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RESUMO 

 

Na atualidade, é crescente a demanda dos consumidores por alimentos naturais, livres de 

compostos sintéticos já que estes são, muitas vezes, responsáveis pela incidência de doenças 

crônicas, como o câncer. Com isso, as indústrias vêm buscando compostos naturais que 

possam substituir, de forma total ou parcial, essas substâncias. Nesse contexto, os 

antibacterianos provenientes de fontes vegetais vêm ganhando espaço no mercado e, a 

Moringa oleifera, uma conhecida planta de ação medicinal, pode ser uma excelente 

alternativa. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana de 

diferentes extratos de sementes de moringa contra bactérias Gram-positivas (Aliciclobacillus 

acidoterrestris, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus) e Gram-negativas 

(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Enteritidis). Os extratos foram 

produzidos com sementes de moringa colhidas no primeiro (M1) e no segundo (M2) 

semestres do ano, utilizando-se diferentes solventes: água (EA), hexano (EH) e etanol (EE). 

Os extratos foram analisados quanto ao conteúdo de polifenóis extraíveis totais pelo método 

Folin-Ciocalteau e a atividade antimicrobiana, foi avaliada utilizando-se o método de difusão 

em placa. Realizou-se uma triagem para selecionar os extratos que apresentaram melhor 

atividade antibacteriana sobre as bactérias utilizadas no estudo e aqueles com melhores 

resultados foram escolhidos para o ensaio de determinação da concentração inibitória mínima 

(CIM), variando a concentração dos extratos de 100% a 0,39% (v/v). O conteúdo de 

polifenóis totais dos extratos variou de 3,51 ± 0,31 a 241,76 ± 15,88 mg equivalente em ácido 

gálico (EAG)/g de semente. Nos ensaios, foi observado que o extrato aquoso (EAM2) 

apresentou ação contra todas as bactérias Gram-positivas, os extratos hexânicos mostraram 

ação apenas contra o A. acidoterrestris e o extrato etanólico (EEM1) teve ação sobre todas as 

bactérias, com exceção da S. Enteritidis. A CIM dos extratos EAM2 e EEM1 foi determinada 

para A. acidoterrestris, L. monocytogenes e S. aureus obtendo-se os valores do extrato aquoso 

de 12,5%, 25% e 12,5% (v/v) e do extrato etanólico de 0,78%, 12,5% e 3,12% (v/v), 

respectivamente. Através dos resultados obtidos conclui-se que os extratos aquoso e etanólico 

de sementes de M. oleifera são potenciais agentes antibacterianos, principalmente contra 

bactérias Gram-positivas. 

 

Palavras-chave: Moringa oleifera. Antibacteriano. Extratos naturais. 



 

ABSTRACT 

 

Nowadays, consumers' demand for natural foods free of synthetic compounds is increasing 

since they are often responsible for the incidence of chronic diseases, such as cancer. 

Thererby, the industries have been looking for natural compounds that can replace, totally or 

partially, these substances. In this sense, antibacterials from plant sources have been gaining 

more and more space in the market and Moringa oleifera, a well-known medicinal plant, can 

be an excellent alternative. The objective of this study was to evaluate the antibacterial 

activity of different extracts of moringa seeds against Gram-positive (Alicyclobacillus 

acidoterrestris, Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus) and Gram-negative 

bacteria (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Salmonella Enteritidis). The extracts 

were obtained from moringa seeds harvested in the first (M1) and second (M2) semesters of 

the year, using different solvents: water (EA), hexane (EH) and ethanol (EE). The extracts 

were analyzed for the content of total extractable polyphenols by the Folin-Ciocalteau method 

and the antimicrobial activity was evaluated using the plate diffusion method. Screening was 

performed to select the extracts which showed the best antibacterial activity over the bacteria 

used in the study. The best results of antibacterial activity were chosen for the minimum 

inhibitory concentration (MIC), the concentration of the extracts ranged from 100% to 0,39% 

(v/v). The total polyphenol contents of the extracts ranged from 3.51 ± 0.31 to 241.76 ± 15.88 

mg equivalent in gallic acid (EAG) / g of seed. It was observed that EAM2 showed activity 

against all Gram-positive bacteria of this work, hexanic extracts activity only against A. 

acidoterrestris and EEM1 on all bacteria (Gram-positive or negative), with the exception of S. 

Enteritidis. The MIC of EAM2 and EEM1 extracts was determined for A. acidoterrestris, L. 

monocytogenes and S. aureus, the results were of 12.5%, 25% and 12.5% (v/v) to aqueous 

extract and 0.78%, 12.5% and 3.12% (v/v) to ethanol extract, respectively. It can be 

concluded that the aqueous and ethanolic extracts of M. oleifera seeds are potential 

antibacterial agents, mainly against Gram-positive bacteria. 

 

Keywords: Moringa oleifera. Antibacterial. Natural extracts. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A infecção causada por bactérias é um dos problemas mais ameaçadores para a 

saúde pública, com impactos social e econômico significativos. Em várias regiões do mundo, 

os surtos de doenças de origem alimentar podem ter efeitos graves na saúde e, em alguns 

casos, podem ser fatais. Por outro lado, existem aqueles microrganismos que, apesar de não 

causarem diretamente prejuízos à saúde humana, apresentam-se como vilões para a indústria 

de alimentos, estes são os chamados deteriorantes (VOON; BHAT; RUSUL, 2012; LIU et al., 

2016). 

A deterioração de alimentos causada por bactérias pode ser descrita como a perda 

das suas propriedades qualitativas no que diz respeito à cor, sabor, textura e odor. Em muitos 

casos, a qualidade dos alimentos pode ser mantida se o nível de contaminação bacteriana for 

minimizado (BAUTISTA, 2014). 

Os pesquisadores têm sido estimulados a buscarem novos agentes antimicrobianos 

obtidos a partir de fontes naturais que, em certos casos, podem ser mais eficazes no combate a 

alguns microrganismos do que os antimicrobianos convencionalmente utilizados. A 

resistência dos microrganismos patogênicos a uma série de compostos aos quais se 

mostravam anteriormente sensíveis acarreta na busca de novos compostos com ação 

antimicrobiana e que sejam preferencialmente naturais (THALLER et al., 2010; VOON; 

BHAT; RUSUL, 2012). Os vegetais são vistos como uma excelente fonte de substâncias 

antimicrobianas, e a diversidade molecular desses produtos naturais é, em geral, superior 

àquela obtida por processo sintético. Estes agentes antimicrobianos naturais podem ser 

explorados como uma forma natural de conservar alimentos (NOVAIS et al., 2003). 

Atualmente, os consumidores têm se preocupado com o uso indiscriminado de 

compostos químicos ou conservantes artificiais de alimentos, já que esses podem causar 

efeitos tóxicos ao organismo e doenças crônicas, como o câncer. Em contrapartida, os 

componentes químicos derivados de plantas são muitas vezes considerados como alternativas 

mais naturais e seguras em comparação aos sintéticos, tornando-se, portanto, preferíveis para 

aplicações em alimentos. Assim, percebe-se a necessidade de uma maior exploração científica 

na linha de base das matérias-primas vegetais que podem ser efetivamente utilizadas como 

agentes antimicrobianos (VOON; BHAT; RUSUL, 2012; HAN; BHAT, 2014). 

A moringa (Moringa oleifera) é uma planta perene originária do noroeste da Índia 

e já bastante difundida no nordeste do Brasil, principalmente no Maranhão, Piauí e Ceará, 

devido à sua resistência à seca e a temperaturas elevadas, características dessas regiões. É 
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cultivada comercialmente na Índia, África, América do Sul e Central, México, Havaí, Ásia e 

Sudeste asiático (STOHS; HARTMAN, 2015). Todas as partes desta planta (flores, folhas, 

sementes, vagens e caule), por apresentarem uma ampla variedade de constituintes químicos – 

tais como, minerais, proteínas, vitaminas, carotenoides, aminoácidos, compostos fenólicos e 

ácidos graxos – são utilizadas com diferentes finalidades como, por exemplo, na nutrição 

humana e animal, no tratamento de água para consumo humano, nas indústrias farmacêutica, 

cosmética e alimentícia, bem como na produção de biodiesel e lubrificante. Nos últimos anos, 

a moringa tem sido bastante estudada no âmbito do seu potencial antimicrobiano, mostrando-

se uma promissora fonte de compostos que possuem essa função (TALREJA, 2010; 

RATSHILIVHA et al., 2014). 

A segurança alimentar é uma importante questão em todo o mundo, tanto do ponto 

de vista da indústria de alimentos como da saúde pública. A crescente preocupação sobre o 

uso de conservantes sintéticos, a descoberta de patógenos de origem alimentar com resistência 

aos antimicrobianos clássicos, bem como o aumento da demanda dos consumidores por 

produtos naturais têm gerado muitos desafios tecnológicos à indústria de alimentos, que está 

cada vez mais motivada para o uso de antimicrobianos naturais, como extratos naturais 

derivados de plantas, em detrimento de agentes antimicrobianos sintéticos (ZHU et al., 2015; 

MIAO et al., 2016). A moringa (Moringa oleifera) tem se mostrado uma excelente opção 

como fonte de agente antimicrobiano natural e o objetivo da presente pesquisa é estudar o 

potencial do extrato da semente para um possível uso em alimentos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a atividade antibacteriana de diferentes extratos obtidos a partir da 

semente da moringa visando sua possibilidade de aplicação como conservante natural na 

indústria de alimentos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Obter extratos a partir de sementes de Moringa oleifera utilizando 

diferentes solventes: água, hexano e álcool etílico; 

 Avaliar as ações antibacterianas dos extratos obtidos contra bactérias 

Gram-positivas (Alicyclobacillus acidoterrestris, Listeria monocytogenes e 

Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa e Salmonella Enteritidis) em diferentes concentrações; 

 Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) dos extratos 

selecionados como agentes antibacterianos; 

 Determinar o conteúdo de polifenóis totais e correlacionar com a atividade 

antibacteriana. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Bactérias de importância em alimentos 

 

Doenças de origem alimentar resultam do consumo de alimentos contaminados 

com bactérias patogênicas, tais como Listeria monocytogenes, Salmonella spp., 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, que são responsáveis 

por casos de infecções ou intoxicações alimentares (IKEDA et al., 2006; KARABIYIKLI; 

DEGIRMENCI; KARAPINAR, 2014; KIM et al., 2011; ZUNABOVIC; DOMIG; KNEIFEL, 

2011;). De modo especial, Salmonella Enteritidis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli 

são as bactérias de maior importância por serem as mais difundidas em diferentes alimentos 

em todo o mundo (FU; ZHOU; XING, 2013). 

