si, a 5 % de 

probabilidade, pelo Teste de Tukey; Extratos em 2 e 4 microgramas equivalentes quercetina por disco; E.B= Extrato 

bruto; F.A.E= Fração acetato de etila; F.M= Fração metanol; F.M:A=Fração Metanol:água; AMP= Ampicilina (10 

µg); VAN= Vancomicina (30µg). 
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Os extratos de plantas são importantes fontes de agentes antimicrobianos devido à 

presença de metabólitos secundários das plantas, especialmente os compostos fenólicos. 

Esses compostos com propriedades biológicas, e seu uso no bem-estar humano são mais 

frequentemente preferidos em relação às drogas sintéticas, por serem menos prejudiciais 

na saúde humana (BHATTACHARYA et al., 2016). Em geral foram encontrados, halos 

de inibição satisfatórios nas duas matrizes, principalmente pela utilização de 

concentrações de equivalentes de quercetina menores (2 e 4 µg) do que os padrões 

utilizados, ampicilina e vancomicina, 10 e 30 µg por disco, respectivamente. Isso 

demostra o grande espectro de ação antimicrobiana e a ação considerável dos 

componentes bioativos presentes nas duas matrizes. 

Gellen e Silva (2016), não observaram atividade antimicrobiana ao estudarem raízes de 

Byrsonima crassifolia. Cavalcante (2011) e Dutra (2016) observaram ação 

antimicrobiana ao utilizarem folhas de Byrsonima crassifolia e Inga edulis 

respectivamente. 

A leitura da atividade antimicrobiana pode ser influenciada por diversos fatores tais como, 

composição química da espécie vegetal, época de colheita, parte da planta utilizada em 

estudo, origem geográfica e forma de extração. Além disso, deve-se salientar os diferentes 

padrões de resistência apresentados pelos micro-organismos, a origem de sua obtenção 

(isolamento) e características ao gênero em questão podem influenciar no efeito inibitório 

do material testado (MOURA et al., 2013). 

 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

A fração metanólica foi a que obteve menor CIM, seguida da fração metanol:água e 

extrato bruto (Tabela 4). Isso pode estar diretamente ligado ao fato da capacidade que a 

fração metanólica demonstrou de concentrar maior teor de fenólicos, compostos que estão 

diretamente correlacionados com várias propriedades biológicas, inclusive atividade 

antimicrobiana (ANGELO, 2007; SOUZA, et al., 2008).  

As frações metanólica e hidrometanólica nas duas matrizes demonstraram-se como ativas 

(˂ 100 µg mL-1) para os micro-organismos Gram-negativos e moderadamente ativas para 

os Gram-positivos. Os Extratos brutos das duas matrizes vegetais apresentaram potencial 

moderadamente ativo (100 a 500 µg mL-1) para todas as bactérias testadas. Okoba (2016), 
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ao avaliar raízes de Byrsonima cydonifolia encontrou CIM de 703 µg mL-1
 frente a 

espécies de Salmonela e E.coli, em extratos a 20 e 30% hidroalcoólicos. Já Cavalcante 

(2011), encontrou valores entre 83 a 267 µg mL-1 (S.typhi); 233 e 467 µg mL-1 (E.coli); 

133 e 367 µg mL-1 (S.aureus) e 303 e 333 µg mL-1 (E.faecalis), em extratos bruto de 

folhas de Byrsonima e Inga edulis, respectivamente, a uma concentração de 50 mg mL-1. 

 

Tabela 4. Valores de Concentração Inibitória Mínima dos extratos bruto e frações de 

Byrsonima  crassifolia e Inga edulis 

Matrizes 

vegetais 

 
Concentração Inibitória Mínima (CIM) em µgES mL-1 para extrato bruto 

e frações de folhas de Byrsonima crassifolia e Inga edulis 

Extratos/ 

frações 

Micro-organismos 

S. Typhimurium E. coli S. aureus E. faecalis 

Byrsonima crassifolia 

E.B 100,00 100,00 500,00 500,00 

F.M 12,5 12,5 125,00 125,00 

F.M:A 50,00 50,00 250,00 250,00 

Inga edulis 

E.B 200,00 200,00 500,00 500,00 

F.M 12,5 12,5 125,00 125,00 

F.M:A 25,00 25,00 125,00 125,00 

Os níveis de CIM utilizados foram: > 1000 µg mL-1 (inativo); CIM entre 500 e 1000 µg mL-1 (fraco); CIM 

entre 100 a 500 µg mL-1 (moderadamente ativo); CIM ˂ 100 µg mL-1 (ativo). 