De acordo com o Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC - USA), de 

2009 a 2013, o número de casos de doenças causadas por infecção com bactérias de origem 

alimentar nos Estados Unidos foi de 29.337. Sendo os principais patógenos responsáveis por 

esses surtos nos Estados Unidos a Salmonella spp. e Escherichia coli (LIU et al., 2016). No 

Brasil, entre os anos de 2000 e 2015 foram registrados 218.507 casos de doenças transmitidas 

por alimentos (DTA) (TABELA 1). Vale salientar que em 58,8 % de todos os casos 

notificados não foi possível identificar o agente etiológico responsável pelo surto. Entre os 

casos em que houve identificação do patógeno causador da DTA, percebe-se que Salmonella 

spp., Staphylococcus aureus e Escherichia coli são os principais agentes etiológicos 

associados aos surtos (FIGURA 1). Nesse mesmo período, os principais alimentos envolvidos 

em surtos de DTA foram, respectivamente, alimentos mistos; ovos e produtos a base de ovos; 

água; doces e sobremesas; carne bovina in natura, processados e miúdos; leite e derivados, 

com porcentagem dos casos variando de 14,1 a 3,3%, sendo que em 51,4% dos casos de DTA 

os alimentos responsáveis pelos surtos não foram identificados (DOENÇAS..., 2016). A 

Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que, anualmente, mais de um terço da 

população mundial adquira uma doença transmitida por alimento, mas apenas uma pequena 

parcela dos casos é notificada (VIGILÂNCIA..., 2014).  
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Tabela 1 – Série histórica de surtos, doentes, expostos e óbitos por DTA. Brasil,  2000 a 2015  

Fonte: SINAN/SVS/Ministério da Saúde apud DOENÇAS..., 2016. 

 

Figura 1 – Agentes etiológicos responsáveis pelos surtos de DTA no Brasil nos anos de 2000 a 

2015 

 

Fonte: SINAN/SVS/Ministério da Saúde apud DOENÇAS..., 2016. 

 

Doenças transmitidas por alimentos são uma ameaça global de saúde pública 

devido à sua alta prevalência e os custos associados ao tratamento. Até 30% da população que 

vive em países industrializados sofrem de doenças de origem alimentar a cada ano 

(RODRÍGUEZ-LÁZARO et al., 2015). 

Ano Surtos Doentes Expostos Óbitos Taxa de letalidade 

2000 427 9.535 31.821 5 0,05% 

2001 872 15.631 211.228 5 0.03% 

2002 806 12.391 116.962 5 0,04% 

2003 619 17.910 688.772 4 0,02% 

2004 635 21.776 368.109 21 0,010% 

2005 913 17.214 242.191 12 0,07% 

2006 573 10.312 49.465 8 0,08% 

2007 683 11.708 25.195 11 0,09% 

2008 641 8.995 23.275 26 0,29% 

2009 594 9.431 24.014 12 0,13% 

2010 498 8.628 23.954 11 0,13% 

2011 795 17.884 52.640 4 0,02% 

2012 863 14.670 42.138 10 0,07% 

2013 861 17.455 64.340 8 0,05% 

2014 886 15.700 124.359 9 0,06% 

2015 575 9.267 32.647 7 0,08% 

Total 11.241 218.507 2.121.110 158 0,07% 
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3.1.1 Listeria monocytogenes 

 

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, anaeróbia facultativa, não 

formadora de esporos que ocorre comumente em ambientes naturais. Esta bactéria quando 

ingerida com o alimento pode invadir as células do epitélio intestinal (ALLEN et al., 2016). 

Este patógeno intracelular facultativo de origem alimentar tem sido responsável 

por surtos de listeriose, uma infecção grave que afeta principalmente indivíduos 

imunocomprometidos, incluindo mulheres grávidas, recém-nascidos e idosos. Os sintomas da 

doença listeriose assemelham-se aos da gripe com complicações graves, podendo causar 

meningite, septicemia, aborto espontâneo e uma elevada taxa de mortalidade de 

aproximadamente 30%. Vários casos de listeriose têm sido associados a alimentos 

contaminados e essa incidência tende a aumentar, o que causa preocupação generalizada em 

muitos países (DREVETS; BRONZE, 2008; LIU et al., 2014; AUVOLAT; BESSE, 2016). Os 

surtos de listeriose de origem alimentar têm sido associados a diferentes tipos de alimentos, 

entre estes, leite e produtos lácteos, carnes e seus produtos (CARTWRIGHT et al., 2013). 

A capacidade da L. monocytogenes de persistir em ambientes de processamento de 

alimentos e a sua capacidade de crescer em temperaturas de refrigeração torna este patógeno 

uma ameaça significativa para a saúde pública, de forma particular em alimentos refrigerados 

(MARTÍNEZ-GONZÁLES et al., 2016). 

A atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes foi avaliada com extratos de 

plantas (KIM et al., 2011); óleos essenciais de canela, tomilho e alecrim e extratos de chalota 

e açafrão (ABDOLLAHZADEH; REZAEI; HOSSEINI, 2014); casca de romã (Punica 

granatum L.) (HAYRAPETYAN; HAZELEGER; BEUMER, 2012; WU, J. et al., 2016). 

Kim et al. (2011) avaliaram a atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes 

de extratos etanólicos produzidos com as plantas Terminalia chebula Retz., Sophora 

flavescens Ait., Hydnocarpus anthelmintica, Rosmarinus officinalis, Cannabis sativa, 

Commiphora molmol, Morus alba L., Agrimonia pilosa L., Asarum sieboldii, Pinus 

densiflora, Syzygium aromaticum e Thuja orientalis L. Os autores observaram que 10 dos 

extratos testados apresentaram efeito inibitório, com exceção daqueles produzidos com  H. 

anthelmintica e A. siebold. 

O potencial antibacteriano do extrato de casca de romã (Punica granatum L.) foi 

avaliado sobre L. monocytogenes. Wu, J., et al. (2016) prepararam o extrato com uma solução 

aquosa de metanol e não observaram inibição significativa do crescimento desse 

microrganismo nos testes feitos com camarão cozido e atum cru. No entanto, na pesquisa 
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realizada por Hayrapetyan; Hazeleger; Beumer (2012), que avaliou a inibição de L. 

monocytogenes por extrato da casca de romã em patê de carne, nenhuma célula viável de L. 

monocytogenes foi detectada após a incubação em caldo BHI em presença de 7,5% (v/v) do 

extrato de romã líquido, sendo esta concentração considerada como a bactericida mínima 

(CBM) do extrato testado. Uma concentração igual à CBM foi testada contra essa bactéria no 

patê de carne a diferentes temperaturas e observou-se que a 4°C por 46 dias o extrato inibiu o 

crescimento do microrganismo, indicando que esse extrato tem um potencial para ser utilizado 

como um conservante natural em produtos de carne. 

 

3.1.2 Staphylococcus aureus 

 

Staphylococcus aureus é uma das bactérias patogênicas mais comuns associadas à 

intoxicação alimentar em todo o mundo, causando preocupação em programas de segurança 

alimentar e de saúde pública (HENNEKINNE; DE BUYSER; DRAGACCI, 2012; 

TERAMOTO; SALAHEEN; BISWAS, 2016). É uma bactéria Gram-positiva amplamente 

distribuída, e tem sido um dos principais agentes patogênicos de origem alimentar, envolvida 

em uma variedade de doenças perigosas, incluindo septicemia, osteomielite, pneumonia, 

síndrome do choque tóxico e endocardite (YANG et al., 2016). 

Os casos de intoxicação alimentar estafilocócica são causados pela ingestão de 

alimentos contendo enterotoxinas que são produzidas por S. aureus durante o seu crescimento. 

Apesar de normalmente ficar em desvantagem em relação a outros microrganismos em uma 

matriz alimentar, sob condições de estresse bastante encontradas nos alimentos, como acidez 

moderada e baixos valores de atividade de água (aw) devido à alta concentração de açúcar, 

apresenta uma boa vantagem de crescimento em comparação a outras bactérias (SIHTO et al., 

2016). 

O efeito da atividade antibacteriana de extratos de Zehneria acabra e Ricinus 

communis (ABEW; SAHILE; MOGES, 2014); Sanguisorba officinalis L. (CHEN et al., 

2015); chá verde e NaCl (NAKAYAMA et al., 2012); romã (Punica granatum L.) 

(PAGLIARULO et al., 2016); goiaba (Psidium guajava), chá verde (Camellia sinensis), nim 

(Azadirachta indica) e margarida (Calendula officinalis) (FARJANA; ZERIN; KABIR, 2014) 

foi avaliado sobre o crescimento de S. aureus. 

No trabalho de Abew, Sahile e Moges (2014) foram estudadas as atividades 

antibacterianas dos extratos de folhas de Zehneria scabra e Ricinus communis. Os extratos 

foram produzidos sucessivamente com solventes orgânicos de polaridade crescente (benzeno, 
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clorofórmio: acetona (1:1), 70% de álcool e água destilada). A susceptibilidade antibacteriana 

foi testada usando o método de difusão em ágar. S. aureus mostrou-se sensível aos extratos, 

com zona de inibição de 14,00 ± 1,20 mm para Z. scabra e 15,90 ± 2,13 para R. communis. 

 

3.1.3 Escherichia coli 

 

Escherichia coli são bacilos Gram-negativos pertencentes à família 

Enterobacteriaceae, anaeróbios facultativos e ocorrem na maior parte do trato gastrointestinal 

do homem e de outros animais hospedeiros. Eles podem crescer em um pH de 5 a 9, mas 

podem sobreviver a uma exposição rápida até pH 2, o necessário para passar pelo ambiente 

ácido do estômago e colonizar o intestino (BAKER et al., 2016). É uma bactéria que pode 

atuar de forma comensal no intestino humano, interagindo de forma benéfica ao impedir a 

colonização de patógenos, por competição. No entanto, E. coli pode se comportar de forma 

oportunista, causando doenças em hospedeiros suscetíveis, tais como, crianças, idosos e 

pessoas imunodeprimidas. Esse microrganismo também pode se apresentar na forma 

patogênica, classificando-se por seus mecanismos de patogenicidade, incluindo: E. coli 

enteropatogênica (EPEC); E. coli enterotoxigênica (ETEC); E. coli enterohemorrágica 

(EHEC); E. coli enteroinvasiva (EIEC) (SOUSA, 2006; ELSAS et al., 2011). 

No campo, a água contaminada, poeira contendo adubos, animais selvagens e 

insetos podem servir como fontes de contaminação de produtos alimentícios com E. coli 

(BERGER et al., 2010). 

A eficácia antibacteriana sobre E. coli foi avaliada utilizando-se extratos de 

Zehneria acabra e Ricinus communis (ABEW; SAHILE; MOGES, 2014) romã (Punica 

granatum L.) (PAGLIARULO et al., 2016); goiaba (Psidium guajava), chá verde (Camellia 

sinensis), nim (Azadirachta indica) e margarida (Calendula officinalis) (FARJANA; ZERIN; 

KABIR, 2014). 

O estudo realizado por Farjana, Zerin e Kabir (2014), com os extratos de folhas de 

goiaba, chá verde, nim e calêndula, utilizou o método de difusão em ágar para avaliação da 

atividade antibacteriana. O extrato aquoso de folhas de nim foi o único que apresentou algum 

efeito inibitório sobre o crescimento de E. coli, com uma moderada zona de inibição de 10 

mm (FARJANA; ZERIN; KABIR, 2014). O efeito inibidor de extratos de polifenóis de romã 

(Punica granatum L.) sobre o crescimento bacteriano de S. aureus e E. coli foi avaliado por 

Pagliarulo, et al. (2016). Os extratos de romã foram obtidos homogeneizando-se o suco, 

obtido da prensagem do fruto, e a casca (seca e pulverizada) em uma solução etanol / água a 
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50% (v/v). O espectro inibitório dos extratos contra os microrganismos citados foi avaliado 

pelo método de difusão em ágar. Os resultados mostram que os extratos de romã possuem 

uma atividade antimicrobiana eficaz, evidenciado pelo efeito inibitório sobre o crescimento de 

S. aureus e E. coli. 

 

3.1.4 Pseudomonas aeruginosa 

 

P. aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa que possui uma variedade de fatores 

de virulência que são principalmente responsáveis pela sua patogenicidade, no entanto, é 

conhecida por ser um patógeno oportunista, ou seja, que raramente causa doenças em um 

indivíduo saudável, mas pode causar grave infecção em um organismo com sistema 

imunológico debilitado (SHI et al., 2012). A disseminação de patógenos altamente virulentos 

é também um grande problema em todo o mundo no controle e precaução de doenças 

transmitidas por alimentos e estudos epidemiológicos (WU, Q., et al., 2016).  

Pseudomonas spp. e outras bactérias psicrotróficas tendem a ser dominantes em 

alimentos proteicos, tais como carnes, aves, leite e peixe armazenados aerobicamente a 

temperatura de refrigeração, podendo causar a deterioração desses produtos (GRAM et al., 

2002). 

Extratos de goiaba (Psidium guajava), chá verde (Camellia sinensis), nim 

(Azadirachta indica) e calêndula (Calendula officinalis) tiveram a sua atividade antibacteriana 

avaliada contra Pseudomonas spp, desses os que apresentaram efeito inibitório sobre o 

crescimento da bactéria foram os extratos metanólicos de folhas de chá verde e goiaba com a 

mesma zona de inibição medindo 18 mm (FARJANA; ZERIN; KABIR, 2014). 

Careaga et al. (2003) avaliaram a atividade antibacteriana de extrato de pimenta 

(Capsicum annuum) em P. aeruginosa inoculada em carne crua. Foram adicionadas diferentes 

concentrações do extrato na carne picada a qual foi armazenada a 7°C por 7 dias. Avaliou-se 

também o efeito combinado do extrato de C. annuum e cloreto de sódio sobre o crescimento 

bacteriano. Os autores observaram efeito bacteriostático em uma concentração de 0,3 mL de 

extrato/100g de carne e bactericida na concentração de 3 mL/100 g de carne. Ao se adicionar 

1% v/v de cloreto de sódio à carne em conjunto com o extrato, a concentração necessária para 

matar P. aeruginosa foi reduzida. 
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3.1.5 Salmonella Enteritidis 

 

Salmonella é um gênero de bactérias que possuem motilidade, não formador de 

esporos, Gram-negativo, pertencente à família Enterobacteriaceae. A espécie S. enterica, que 

é a maior preocupação da saúde pública, é composta por seis subespécies, entre elas, a S. 

entérica subsp. enterica, que por sua vez é dividida em vários sorotipos, incluindo S. 

Enteritidis (FOODBORNE..., 2012). 

S. Enteritidis pode causar salmonelose não-tifóide, que é um tipo de salmonelose 

mais brando, embora também possa ser fatal mesmo em pessoas saudáveis. Os principais 

sintomas são náuseas, vômitos, cólicas abdominais, diarreia, febre e dor de cabeça, podendo 

também ocorrer complicações em alguns casos. Este microrganismo pode facilmente 

contaminar carnes, água de irrigação agrícola e, por sua vez, produtos do campo, solo e 

insetos, equipamentos de fábrica, mãos e ainda superfícies e utensílios de cozinha 

(FOODBORNE..., 2012). 

Tradicionalmente a Salmonella é associada a produtos de origem animal, no 

entanto, produtos frescos também têm sido causa de surtos de salmoneloses. Este organismo 

também pode sobreviver em alimentos de baixa umidade, tais como condimentos 

(FOODBORNE..., 2012). 

Farjana, Zerin e Kabir (2014) estudaram a atividade antibacteriana sobre 

Salmonella spp. de extratos folhas de goiaba (Psidium guajava), chá verde (Camellia 

sinensis), nim (Azadirachta indica) e margarida (Calendula officinalis). O ensaio foi realizado 

utilizando-se o método de difusão em ágar, no entanto, Salmonella spp. não se mostrou 

sensível a nenhum dos extratos testados.  

 

3.1.6 Alicyclobacillus acidoterrestris 

 

A deterioração de alimentos é caracterizada por alterações sensoriais (cor, odor, 

sabor e textura) em um produto alimentício, que o torna inaceitável para o consumidor. O 

crescimento de microrganismos deteriorantes é a principal causa dessa deterioração. Apesar 

de cuidados como a manutenção da cadeia de frio e da adição de conservantes químicos, 

estima-se que 25% de todos os alimentos produzidos em todo o mundo são perdidos pós-

colheita ou após o abate devido à deterioração microbiana (GRAM et al., 2002). 

Todo produto alimentício abriga uma microbiota específica durante a sua 

produção e armazenamento, a qual, sob condições ideais, pode crescer e causar a deterioração 
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do alimento. O suco de fruta é um exemplo de produto facilmente deteriorável por conter 

altos níveis de açúcares e outros nutrientes que facilitam o crescimento microbiano. O seu pH 

normalmente baixo favorece a deterioração desse produto por fungos e bactérias acidófilas, 

em muitos casos até mesmo após o tratamento térmico de pasteurização (GOUMA et al., 

2015). 

O gênero Alicyclobacillus é caracterizado pela formação de um endósporo e pela 

presença de um ácido graxo ω-alicíclico como um importante ácido graxo celular. A. 

acidoterrestris é um deteriorante de sucos, termoacidófilo, ou seja, é resistente ao calor sendo, 

portanto, capaz de sobreviver aos procedimentos de pasteurização normalmente aplicados aos 

sucos de frutas. Essa bactéria pode crescer em um intervalo de pH de 2,2 a 5,8 e temperaturas 

variando de 23 a 55°C (BAUMGART, 2003; FERRARIO; ALZAMORA; GUERRERO, 

2015; PORALLA; KÖNIG, 1983).  

Segundo Matsubara et al. (2002), Alicyclobacillus são considerados como 

habitantes do solo, os quais podem, através das matérias-primas, contaminar e crescer em 

sucos de frutas, principalmente ácidos. Como o solo é a principal fonte de contaminação de 

frutas frescas durante a colheita e, normalmente, o Alicyclobacillus é proveniente desse 

habitat, ocorre uma predominância dessa bactéria como contaminante de produtos de frutas 

sendo, portanto, o organismo alvo no controle de qualidade na produção de bebidas ácidas 

(STEYN; CAMERON; WITTHUHN, 2011). 

Uma das medidas de controle de Alicyclobacillus na indústria de sucos seria 

impedir ou reduzir a entrada desse microrganismo na produção proibindo o uso de frutos 

caídos durante a elaboração de suco concentrado e estabelecendo procedimentos de lavagem 

completa de frutas antes de entrar no ambiente de processamento. Algumas das técnicas de 

lavagem adotadas pela indústria já incluem a utilização de desinfetantes e agentes químicos 

com a finalidade de reduzir os níveis de Alicyclobacillus na superfície das frutas (STEYN; 

CAMERON; WITTHUHN, 2011). 

A atividade antimicrobiana de extrato de semente de uva foi avaliada contra 

células vegetativas e esporos de A. acidoterrestris em suco de maçã (pH 3,82 e 11,3 °Brix). O 

estudo foi realizado a temperatura de 37 °C nos tempos zero, 24, 48, 72, 168, 240 e 336 h. 

Observou-se que a atividade antibacteriana do extrato, em todas as concentrações testadas, 

causou redução significativa nas contagens de células, mas não eliminou completamente a 

população microbiana sob as condições testadas. Este estudo destacou o potencial uso dos 

subprodutos da indústria de suco de fruta como antimicrobianos naturais para inibir o 

crescimento de A. acidoterrestris (MOLVA; BAYSAL, 2015a). 
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Piskernik et al. (2016) estudaram a atividade antimicrobiana de dois extratos 

comerciais de alecrim contra cepas de Alicyclobacillus, com o objetivo de determinar se estes 

podem ser utilizados em suco de maçã para o controle do crescimento desses microrganismos. 

O estudo da cinética de crescimento com os extratos de alecrim indicaram uma redução em 

células vegetativas de A. acidoterrestris, A. hesperidum e A. cycloheptanicus em caldo 

Bacillus acidoterrestris (BAT) e em suco de maçã. Estudos com esporos de A. acidoterrestris 

mostraram que as concentrações inibitórias mínimas (MICs) desses extratos de alecrim 

tiveram efeitos relativamente baixos no número de esporos em caldo Bacillus acidoterrestris, 

mas mostraram um índice de inibição de esporos maior que 15% em suco de maçã. No 

entanto, o aumento de quatro vezes nas concentrações dos extratos apresentou maior redução 

em esporos em caldo Bacillus acidoterrestris do que no suco de maçã. Segundo os autores, os 

extratos de alecrim aplicados em suas MICs representam, portanto, um método alternativo 

para o controle de A. acidoterrestris em suco de maçã. 

 

3.3 Moringa (Moringa oleifera) 

 

A Moringa oleifera é uma planta tropical que pertencente à família Moringaceae 

bastante conhecida e largamente distribuída em muitos países tropicais e subtropicais, sendo 

nativa da Índia e amplamente cultivada nas regiões da África, Arábia, ilhas do Caribe e do 

Pacífico e América do Sul (ANWAR; ASHRAF; BHANGER, 2005; FERNANDES et al., 

2015; RATSHILIVHA et al., 2014). A moringa foi introduzida no Brasil como planta 

ornamental por volta de 1950 e, desde então, tem sido amplamente cultivada na região 

Nordeste, mais precisamente nos estados do Maranhão, Piauí e Ceará, onde é conhecida como 

lírio branco, quiabo de quina ou simplesmente moringa (BRILHANTE et al., 2015). 