 

Os resultados do presente estudo demonstram uma considerável ação dos extratos brutos 

e frações, sendo necessárias baixas concentrações para inibição dos micro-organismos 

testados, principalmente os Gram-negativos (S. Typhimurium e E. coli). Deve-se levar 

em consideração o fato de que existe uma gama de compostos atuando nessas matrizes, 

podendo este efeito inibitório ser ainda maior a partir de uma purificação de compostos 

de interesse, que possuem atividade frente as cepas microbianas.  

 

Teste disco-difusão após Extração em Fase Sólida (SPE) 

 

Os extratos brutos e frações das duas matrizes apresentaram halos com atividade 

antimicrobiana (=> 8mm) para todos os micro-organismos testados (Tabela 5). A fração 

metanol apresentou os maiores halos tanto para os micro-organismos Gram-negativos 

como para os Gram-positivos.  

Esses resultados podem ser explicados pela maior concentração e purificação dos 

compostos fenólicos presentes nos extratos brutos e frações, já que um dos princípios 

deste tipo de extração é a retirada de compostos interferentes e a concentração de 
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compostos de interesse através do uso de diferentes solventes em contato com partículas 

de adsorvente e amostra (QUEIROZ et al., 2000).        

 

Tabela 5. Diâmetro dos halos de inibição obtidos pelo método de disco-difusão para o 

extrato bruto e frações de Byrsonima crassifolia e Inga edulis após pré-purificação por 

SPE 

Matrizes  

Vegetais 

Halos de inibição (mm) para extrato bruto e frações de folhas de Byrsonima 

crassifolia e Inga edulis após Extração em Fase Sólida 

Extratos/Frações 

g ES-1/disco 

Micro-organismos 

S.Typhimurium E.coli S.aureus E.faecalis 

Byrsonima 

crassifolia 

E.B (10,0) 9,00±0,2 9,20±0,2 12,00±0,1 11,12±0,2 

F.M(12,9) 16,00±0,1 14,50±0,2 14,75±0,1 16,01±0,3 

F.M:A(12,2) 12,00±0,2 12,88±0,2 12,60±0,1 12,54±0,2 

Inga edulis 

E.B(9,0) 9,23±0,2 8,88±0,2 12,02±0,1 10,00±0,1 

F.M(12,2) 15,56±0,2 12.89±0,3 15,89±0,1 13,95±0,1 

F.M:A(8,0) 12,01±0,4 11,01±0,3 13,00±0,1 12,00±0,2 

AMP  19,11±0,1 17,00±0,1   

VAN    17,23±0,1 15,00±0,1 

E.B= Extrato bruto. F.-M= Fração metanol.  F.M:A=Fração Metanol:água. AMP= Ampicilina (10 µg). 

VAN= Vancomicina (30µg). 

 

Os extratos brutos e frações das duas matrizes apresentaram considerável efeito inibitório 

sobre as bactérias em estudo (Tabela 5), e em concentrações equivalentes a ampicilina 

(10 µg) e menores que a vancomicina (30 µg), utilizados como controle. Mais estudos 

devem ser feitos para a melhor elucidação da atividade antimicrobiana de extratos 

vegetais com compostos mais concentrados e purificados, para possível utilização como 

antibiótico natural em substituição das drogas sintéticas utilizadas atualmente, que 

apresentam cada vez menos efeito bactericida, pela resistência que os micro-organismos 

têm adquirido ao longo dos anos.   