É uma espécie de planta bastante tolerante à seca, que pode florescer e produzir 

frutos mesmo com escassez de chuva (RAMACHANDRAN; PETER; GOPALAKRISHNAN, 

1980). Atinge até 10 m de altura e possui folhas grandes e flores brancas ou creme, suas 

vagens são longas e podem conter de 10 a 20 sementes globoides (FIGURA 2) (TSAKNIS et 

al., 1999). 
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Figura 2 – Planta Moringa oleifera (A); vagem contendo sementes (B) 

 
Fonte: Autoria própria. 

Local: Horto de Plantas Medicinais Prof. Fco José de Abreu Matos 

 

Diferentes partes desta planta (folhas, flores, sementes, vagens entre outras) 

contém um perfil de minerais importantes, tais como cálcio, fósforo, magnésio, potássio, 

sódio, enxofre, zinco, cobre, manganês, ferro e selênio, sendo também boas fontes de 

proteínas, vitaminas, β-caroteno, aminoácidos e muitos compostos fenólicos (BUKAR; UBA; 

OYEYI, 2010; MOYO et al., 2012). São utilizadas na alimentação, como um vegetal 

altamente nutritivo, em países como Índia, Paquistão, Filipinas, Havaí e em muitos países 

africanos (ANWAR et al., 2007; GOVARDHAN; NEGI; RADHA, 2013). 

As folhas contêm vários tipos de compostos antioxidantes, por exemplo: ácido 

ascórbico, flavonoides, fenólicos e carotenoides (ALHAKMANI; KUMAR; KHAN, 2013; 

MOYO et al., 2012; VONGSAK; SITHISARN; GRITSANAPAN, 2014) são também boas 

fontes de proteína, minerais e aminoácidos essenciais, tais como metionina, cisteína, 

triptofano e lisina (SÁNCHEZ-MACHADO et al., 2009). Govardhan, Negi e Radha (2013) 

identificaram e quantificaram dez compostos fenólicos presentes em farinha de semente de 

Moringa oleifera desengordurada: ácido gálico, ácido p-cumárico, ácido ferúlico, ácido 

cafeico, ácido procatecuico, ácido cinâmico, catequina, epicatequina, vanilina e quercetina. A 

extração desses compostos foi realizada usando cinco solventes (etanol, metanol, acetona, 

hexano e clorofórmio) com a razão solvente / farinha 10:1 (v/m). 

 

A B 
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3.3.1 Formas de utilização da planta 

 

A moringa (M. oleifera) pode ser explorada com diversas finalidades, tais como 

nutrição humana e animal, emprego nas indústrias farmacêutica, cosmética e alimentícia e 

obtenção de lubrificante e biodiesel (DEBNATH et al., 2011; FERNANDES et al., 2015; 

SHARMA et al., 2009). É bastante utilizada como matéria-prima no tratamento de água para 

consumo humano. As suas sementes possuem proteínas coagulantes que tornam a água 

potável e são comparadas aos coagulantes químicos em termo de eficácia e, por ser um 

produto biodegradável, pode ter seu uso mais difundido (PRITCHARD et al., 2010). 

Todas as partes da árvore M. oleifera são comestíveis e têm sido consumidas por 

seres humanos (TALREJA, 2010), sendo considerada uma boa alternativa na alimentação 

humana e animal por apresentar importantes minerais, como ferro, além de ser uma fonte de 

vitaminas, como β-caroteno, e de aminoácidos, como metionina e cistina (ANWAR et al., 

2007). 

Na Índia, essa planta é tradicionalmente utilizada como erva medicinal, atuando 

como antibiótico, antitripanossomal, hipotensor, antiulcerígeno, antiespasmótico, anti-

inflamatório, hipocolesterômico, hepatoprotetor, antioxidante, hipoglicemiante, diurético, 

entre outros (BIJINA et al., 2011; CACERES et al., 1992; CHEENPRACHA et al., 2010; 

DEBNATH et al., 2011; JAISWAL et al., 2009; MEHTA et al., 2003; PALIWAL; SHARMA; 

PRACHETA, 2011).  

No trabalho descrito por Siddhuraju e Becker (2003) relata-se que as folhas de 

moringa aumentaram significativamente a vida de prateleira de manteiga líquida e, pesquisas 

mais recente, mostraram que os extratos das folhas de M. oleifera protegeram rissoles de 

carne de cabra contra o ranço oxidativo e também tiveram um significativo potencial 

antioxidante e antimicrobiano em salsichas de frango, não apresentando qualquer alteração 

sensorial no produto (DAS et al., 2012; JAYAWARDANA et al., 2015).  

Hazra et al. (2012) ao avaliarem os efeitos dos extratos brutos das folhas de M. 

oleifera sobre a carne cozida de búfalo, evidenciaram efeitos antioxidante e antimicrobiano, 

bem como um aumento da qualidade da carne no que se refere à maciez, suculência e 

manutenção da cor. O que mostra a sua possível utilização como aditivo em alimentos, 

substituindo de forma total ou parcial os compostos sintéticos com função antioxidante e/ou 

antimicrobiana. 
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3.3.2 Estudos sobre a bioatividade de M. oleifera 

 

Muitos trabalhos revelam a bioatividade de partes da árvore moringa. As 

propriedades antimicrobianas de M. oleifera têm sido atribuídas a diferentes partes da planta, 

tais como folhas, flores, sementes, vagens e caules (FERREIRA et al., 2011; ARORA; 

ONSARE; KUAR, 2013; ROCHA et al., 2014).  

Brilhante et al. (2015) investigaram o potencial antimicrobiano in vitro de extratos 

etanólicos de caule, folhas, vagens e sementes de M. oleifera contra Vibrio spp e concluíram 

que as vagens e as folhas têm potencial para o controle de Vibrio spp. No entanto, o extrato 

etanólico de sementes de M. oleifera mostrou uma baixa eficácia em inibir o crescimento 

deste microrganismo. 

Extratos aquosos e etanólicos de sementes de moringa (M. oleifera) também 

tiveram seu efeito antibacteriano avaliado frente a S. aureus, V. cholerae, E. coli (isolada de 

pescados e ambiente aquático) e S. Enteretidis. Ambos os extratos foram testados nas 

concentrações de 1:5 e 1:10, nos volumes de 50, 100, 150 e 200 µL. Os autores observaram 

efeito antibacteriano (halo de inibição > 13 mm) dos extratos aquosos e etanólicos de moringa 

sobre S. aureus, V. cholerae e E. coli isoladas de camarão cinza Litopenaeus vannmaei. A cepa 

de E. coli isolada do pescado Oreochromis niloticus foi sensível ao extrato etanólico de 

moringa (VIEIRA et al., 2010).  

A atividade antibacteriana de extratos de metanol e n-hexano de sementes de 

Moringa oleifera e Moringa stenopetala foram avaliadas contra Salmonella typhi, V. cholerae 

e E. coli. Nos testes foi empregado o método de difusão em disco de papel. A maior inibição 

foi observada nas diluições 20, 5 e 40% de extratos metanólicos de M. oleifera e M. 

stenopetala sobre E. coli, S. typhi e V. cholerae respectivamente. S. typhi foi mais sensível aos 

extratos n-hexano de M. oleifera e M. stenopetala do que V. cholerae e E. coli. O estudo 

concluiu que M. oleifera e M. stenopetala tiveram um grau de propriedades antibacterianas, 

especialmente em baixas concentrações (ATIENO et al., 2011).  

O perfil antimicrobiano de extratos de clorofórmio e etanol de sementes e folhas 

de M. oleifera foi avaliado contra E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, Enterobacter aerogenes, S. 

typhi, Salmonella typhimurium e Shigella spp. Os resultados do estudo mostraram que o 

extrato etanólico de folha de M. oleifera exibiu um largo espectro de atividade contra os 

organismos E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e E. aerogenes. Os valores da concentração 

inibitória mínima (MIC) variaram entre 2,0 e >4,0 mg/mL para todos os organismos. O 

extrato da semente produzido com clorofórmio foi ativo somente contra E. coli e S. 
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typhimurium, sendo que os valores da MIC variaram entre 1,0 e >4,0 mg/mL, 

respectivamente.  O resultado desse estudo mostrou os extratos de Moringa oleifera como 

potenciais agentes sanificantes por inibir o crescimento dos organismos testados, que vão de 

patógenos causadores de doença de origem alimentar a deterioradores de alimentos (BUKAR; 

UBA; OYEYI, 2010).  

Jayawardana et al. (2015) avaliaram a capacidade antioxidante e atividade 

antimicrobiana de folhas de moringa (M. oleifera) quando incorporadas em salsichas de 

frango. As folhas de moringa foram adicionadas nas salsichas em diferentes concentrações 

(0,25%, 0,5%, 0,75% e 1%), foram preparados também dois controles sem folhas de moringa 

(um com antioxidante artificial e outro sem qualquer antioxidante). As análises de pH e 

microbianas (contagem total em placa para Escherichia coli e Staphylococcus aureus) foram 

realizadas durante a primeira até a quinta semana de armazenamento sob condições de 

refrigeração (4 °C). As salsichas com 0,5%, 0,75% e 1% de folhas de moringa mostraram 

significativamente (p < 0,05) os valores de pH baixos a partir da 2ª até a 5ª semana de 

armazenamento e de forma significativa (p < 0,05) baixa contagem total em placa durante 

todo o período de armazenamento, quando comparado com a amostra contendo 0,25% de 

folhas de moringa e com as duas amostras controle. Não foi detectada diferença em qualquer 

atributo sensorial das salsichas que continham 0,25% e 0,5% de folhas de moringa em 

comparação aos controles. Os autores observaram nesse estudo um significativo potencial 

antioxidante e antimicrobiano de moringa em salsichas de frango. 

 

3.4 Método para determinação da atividade antibacteriana de extratos de plantas 

 

Existem diferentes métodos que podem ser utilizados para a determinação da 

atividade antimicrobiana de extratos de plantas e óleos essenciais. As técnicas mais 

empregadas são: O método de difusão em Agar (utilizando-se disco de papel embebido com o 

extrato a ser testado ou fazendo-se uma cavidade / poço no Agar onde será adicionado o 

extrato) e o método de diluição (Agar ou caldo) (VOON; BHAT; RUSUL, 2012). 

Uma vez que esses métodos adotam princípios diferentes, os resultados obtidos 

podem divergir entre si. Outros fatores também podem afetar os resultados dos testes de 

sensibilidade aos antimicrobianos, como os microrganismos testados e o grau de solubilidade 

de cada composto em análise (VALGAS et al., 2007). 

No método de difusão em ágar (disco de papel ou poço), as placas contendo ágar 

são inoculadas com o microrganismo teste, então os extratos de plantas ou óleos essenciais 
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são aplicados diretamente em um disco de papel, que são colocados na superfície do ágar ou 

dentro das cavidades ou poços feitos no ágar. As placas são incubadas na temperatura ideal 

para o crescimento do microrganismo em teste e para que ocorra a difusão da substância no 

meio. O diâmetro da zona de inibição em torno dos discos ou poços é uma indicação de 

eficácia do material provado (VOON; BHAT; RUSUL, 2012). 

Diferentes métodos foram utilizados para determinar a atividade antimicrobiana 

de extratos naturais, incluindo os de M. oleifera. Entre esses, os ensaios de difusão em ágar 

são bastante empregados. 

 Arora e Onsare (2014) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro das cascas 

das vagens de moringa contra bactérias Gram positivas, Gram negativas. Nesse estudo, a 

concentração inibitória mínima (CIM) do extrato de acetona de cascas de vagem de M. 

oleifera foi determinada através do método de diluição em ágar. Os valores de CIM variaram 

com diferentes microrganismos, exceto para Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

epidermidis, Salmonella typhimurium 1, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae 1 onde se 

observou um valor de CIM semelhante a 400 mg/L. 

O efeito antibacteriano (in vitro) de extratos aquosos e etanólicos de sementes 

de moringa (Moringa oleífera) e casca de graviola (Annona muricata) contra bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas foi estudado por Vieira et al. (2010). O ensaio foi realizado 

utilizando-se o método de difusão em ágar e na avaliação dos resultados consideraram-se 

eficazes os extratos que produziram halos de inibição do crescimento bacteriano superiores a 

13 mm. Os extratos foram testados nas concentrações de 1:5 e 1:10 e nos volumes de 50, 100, 

150 e 200 µL. Os autores observaram efeito antibacteriano (halo de inibição > 13 mm) dos 

extratos aquosos e etanólicos de moringa frente a S. aureus, V. cholerae e E. coli isoladas de 

camarão cinza Litopenaeus vannmaei, enquanto a cepa de E. coli isolada do pescado 

Oreochromis niloticus apresentou sensibilidade apenas ao extrato etanólico de moringa. S. 

aureus e V. cholerae também foram sensíveis aos extratos aquosos de graviola. Nenhum dos 

microrganismos em teste mostrou sensibilidade aos extratos etanólicos dessa planta. 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Reagentes e meios de cultura 

 

Os reagentes utilizados neste trabalho foram: sulfato de amônio ((NH4)2SO4), 

Vetec 99%; sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4 . 7H2O), Vetec 98%; cloreto de 
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cálcio dihidratado (CaCl2 . 2H2O), Sigma-Aldrich 97%; fosfato monopotássico (KH2PO4), 

Sigma-Aldrich 98%; álcool etílico, Sigma-Aldrich 99,5%; hexano, Vetec 99%; ácido sulfúrico 

(H2SO4), Vetec 99%; ácido L (+) tartárico, Vetec 99%; glicose, QEEL; ágar, BACTO™; ágar 

tripticase de soja (TSA/ OXOID), TSA adicionado de extrato de levedura (YE/ BACTO™), 

caldo tripticase de soja (TSB/DIFCO), caldo infusão cérebro coração (BHI/BACTO™), meio 

Bacillus acidocaldarius (BAM) e caldo Bacillus acidocaldarius (BAM), ágar entérico de 

hecktoen (HE/OXOID), Pseudomonas ágar base (PAB/OXOID), ágar palcam 

(PAL/DIFCO™), ágar McConkey (MAC/HIMEDIA), ágar baird-parker (BP/DIFCO), ágar 

Mueller-Hinton (MHA/ OXOID), MHA adicionado de extrato de levedura (MHA-YE), ágar 

Mueller-Hinton acidificado com ácido tartárico a 10% (MHAa) e água destilada. 

 

4.2 Obtenção e preparo das sementes de Moringa oleifera 

 

As vagens contendo as sementes de Moringa oleifera foram coletadas no Horto de 

Plantas Medicinais Prof. Francisco José de Abreu Matos localizado no Campus do Pici da 

Universidade Federal do Ceará. As colheitas foram realizadas em duas épocas diferentes do 

ano de 2015, sendo a primeira (M1) no mês de março, período que foi bastante chuvoso. 

Enquanto a segunda colheita (M2) foi realizada no mês de agosto, período de baixa 

pluviosidade.   

Na Figura 3, observa-se que no período do mês de março de 2015, quando foram 

colhidas as sementes M1, o índice pluviométrico foi consideravelmente maior (418,6 mm) 

quando comparado ao mês de agosto do mesmo ano, época de colheita das sementes M2, cujo 

volume de chuvas foi de apenas 11,2 mm (FUNDAÇÃO CEARENSE DE METEOROLOGIA 

E RECURSOS HÍDRICOS, 2015).  
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Figura 3 – Gráfico de chuvas mensais no posto pluviométrico Pici em Fortaleza-CE no ano de 

2015 

 

 

a – Quantidade de chuvas (mm) no mês de março de 2015; b – Quantidade de chuvas (mm) no mês de agosto de 

2015 

Fonte: FUNDAÇÃO CEARENSE DE METEOROLOGIA E RECURSOS HÍDRICOS, 2015. 

 

Após a colheita, as sementes foram acondicionadas em sacolas plásticas e levadas 

ao Laboratório de Referência em Biocombustíveis Prof. Expedito José de Sá Parente 

(LARBIO), localizado no Núcleo de Tecnologia industrial do Ceará (NUTEC) para a 

realização dos procedimentos de extração. Para isso, as sementes passaram pelos processos de 

descascamento e secagem em estufa a 40 °C durante 24 h, em seguida foram trituradas em um 

liquidificador industrial e peneiradas (0,84 mm). Então seguiram para a extração com três 

tipos diferentes de solventes: água, hexano e etanol. 
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Figura 4 – Sementes de Moringa oleifera com casca (A); sementes sem casca (B); sementes 

trituradas e peneiradas (C) 

  
Fonte: Autoria própria. 

 

4.3 Produção dos extratos 

 

4.3.1 Extrato aquoso (EA) 

 

Para o preparo do extrato aquoso de moringa, 30g das sementes trituradas foram 

homogeneizadas com 150 mL de água destilada estéril em um frasco Elermeyer (500 mL), 

permanecendo por 30 min sob agitação, com o auxílio de um agitador magnético.  A mistura 

foi filtrada em papel de filtro sob vácuo e armazenada em temperatura de refrigeração (4 °C) 

para análises posteriores (VIEIRA et al., 2010). O processo de extração está descrito no 

fluxograma abaixo (Figura 5).  

 

Figura 5 – Fluxograma do processo de obtenção do extrato aquoso 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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4.3.2 Extrato hexânico (EH) 

 

Foram pesadas 112 g das sementes trituradas e peneiradas de Moringa oleifera em 

um frasco Elermeyer (500 mL). Em seguida, adicionaram-se 300 mL de hexano P.A. 

permanecendo o sistema em repouso a temperatura ambiente (25°C). A fase líquida foi 

separada da sólida por filtração em papel de filtro e, a cada 24 h o processo foi repetido 

em um total de três dias. Ao final das extrações, o solvente foi evaporado e recuperado em 

um evaporador rotativo (Quimis) a 40 °C, obtendo-se um fluido viscoso de coloração 

amarelada (Adaptado de Atieno et al. (2011)). 

 

4.3.3 Extrato etanólico (EE) 

 

Após a extração com hexano, o resíduo sólido obtido foi levado para a estufa a 

40 °C durante 2 h para evaporação total do solvente, em seguida, adicionaram-se 300 mL de 

álcool etílico P.A ao resíduo sólido (74,82 g). A extração seguiu como a anterior, retirando a 

fase líquida (extrato com solvente) e adicionando álcool etílico a cada 24 h por um período de 

três dias (FIGURA 6).  

O solvente foi então separado em um evaporador rotativo (Quimis) a 40 °C e o 

produto obtido apresentou-se como um fluido viscoso de coloração escura (VIEIRA et al., 

2010; ATIENO et al., 2011; PEIXOTO et al., 2011). Os processos de extração hexânico e 

etanólico estão representados no fluxograma da Figura 6. 

Todos os extratos produzidos foram armazenados sob refrigeração (4°C) até a sua 

utilização nos ensaios. 
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Figura 6 – Fluxograma do processo de obtenção dos extratos hexânico e etanólico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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4.4 Conteúdo de polifenóis totais (PET) 

 

O conteúdo de fenólicos totais dos extratos foi determinado de acordo com o 

procedimento de Folin-Ciocalteu com modificações (SINGLETON; ROSSI, 1965). Água 

destilada (3 mL) foi misturada a 0,1 mL de cada extrato em um tubo de ensaio, então 0,25 mL 

do reagente Folin-Ciocalteu foi adicionado e os tubos foram vigorosamente agitados em um 

Vortex (Kasvi basic). Após 3 min, 2 mL de carbonato de sódio (20% m/v) foi acrescentado. 

As amostras foram novamente agitadas e permaneceram por 30 min ao abrigo da luz. A 

absorbância foi medida a 765 nm utilizando um espectrofotômetro UV-visível (Evolution 

60S) e os resultados foram expressos em equivalentes de ácido gálico (EAG) por grama de 

semente. A quantificação de fenóis totais foi calculada pela interpolação das absorbâncias das 

amostras em função de uma curva analítica de calibração de ácido gálico em concentrações 

nos intervalos de 0,4 a 2 mg/mL para a obtenção do gráfico que se encontra na Figura 7. Os 

extratos foram ainda diluídos quando o valor da absorbância medida estava acima do intervalo 

linear da curva padrão. Foi realizado o teste em branco com água destilada. Cada amostra foi 

medida em triplicata. 

 

Figura 7 – Curva analítica de calibração do padrão ácido gálico para quantificação de fenóis 

totais pelo ensaio com o reagente Folin-Ciocalteu 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

4.5 Preparo dos meios de cultura 

 

A escolha do meio de cultura BAM (Bacillius acidocaldarius medium) foi 

baseada no catálogo emitido da Coleção de Culturas Tropicais da Fundação André Tosello e 

em trabalhos realizados anteriormente (BEVILACQUA; CORBO, 2011; MCKNIGHT et al., 

2010; WANG; HU; WANG, 2010. A formulação do meio está apresentada na Tabela 2, 

y = 0,1705x + 0,0172 
R² = 0,9927 
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conforme o descrito por Darland e Brock (1971). O meio BAM foi utilizado para a 

manutenção, preparo e contagem de A. acidoterrestris, bem como em testes com agentes 

antibacterianos.  