 

Teste disco-difusão para padrões de compostos fenólicos 

 

Os resultados demostraram que o ácido gálico, ácido ferrúlico, quercetina e miricetina 

apresentaram atividade antimicrobiana frente às cepas de micro-organismos testadas, 

comprovando seu potencial quando aplicados de forma isolada (Tabela 6). O mix dos 

compostos fenólicos também apresentou potencial antimicrobiano, demostrando halos 

maiores que 8 mm para os micro-organismos Gram-negativos como para os Gram-

positivos, evidenciando seu efeito sinérgico. Os compostos foram eficazes na formação 
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de halos inibitórios, pois estavam em uma concentração menor (2 µg) do que os padrões 

que foram utilizados como controle, ampicilina (10 µg) e vancomicina (30 µg).  

A atividade antimicrobiana dos compostos fenólicos é variável de acordo com a espécie 

microbiana testada e estrutura da molécula. Em relação a sua estrutura química, o grau de 

hidroxilação do composto é o fator de maior impacto na toxicidade para determinados 

micro-organismos. No entanto, os mecanismos de ação destes compostos ainda não foram 

totalmente esclarecidos (CAMPOS; COUTO; HOGG, 2003). 

 

Tabela 6. Diâmetro dos halos de inibição obtidos pelo método de disco-difusão para 

padrões de compostos fenólicos isolados e em forma de MIX 

Padrões de 

compostos 

fenólicos 

Halos de inibição (mm)/ Micro-organismos 

S.Typhimurium E.coli S.aureus E.faecalis 

Ácido Gálico 7,0±0,4 8,0±0,3 8,0±0,4 9,0±0,4 

Ácido ferrúlico 10,0±0,1 10,0±0,1 12,0±0,3 10,0±0,3 

Catequina 0,00 0,00 0,00 0,00 

Epicatequina 0,00 0,00 0,00 0,00 

Quercetina 9,0±0,3 9,0±0,1 8,5±0,1 8,0±0,2 

Miricetina 12,0±0,2 12,4±0,3 16,0±0,3 14,0±0,2 

MIX1 10,0±0,3 11,20±0,3 14,30±0,2 13,11±0,1 

AMP 19,21±0,1 17,34±0,1   

VAN   17,00±0,1 15,45±0,1 

Padrões concentrados em 2g por disco; Mix1= Junção de todos os padrões;AMP= Ampicilina (10 µg). 

VAN= Vancomicina (30µg). 

 

A miricetina foi o composto que apresentou maior capacidade de inibição, sendo 

observados os maiores halos nas bactérias testadas, e próximos aos halos obtidos pelos 

antibióticos padrões quando testados frente a S. aureus e E. faecalis. A literatura relata 

este composto como tendo uma potente atividade antimicrobiana quando encontrada em 

matrizes vegetais (NANA et al., 2014; BHATTACHARYA, et al., 2016). 

 

Perfil cromatográfico  

 

O perfil cromatográfico de Byrsonima crassifolia e Inga edulis estão representados nas 

Tabelas 7 e 8, respectivamente. Constatou-se a presença de catequina, epicatequina, 

quercetina e ácido ferrúlico nos extratos bruto e frações, além de ácido gálico presentes 

nos extratos bruto das duas matrizes. Esses compostos, no entanto, apresentaram-se em 

baixas concentrações e não se encontraram dentro do limite da curva de calibração 
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realizada para a quantificação dos mesmos. Apenas na fração metanol:água foram 

quantificados os conteúdos de catequina e epicatequina, fato que pode estar relacionado 

ao solvente mais polar utilizado nesta fração, que segundo a literatura consegue uma 

melhor extração de flavanóis, classe de compostos fenólicos em que se encontram a 

catequina e epicatequina (ALVARENGA, 2013). Os compostos majoritários observados 

na Byrsonima apresentaram tempo de retenção de 20,30 minutos (composto 1), 17,58 

minutos (composto 2),18,70 minutos (composto 3) e 23,00 minutos (composto 4), e para 

Inga edulis tempos de 13,56 minutos (composto 1), 13,82 minutos (composto 2) e 17,2 

minutos (composto 3), com picos de absorção em espectros ultravioleta em 350 nm. 