 

Tabela 2 – Composição do meio de cultura BAM (DARLAND; BROCK, 1971)  

Solução A: 

Componentes Quantidades 

Extrato de levedura 1,0 g 

(NH4)2SO4 0,2 g 

MgSO4 . 7H2O 0,5 g 

CaCL2 . 2H2O 0,25 g 

KH2PO4 0,6 g 

Água destilada 500 mL 

O pH foi ajustado para 3,7 

 

Solução B: 

Componentes Quantidades 

Glicose 1,0 g 

Ágar 20,0 g 

Água destilada 500 mL 

Fonte: Adaptada de Darland e Brock, 1971. 

 

A. acidoterrestris é capaz de crescer em valores de pH variando de 2,5 a 6,0 e 

temperaturas de 25 a 80°C (WANG; HU; WANG, 2010), no entanto seu pH ótimo fica na 

faixa de 3 a 4 e a temperatura em torno de 45 °C, dessa forma o pH do meio foi ajustado para 

3,7 com H2SO4 0,1N (ALBERICE et al., 2012).  

As soluções A e B foram esterilizadas separadamente a 121 °C por 15 minutos. 

Após o resfriamento, em torno de 50 °C, as soluções foram misturadas em um frasco, em uma 

cabine de biossegurança e distribuídas em placas de Petri. 

Para os testes com A. acidoterrestris o ágar Mueller-Hinton (MHA) teve o seu pH 

modificado de forma a favorecer o crescimento desse microrganismo. Para isso o MHA foi 

produzido conforme descrito na embalagem pelo fabricante. Após ser autoclavado a 121 °C 

por 15 min e resfriado a temperatura aproximada de 50 °C foi acidificado com ácido tartárico 
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a 10% seguindo a metodologia para acidificação do ágar batata dextrose (PDA), adicionando 

1 mL de ácido tartárico para 100 mL de meio (SILVA et al., 2010). O pH do meio foi 

verificado após o resfriamento (pH ≈ 3,9). O ágar Mueller-Hinton acidificado (MHAa) teve 

sua eficiência comparada ao BAM nos ensaios antimicrobianos. 

O ágar Mueller-Hinton foi enriquecido com extrato de levedura (YE) para 

favorecer o crescimento de L. monocytogenes e ser utilizado nos ensaios com 

antimicrobianos. O preparo do meio se deu como o descrito na metodologia para o TSA-YE, 

o qual é preparado adicionando 0,6% de extrato de levedura ao meio antes da esterilização 

(SILVA et al., 2010). O desenvolvimento da bactéria no meio MHA-YE pôde ser comparado 

ao TSA-YE.  

 

4.6 Ensaio de atividade antibacteriana 

 

O estudo da atividade antibacteriana dos extratos aquoso, hexânico e etanólico de 

sementes de Moringa oleifera trituradas e peneiradas foi realizado seguindo-se os métodos 

recomendados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para testes de 

sensibilidade por difusão em disco, com modificações (CLSI, 2005). 

 

4.6.1 Cepas bacterianas 

 

A atividade antibacteriana de extratos de sementes de M. oleifera, que foram 

obtidos pela extração com diferentes solventes, foi avaliada contra as bactérias Gram-

positivas Alicyclobacillus acidoterrestris CCT 4384 DSM 2498 (Coleção de Culturas Tropical 

da Fundação André Tosello), Listeria monocytogenes ATCC 19115 (American Type Culture 

Collection) e Staphylococcus aureus ATCC 27664 e as Gram-negativas Escherichia coli 

ATCC 25922, Salmonella Enteritidis IAL 1132 (Instituto Adolfo Lutz) e Pseudomonas 

aeruginosa IAL 1026. 

 

4.6.2 Preparo e padronização dos inóculos 

 

As cepas, que estavam mantidas sob refrigeração  (4 °C) em ágar inclinado, foram 

transferidas para tubos contendo 5 mL de caldo de enriquecimento estéril com o auxílio de 

alças descartáveis. Os caldos utilizados foram BAM para A. acidoterrestris, TSB para L. 

monocytogenes e BHI para o restante dos microrganismos (TABELA 3). As culturas contendo 
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A. acidoterrestris foram incubadas a 45 °C por 24 h (JOVETTA et al., 2011) e aquelas 

contendo as demais cepas,  a 35 °C por 24 h.    

Após o período de incubação, foi feito o isolamento de colônias através do 

método de estrias de esgotamento em placas contendo os meios de cultura BAM para A. 

acidoterrestris, TSA-YE para L. monocytogenes e TSA para os demais microrganismos. Os 

inóculos também foram estriados em placas contendo seus respectivos meios de cultura para 

confirmação das colônias (TABELA 3). As placas com A. acidoterrestris foram incubadas a 

45 °C por 24 h e as outras a 35 °C por 24 h. Após a seleção das colônias isoladas (4 de A. 

acidoterrestris e uma das demais), essas foram transferidas para tubos que continham 5 mL de 

seus respectivos caldos de enriquecimento. As condições de incubação foram as mesmas já 

mensionadas. 

 

Tabela 3 – Meios de cultura empregados nas etapas de isolamento e confirmação das bactérias 

em estudo 

Bactérias ágar (isolamento) ágar (confirmação) Caldo 

A. acidoterrestris BAM BAM BAM 

L. monocytogenes TSA-YE PALCAM TSB 

S. aureus TSA BP BHI 

E. coli TSA MAC BHI 

P. aeruginosa TSA PAB BHI 

S. Enteritidis TSA HE BHI 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Realizou-se, então, o ajuste da concentração do inóculo a fim de se obter uma 

concentração final de 10
6
 UFC/mL (A. acidoterrestris) e 10

8
 UFC/mL para as demais 

bactérias. Todas as suspensões bacterianas foram diluídas em BHI, com excessão da 

suspensão de A. acidoterrestris que não necessitou de diluição (ITURRIAGA; 

OLABARRIETA; DE MARAÑÓN, 2012). Estas foram então utilizadas como inóculos no 

teste antimicrobiano. As concentrações dos inóculos foram confirmadas em cada ensaio pelo 

método de contagem em placa. 

 

4.6.3 Preparo de diluições dos extratos 

 

Os extratos produzidos foram diluídos a 50%, 25%, 12,50%, 6,25%, 3,12%, 
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1,60%, 0,78% e 0,39% para utilização nos ensaios de atividade antibacteriana. 

O extrato aquoso foi diluído em água destilada esterilizada e o extrato hexânico 

em tween 20 a 20%, ambos nas proporções mencionadas. O extrato etanólico foi diluído em 

dois diferentes solventes (DMSO a 8% e álcool etílico PA) a fim de se determinar aquele que 

proporciona uma melhor solubilidade e difusão desse composto em ágar.  

 

4.6.4 Estudo in vitro da atividade antibacteriana dos extratos de moringa (M. oleifera) – 

Método de difusão em ágar 

 

A avaliação entre os extratos produzidos com as sementes colhidas no primeiro 

semestre (M1) e os extratos produzidos com sementes colhidas no segundo semestre (M2) foi 

realizada para selecionar os extratos com melhor ação antibacteriana a fim de determinar sua 

concentração inibitória mínima (CIM). Também foram feitas comparações entre dois meios de 

cultura (BAM e MHAa) no ensaio com o microrganismo A. acidoterrestris. Compararam-se 

também os diluentes do extrato etanólico (EE) com adição de etanol e DMSO para o ensaio 

de determinação da CIM. 

As suspensões bacterianas, nas concentrações anteriormente citadas, foram 

inoculadas em placas de ágar Mueller-Hinton espalhando-se uniformemente na superfície do 

ágar com um swab. Para favorecer o crescimento de A. acidoterrestris, o meio foi acidificado 

a pH 4,9 (MHAa) e para o crescimento de L. monocytogenes o meio foi acrescido de extrato 

de levedura (TABELA 4).  

 

Tabela 4 – Meios de cultura utilizados para cada bactéria no método de difusão em ágar 

Bactérias Meios de cultura 

Alicyclobacillus acidoterrestris MHA acidificado (MHa) e BAM 

Listeria monocytogenes MHA + YE 

Staphylococcus aureus MHA 

Escherichia coli MHA 

Pseudomonas aeruginosa MHA 

Salmonella Enteritidis MHA 

BAM (Bacillus acidocaldarius medium); MHA (ágar Muller-Hinton); MHAa (ágar Muller-Hinton 

acidificado); MHA – YE (ágar Muller-Hinton + extrato de levedura) 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A superfície do ágar foi então perfurada com furos de 6 mm de diâmetro, os quais 
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foram preenchidos com 25µL dos extratos de M. oleifera (OLIVEIRA et al., 2013). As placas 

contendo L. monocytogenes, S. Enteritidis, S. aureus, E. coli e P. aeruginosa foram incubadas 

a 37°C por 24h (KIM et al., 2011; MEDINA et al., 2011; FARJANA; ZERIN; KABIR, 2014), 

enquanto que as placas inoculadas com A. acidoterrestris foram incubadas a 45°C por 24 - 

48h (ALBERICE et al., 2012). Após a incubação, foi realizada a medição dos halos de 

inibição. O diâmetro da zona de inibição em torno do poço (incluindo o do poço) foi medido, 

com o auxílio de uma régua, e registrado. As zonas com diâmetro maior ou igual a 9 mm 

foram consideradas como inibição (OLIVEIRA et al., 2013; ZHAO; SHAH, 2015). 

 

4.7 Concentração inibitória mínima (CIM) 

 

A determinação da CIM foi feita através do método de difusão em ágar conforme 

o descrito por Arora e Onsare (2014); Iturriaga, Olabarrieta e De Marañón (2012); Medina et 

al. (2011) e Takahashi et al.(2013) com modificações. 

No ensaio anterior foram feitas comparações da ação dos extratos produzidos com 

as sementes M1 e M2 nas concentrações 100% e 50%. Os que obtiveram melhores resultados 

foram utilizados em testes posteriores nas concentrações 100%; 50%; 25%; 12,5%; 6,25%; 

3,12%; 1,6%; 0,78% e 0,39% (ATIENO et al., 2011; MEDINA et al., 2011).  Os diluentes de 

cada extrato foram utilizados como controle negativo, sendo os mesmos testados nas mesmas 

concentrações em que foram utilizados no teste antimicrobiano. 

A concentração inibitória mínima (CIM) foi considerada a menor concentração do 

extrato que inibiu o crescimento microbiano após o período de incubação (ITURRIAGA; 

OLABARRIETA; DE MARAÑÓN, 2012). Todos os testes foram feitos em triplicata. 

 

4.8 Análise estatística 

 

O estudo dos ensaios estatísticos foi realizado de acordo com Boulaaba et al. 

(2015). Para tanto, utilizou-se a Microsoft Office 2007 (Excel) para realizar os cálculos da 

variância.  

Os ensaios de triagem da atividade antibacteriana sobre A. acidoterrestris foram 

realizados em dois meios de cultura BAM e MHAa com diferentes concentrações dos extratos 

naturais. Os dados foram avaliados para determinar se o meio de cultura exerce influência nos 

resultados, já que o MHAa é uma adaptação, onde acidificou-se o meio para favorecer o 

crescimento desse microrganismo acidófilo. Para tanto, utilizou-se o cálculo de variância com 
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confiabilidade de 95%. 

Com o auxílio da ferramenta estatística do Excel (Microsoft) aplicou-se o teste da 

hipótese nula, onde o valor de F calculado foi comparado com o valor de F tabelado. Se o 

valor de F calculado for maior que o F tabelado (F calculado > F tabelado) rejeita a hipótese 

nula, concluindo que o meio de cultura é significativo. Se F calculado < F tabelado, o meio de 

cultura não apresenta influência no resultado. 

Os resultados do conteúdo de fenóis totais dos extratos de M. oleifera também 

foram avaliados para se determinar se o período em que as sementes foram coletadas exerce 

influência no resultado. Para essa análise usou-se o teste do valor-p, com nível de confiança 

de 95%, ou seja, valores de p < 0,05 foram considerados significativos. As análises foram 

realizadas em triplicata. 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Conteúdo de polifenóis totais (PET) 

 

Os valores da determinação de compostos fenólicos totais encontrados nos 

extratos das sementes de moringa (EAM1, EAM2, EHM1, EHM2, EEM1 e EEM2) estão 

descritos na Tabela 5. 

 

Tabela 5 – Quantificação do conteúdo de polifenóis extraíveis totais dos extratos da semente 

de Moringa oleifera  

Extrato Fenóis totais (mg EAG/g de semente) 

EAM1 3, 84 ± 0,15 

EAM2 8,56 ± 0,52 

EHM1 3,51 ± 0,31 

EHM2 4,97 ± 0,36 

EEM1 241,76 ± 15,88 

EEM2 56,47 ± 5,76 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Valor-p dos extratos EAM1 e EAM2 = 0,000; Valor-p dos extratos EHM1 e EHM2 = 0,004; Valor-p dos extratos 

EEM1 e EEM2 = 0,002. 

EAM1 – extrato aquoso produzido com as sementes colhidas no primeiro semestre do ano; EAM2 – extrato 

aquoso produzido com as sementes colhidas no segundo semestre do ano; EHM1 – extrato hexânico produzido 

com as sementes colhidas no primeiro semestre do ano; EHM2 – extrato hexânico produzido com as sementes 

colhidas no segundo semestre do ano; EEM1 – extrato etanólico produzido com as sementes colhidas no primeiro 

semestre do ano; EEM2 – extrato etanólico produzido com as sementes colhidas no segundo semestre do ano. 
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Uma vez que os extratos foram produzidos com sementes de moringa colhidas em 

diferentes épocas do ano comparou-se, pela análise de variância, o conteúdo de fenóis totais 

presentes nos extratos produzidos com o mesmo solvente, mas de sementes de moringa 

colhidas no primeiro semestre (M1) e no segundo semestre (M2). Diferenças significativas (p 

< 0,05) no conteúdo de polifenóis extraíveis totais (PET) foram observadas entre os extratos 

aquosos (EAM1 e EAM2), hexânicos (EHM1 e EHM2) e etanólicos (EEM1 e EEM2) 

(TABELA 5), mostrando que o período de colheita das sementes influencia significativamente 

na concentração dos compostos fenólicos. No entanto, o extrato etanólico não segue o 

comportamento dos outros dois, já que o maior conteúdo de fenóis foi observado no extrato 

produzido com sementes M1, enquanto nos extratos aquoso e hexânico a maior concentração 

está naqueles produzidos com as sementes M2.  

O extrato etanólico produzido com sementes colhidas no primeiro semestre do 

ano (EEM1) apresentou um elevado valor de PET (241,76 ± 15,88 mg EAG/g de semente), 

enquanto o extrato hexânico (EHM1) mostrou obter um conteúdo de polifenóis extraíveis 

totais inferior com 3,51 ± 0,31 mg EAG/g de semente. O extrato aquoso (EAM2) apresentou 

um PET com valor intermediário igual a 8,56 ± 0,52 mg EAG/g de semente. No entanto, o 

conteúdo de PET dos extratos produzidos com diferentes solventes não pode ser comparado 

entre si, visto que para a produção dos extratos utilizaram-se diferentes metodologias. 

Em um estudo sobre a avaliação do potencial antioxidante de extratos etanólicos 

de sementes de M. oleifera o conteúdo de fenóis totais extraíveis no extrato etanólico das 

sementes de moringa foi igual a 8,06 ± 0,47 mg EAG/g de extrato (NASCIMENTO et al., 

2013). Hamza (2010) avaliou o conteúdo total de fenólicos de extrato etanólico de sementes 

de M. oleifera e determinou uma quantidade de 10,60 ± 0,11 mg EAG/g de extrato seco. O 

presente estudo apresentou valores de PET superiores aos apresentados nos trabalhos citados 

em ambos os extratos etanólicos (EEM1 e EEM2) com 241,76 ± 15,88 e 56,47 ± 5,76 mg 

EAG/g de semente, respectivamente. Compaoré et al. (2011) avaliaram a composição química 

e propriedades antioxidantes de sementes de Moringa oleifera e determinaram um teor de 

polifenóis totais de 145,16 ± 0,1 mg/100g. Extraindo-se os compostos fenólicos com metanol, 

Govardhan Singh, Negi e Radha (2013) encontraram um conteúdo de fenólicos totais livres 

em farinha de semente de M. oleifera desengordurada igual a 780 mg EAG/100g de extrato. O 

efeito da temperatura durante a germinação das sementes de moringa foi avaliado por Tesfay, 

Modi e Mohammed (2016) e percebeu-se que as temperaturas investigadas afetaram 

significativamente o acúmulo de fenóis nas sementes durante a germinação, variando de 69 ± 

2,9 mg/100g a 122,5 ± 10 mg/100g, nas temperaturas de 20/10 °C e 30/20 °C, 
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respectivamente. 

 

5.2 Atividade antibacteriana 

 

Os resultados das avaliações para identificar entre os extratos aquosos, hexânicos 

e etanólicos aqueles que possuem alguma atividade antibacteriana sobre as bactérias em 

estudo, são apresentados no Gráfico 1. Os testes mostraram que há diferença na ação 

antibacteriana dos extratos produzidos com sementes de Moringa oleifera colhidas em 

diferentes épocas do ano. Pode-se observar que o extrato aquoso produzido com sementes 

colhidas no primeiro semestre do ano (EAM1) não apresentou efeito antibacteriano sobre 

nenhum dos microrganismos testados, enquanto o extrato produzido com sementes obtidas no 

segundo semestre (EAM2) mostrou uma boa atividade sobre o crescimento de A. 

acidoterrestris, L. monocytogenes e S. aureus. O microrganismo A. acidoterrestris se mostrou 

sensível aos efeitos de ambos os extratos hexânico (EHM1 e EHM2), entretanto todas as 

outras bactérias testadas foram resistentes a estes extratos. Ao contrário do observado nos 

extratos aquosos, o extrato etanólico produzido com sementes colhidas no primeiro semestre 

(EEM1) teve ação antibacteriana contra A. acidoterrestris, L. monocytogenes, S. aureus e um 

menor efeito sobre E. coli e P. aeruginosa, sendo que o extrato produzido com sementes 

colhidas no segundo semestre (EEM2) não mostrou qualquer efeito sobre nenhuma das 

bactérias. 

A atividade antibacteriana dos extratos de sementes de moringa pode estar 

relacionada ao seu conteúdo de compostos fenólicos. Alguns autores sugerem que esses 

compostos podem interagir com as proteínas da membrana celular das bactérias, causando 

danos à integridade da membrana celular com consequente liberação do citoplasma ou podem 

estar envolvidos na interação com enzimas celulares (ALAÑÓN et al., 2015).  

Comparando-se os resultados das avaliações da atividade antibacteriana dos 

extratos das sementes de moringa, descritos no apêndice A, com o conteúdo de polifenóis 

extraíveis totais (Tabela 5) observa-se uma relação direta em ambos os resultados para todos 

os extratos. O extrato aquoso produzido com sementes colhidas no primeiro semestre (EAM1)  
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Gráfico 1 – Resultado das avaliações da atividade antibacteriana de extratos de sementes de Moringa oleifera pelo método de difusão 

em ágar contra A. acidoterrestris (AA), L. monocytogenes (LM), S. aureus (SA), E. coli (EC), P. aeruginosa (PA) e S. Enteritidis (SE) 

Fonte: Elaborado pela autora. 

EAM2 100% (extrato aquoso das sementes M2 puro); EAM2 50% (extrato aquoso das sementes M2 diluído com 50% de água); EHM1 100% (extrato hexânico 

das sementes M1 puro); EHM1 50% (extrato hexânico das sementes M1 diluído com 50% de tween 20 a 20%); EHM2 100% (extrato hexânico das sementes 

M2 puro); EHM2 50% (extrato hexânico das sementes M2 diluído com 50% de tween 20 a 20%); EEM1 100% (extrato etanólico das sementes M1 puro); 

EEM1 50% Etol (extrato etanólico das sementes M1 diluído em 50% de álcool etílico); EEM1 50% DMSO (extrato etanólico das sementes M1 diluído em 50% 

de DMSO a 8%).  
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apresentou um menor conteúdo de fenóis (3,84 ± 0,15 mg EAG/g de semente) quando 

comparado ao EAM2, que obteve um resultado de 8,56 ± 0,52 mg EAG/g de semente 

apresentando, consequentemente, uma significativa atividade antibacteriana sobre as três 

bactérias Gram positivas avaliadas. No Gráfico 1 observa-se que os extratos hexânicos 

obtidos nas duas épocas do ano (EHM1 e EHM2) mostraram atividade antibacteriana 

semelhante contra a bactéria A. acidoterrestris, enquanto os valores encontrados de fenóis 

totais foram bem próximos: 3,51 ± 0,31 e 4,97 ± 0,36 mg EAG/g de semente, 

respectivamente. O extrato etanólico também mostrou relação direta da atividade 

antibacteriana com o conteúdo de fenóis totais, pois o extrato produzido com sementes 

colhidas no primeiro semestre (EEM1) apresentou um quantitativo de fenóis igual a 241,76 ± 

15,88 mg EAG/g de semente e teve atividade antibacteriana contra quase todas as bactérias 

em estudo. Enquanto aquele produzido com sementes colhidas no segundo semestre (EEM2) 

não mostrou atividade sobre nenhuma das bactérias e obteve um resultado de fenóis totais 

inferior (56,47 ± 5,76 mg EAG/g de semente). 