 

Tabela 7. Concentração dos compostos fenólicos do extrato bruto e frações de Byrsonima 

crassifolia  

Extratos e frações 
Composto 

fenólico 

Classe de 

fenólicos 

Comprimento 

de onda de 

leitura (nm) 

Tempo de 

retenção 

(min) 

Quantificação 

dos compostos 

(mgEM gES-1) 

Extrato bruto 

Ácido gálico Ác.benzóico 280 3,20 n.q 

Catequina Flavanol 280 7,87 n.q 

Epicatequina Flavanol 280 10,40 n.q 

Ácido ferrúlico Ác.cinâmico 280 14,21 n.q 

Quercetina Flavonol 350 27,47 n.q 

Composto B1 Flavonol 350 20,30 20,00±0,35 

Composto B2 Flavonol 350 17,58 23,00±0,40 

Composto B3 Flavonol 350 18,70 23,00±0,45 

Composto B4 Flavonol 350 23,00 20,00±0,45 

Fração metanólica  

Ácido gálico Ác.benzóico 280 n.i n.q 

Catequina Flavanol 280 7,87 n.q 

Epicatequina Flavanol 280 10,40 n.q 

Ácido ferrúlico Ác.cinâmico 280 14,21 n.q 

Quercetina Flavonol 350 27,47 n.q 

Composto B1 Flavonol 350 20,30 81,00±0,25 

Composto B2 Flavonol 350 17,58 70,00±0,35 

Composto B3 Flavonol 350 18,70 58,00±0,40 

Composto B4 Flavonol 350 23,00 38,00±0,40 

Fração 

metanol:água 

Ácido gálico Ác.benzóico 280 n.i n.q 

Catequina Flavanol 280 7,84 1,00±0,40 

Epicatequina Flavanol 280 10,39 1,00±0,35 

Ácido ferrúlico Ác.cinâmico 280 14,20 n.q 

Quercetina Flavonol 350 27,41 n.q 

Composto B1 Flavonol 350 20,30 36,90±0,50 

 Composto B2 Flavonol 350 17,58 39,10±0,50 

 Composto B3 Flavonol 350 18,70 25,00±0,45 

 Composto B4 Flavonol 350 23,00 23,80±0,45 

Os desvios padrões representam as variações nas concentrações da análise em triplicata. n.i=não 

identificado; n.q= não quantificado; nm= nanômetros; min=minutos; mgEM gES-1=miligramas 

equivalentes miricetina por grama de extrato seco. 
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Souza et al. (2007) encontraram concentrações de 0,82; 9,67 e 25,43 mg EAG gES-1 

(miligrama equivalentes de ácido gálico por grama de extrato seco)  para ácido gálico, 

catequina, epicatequina, respectivamente, em frações de extratos de Inga edulis. Dias et 

al. (2010) ao avaliarem o perfil de folhas de Inga edulis observaram concentrações de 

1,98, 13,61, 6,32 e 1,76 mg g FS-1 (miligrama por grama de fração seca) para ácido gálico, 

catequina, epicatequina e quercetina, respectivamente. Foram ainda identificados por 

esses autores a presença de procianidina B1, procianidina B2, quercetina 

raminapiranosídeo, miricetina nos extratos de Inga edulis.  

 

Tabela 8. Concentração dos compostos fenólicos do extrato bruto e frações de Inga edulis 

Extratos e 

frações 

Composto 

fenólico 

Classe de 

fenólicos 

Comprimento 

de onda de 

leitura (nm) 

Tempo de 

retenção (min) 

Quantificação 

dos compostos 

(mgEQ gES-1) 

Extrato bruto   

Ácido gálico Ác.benzóico 280 3,20 n.q 

Catequina Flavanol 280 7,87 n.q 

Epicatequina Flavanol 280 10,40 n.q 

Ác. ferrúlico Ác.cinâmico 280 14,21 n.q 

Quercetina Flavonol 350 27,47 2,00±0,45 

Composto I1 Flavonol 350 13,56 7,00±0,30 

Composto I2 Flavonol 350 13,82 5,20±0,50 

Composto I3 Flavonol 350 17,2 5,73±0,25 

Fraçõa 

metanólica  

Ácido gálico Ác.benzóico 280 n.i n.q 

Catequina Flavanol 280 7,87 n.q 

Epicatequina Flavanol 280 10,40 n.q 

Ác.ferrúlico Ác.cinâmico 280 14,21 n.q 

Quercetina Flavonol 350 27,47 n.q 

Composto I1 Flavonol 350 13,56 79,00±0,40 

Composto I2 Flavonol 350 13,82 49,00±0,50 

Composto I3 Flavonol 350 17,2 6,40±0,40 

Fraçõa 

metanol:água   

Ácido gálico Ác.benzóico 280 n.i n.q 

Catequina Flavanol 280 7,84 2,00±0,40 

Epicatequina Flavanol 280 10,39 2,00±0,55 

Ác.ferrúlico Ác.cinâmico 280 14,21 1,00±0,45 

Quercetina Flavonol 350 27,39 n.q 

Composto I1 Flavonol 350 13,56 10,00±0,65 

Composto I2 Flavonol 350 13,82 8,00±0,50 

Composto I3 Flavonol 350 17,2 110,00±0,70 

Os desvios padrões representam as variações nas concentrações da análise em triplicata. n.i=não 

identificado; n.q= não quantificado; nm= nanômetros; min=minutos; mgEQ gES-1=miligramas 

equivalentes quercetina por grama de extrato seco. 

Gordon et al. (2011), observaram a presença de 19 tipos diferentes de compostos fenólicos 

em Byrsonima crassifolia, incluindo o ácido gálico, proantocianidinas e derivados de 

quercetina. Souza et al. (2008), observaram como composto majoritário em folha de Inga 

edulis a miricetina-3-O-α-L-raminopiranosídeo com concentrações de 16,51 mg EAG 

gES-1 (equivalente ácido gálico por grama de extrato seco). Assim como Dias et al. 
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(2010), que observaram a miricetina-3-O-α-L-raminopiranosídeo em concentrações de 

18,52 e 26,82 mg g FS-1 (miligramas por grama de fração seca). 

A variação na identificação e quantificação de compostos fenólicos é influenciada pela 

natureza do composto, quantidade de metabólitos secundários presentes na planta, o 

método de extração empregado, o tamanho da amostra, o tempo e as condições de 

estocagem, o padrão utilizado e a presença de interferentes (ANGELO, 2007).  

Os compostos majoritários presentes nas duas matrizes possivelmente estão inseridos na 

classe dos flavonóis, pelo tempo de retenção e espectro de absorção, fato que pode estar 

diretamente ligada a atividade antimicrobiana apresentada pelas matrizes, já que 

compostos dessa classe têm sido relacionados a inúmeras propriedades biológicas, 

inclusive atividade antimicrobiana (RAMOS et al., 2002; SOARES; PROENÇA, 2008). 

É necessário, mais pesquisas que possam identificar e quantificar os compostos fenólicos 

presentes nessas matrizes vegetais, além do isolamento desses compostos por 

cromatografia preparativa e avaliações de atividade antimicrobiana para elucidação de 

sua eficiência de forma isolada e em sinergismo com a matriz vegetal. 

 

CONCLUSÃO 

 

Os extratos brutos e frações metanólica e metanol:água apresentaram atividade 

antimicrobiana nas duas matrizes no teste de disco-difusão, em concentrações menores 

do que a utilizada nos antibióticos padrões, apresentando valores de CIM com potencial 

ativo a moderado para as frações metanólica e metanol:água e potencial moderado para 

os extratos brutos. A técnica de SPE conseguiu purificar/ concentrar maiores conteúdos 

de compostos fenólicos apresentando halos de inibição satisfatórios para todos os micro-

organismos testados. Os padrões de compostos fenólicos, com exceção da catequina e 

epicatequina, apresentaram atividade antimicrobiana para todos os micro-organismos 

testados. Na análise cromatográfica foram identificados 4 compostos majoritários para 

Byrsonima crassifolia e 3 para Inga edulis, pertencentes possivelmente a classe dos 

flavonóis. De forma geral, as matrizes vegetais apresentam-se com um enorme potencial 

antimicrobiano, necessitando, mais pesquisas para isolamento e purificação desses 

compostos e sua influência sobre as bactérias, para possíveis utilizações como por 

exemplo, formulação de antibiótico natural em substituição das drogas sintéticas.  
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