Analisando-se os dados dos extratos produzidos com diferentes solventes observa-

se que a atividade antibacteriana pode não estar relacionada apenas ao conteúdo de polifenóis 

totais, mas também ao composto fenólico predominante. Visto que o extrato EAM2 (8,56 ± 

0,52 mg EAG/g de semente) apresentou atividade antibacteriana sobre algumas das bactérias 

em análise, enquanto o extrato EEM2, que obteve conteúdo de polifenóis igual a 56,47 ± 5,76 

mg EAG/g de semente, não apresentou nenhuma atividade contra as bactérias em estudo. 

Alguns estudos já mostraram a relação entre o solvente utilizado no processo de 

extração com a capacidade de extração de compostos fenólicos e o consequente efeito sobre a 

bioatividade dos extratos (RUSAK et al., 2008; ZHAO; HALL III, 2008). Pode-se afirmar 

que normalmente existe uma correlação positiva entre os compostos fenólicos presentes nos 

extratos naturais e o efeito antibacteriano. O mecanismo para a atividade antibacteriana de 

muitos extratos de plantas tem sido atribuído aos compostos fenólicos, os quais podem 

interagir com a membrana celular e inativar enzimas essenciais e/ou que formam complexos 

com íons metálicos, o que reduz sua disponibilidade para atuar no metabolismo microbiano 

(CAILLET et al., 2007; GOVARDHAN SINGH; NEGI; RADHA, 2013).  

Pesquisadores relataram variações do conteúdo de alguns compostos em 

diferentes partes da M. oleifera. Anwar, Ashraf e Bhanger (2005) fizeram comparações da 

composição química do óleo das sementes de M. oleifera de diferentes regiões agroclimáticas 

e observaram variações em seus componentes. O teor de óleo extraído também oscilou 

significativamente e os autores atribuíram essa variação à diversidade na textura natural do 
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solo e a restrições climáticas. Outras pesquisas também mostraram que a localização 

agroclimática e o período de colheita, bem como a temperatura ambiente têm bastante efeito 

sobre a atividade antioxidante das folhas de M. oleifera, apresentando alterações no conteúdo 

de fenólicos totais e de flavonoides. Os autores sugeriram que isto pode ser devido ao grau de 

maturação da folha, relatando um aumento do conteúdo de fenólicos com a maturidade da 

folha (IQBAL; BHANGER, 2006). 

Em um estudo mais recente Ratshilivha et al. (2014) avaliaram a variação da 

atividade antibacteriana e antioxidante de 24 extratos de folhas extraídos com o solvente 

acetona na proporção 1:10 (m/v) colhidas no verão e no inverno em 12 árvores de M. oleifera 

e observaram uma variação em ambas as atividades dos extratos. 

Os resultados contidos no Gráfico 1 também mostram que os microrganismos 

Gram-negativos (E. coli, P. aeruginosa e S. Enteritidis) apresentaram uma maior resistência à 

ação dos extratos de M. oleifera, enquanto que os Gram-positivos (A. acidoterrestris, L. 

monocytogenes e S. aureus) mostraram uma maior sensibilidade a esses compostos. Estes 

resultados estão de acordo com ensaios antimicrobianos anteriormente relatados utilizando 

extratos de folhas, sementes e flores de M. oleifera (NEPOLEAN; ANITHA; RENITTA, 

2009); de folhas e sementes de M. oleifera (BUKAR; UBA; OYEYI, 2010); extratos de 12 

plantas (Terminalia chebula Retz., Sophora flavescens Ait., Hydnocarpus anthelmintica, 

Rosmarinus officinalis, Cannabis sativa, Commiphora molmol, Morus alba L., Agrimonia 

pilosa L., Asarum sieboldii, Pinus densiflora, Syzygium aromaticum e Thuja orientalis L. ) 

(KIM et al., 2011); extratos de salsa (Petroselinum sativum) e limão (Citrus limon) 

(ITURRIAGA; OLABARRIETA; DE MARAÑÓN, 2012); bagaço de uva (OLIVEIRA et al., 

2013); extratos de caule, folhas vagens e sementes de M. oleifera (BRILHANTE et al., 2015) 

e extratos de chá verde, chá preto e soja (ZHAO; SHAH, 2015), os quais mostram que, no 

geral, as bactérias Gram-positivas são mais sensíveis a esses compostos antibacterianos do 

que as Gram-negativas. No entanto, alguns autores determinaram atividade antibacteriana dos 

extratos de folhas, flores e vagens de M. oleifera contra as bactérias Gram-negativas 

(ANWAR et al., 2007; ARORA; ONSARE, 2014).  

A maior resistência das bactérias Gram-negativas está provavelmente relacionada 

com a sua dupla camada da membrana celular e à forte hidrofilicidade da membrana externa 

atuando como uma forte barreira que limita o acesso do agente antimicrobiano aos seus alvos 

na célula bacteriana. Em contrapartida, a única membrana das bactérias Gram-positivas 

facilita a penetração de compostos lipofílicos (SMITH-PALMER; STEWART; FYFE, 1998; 

STEFANELLO et al., 2008; ARORA; ONSARE, 2014). 
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Molva e Baysal (2015a) avaliaram a atividade antimicrobiana de extrato líquido 

comercial derivado da semente de uva contra células vegetativas e esporos de A. 

acidoterrestris em suco de maçã. Os resultados do estudo demonstraram que o extrato de 

sementes de uva tem um potencial efeito inibitório no crescimento de células e na germinação 

de esporos de A. acidoterrestris em suco de maçã, sendo esse efeito relacionado ao alto teor 

de fenóis totais que as sementes de uva apresentam. 

P. aeruginosa, apesar de ser uma bactéria Gram-negativa, apresentou 

sensibilidade ao extrato etanólico, apresentando um halo de 9 mm (GRÁFICO 1). No trabalho 

realizado por Oliveira et al. (2013), P. aeruginosa também teve relativa sensibilidade a um 

extrato de bagaço de uva obtido por extração com fluido supercrítico, formando um halo de 

diâmetro igual a 10 mm. Essa bactéria mostrou uma elevada sensibilidade (halo de 14 ± 2 

mm) ao extrato de Azadirachta indica na concentração de 500 mg/mL (ABALAKA; 

OYEWOLE; KOLAWOLE, 2012).  

A atividade antimicrobiana de extratos de chá verde, chá preto e soja foi avaliada 

sobre E. coli O157:H7, Cronobacter sakazakii, S. aureus, L. monocytogenes e Lactobacillus 

plantarum. Os resultados obtidos da ação dos extratos brutos sobre S. aureus e L. 

monocytogenes corroboram com o apresentado neste trabalho, observando-se resultados 

positivos da ação dos extratos sobre o crescimento destas bactérias (ZHAO; SHAH, 2015). 

Medina et al. (2011) mostraram atividade antibacteriana de extratos de araçá 

(Psidium cattleianum Sabine) contra S. Enteritidis através do método de difusão em disco e 

encontraram uma concentração inibitória mínima de 5%. No entanto, nenhum efeito foi 

detectado no presente estudo com extratos das sementes de moringa. 

Foi realizada a comparação da influência dos meios de cultura BAM e MHAa 

utilizados no ensaio com A. acidoterrestris através da análise da variância (ANOVA) pelo 

teste F, para um nível de confiança de 95%. Os resultados estatísticos estão descritos na 

Tabela 6. Verificou-se que a diferença entre os diâmetros dos halos formados nos dois meios 

de cultura não foi significativa, pois o valor determinado do teste F (0,2323) foi menor que o 

valor de F crítico (tabelado). O tamanho do halo de inibição é o resultado combinado da 

difusão dos compostos antimicrobianos e a taxa de crescimento da bactéria (ZHAO; SHAH, 

2015).  
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Tabela 6 – Valores da análise de variância (ANOVA) 

Fonte da variação SQ gl MQ F valor-P F crítico 

Entre grupos 18 1 18 0,2323 0,636351 4,493998 

Dentro dos grupos 1239,778 16 77,48611 

   Total 1257,778 17         
SQ: soma quadrática; gl: grau de liberdade; MQ: média quadrática 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

O estudo também foi realizado com o objetivo de definir o solvente a ser utilizado 

para a diluição do extrato etanólico. Dessa forma pôde-se observar (APÊNDICE A) que o 

extrato etanólico diluído em etanol (EEM1 50% etol) teve uma melhor difusão nos meios de 

cultura, portanto foi o solvente escolhido para diluir o extrato nos ensaios de determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM).  

Nos ensaios todos os diluentes foram utilizados como controle negativo, não 

apresentando qualquer efeito sobre o crescimento dos microrganismos testados (APÊNDICE 

D – I). 

 

5.3 Concentração inibitória mínima (CIM) 

 

Após a triagem foram escolhidos os extratos que apresentaram melhor ação como 

agente antibacteriano contra as bactérias testadas, selecionando-se também as bactérias que se 

mostraram mais sensíveis a esses compostos para os ensaios de concentração inibitória 

mínima. Os extratos escolhidos foram o aquoso (EAM2) e o etanólico (EEM1) e os 

microrganismos que se mostraram mais sensíveis a esses extratos foram as bactérias Gram-

positivas (A. acidoterrestris, L. monocytogenes e S. aureus), como já discutido no item 5.2. 

No Gráfico 2 observa-se a atividade antibacteriana do extrato aquoso em 

diferentes concentrações. Os halos de inibição (mm) do extrato aquoso nas concentrações de 

100 a 0,39% estão descritos no apêndice B. Pode-se verificar que a bactéria A. acidoterrestris 

foi a mais sensível nas concentrações 100 % e 50% (29,0 e 24,3 mm, respectivamente) e S. 

aureus foi ligeiramente mais sensível nas concentrações 25 e 12,5% (18,7 e 15 mm, 

respectivamente), enquanto que a L. monocytogenes se mostrou mais resistente em todas as 

concentrações do extrato quando comparada aos outros dois microrganismos.  

A menor concentração do extrato aquoso que teve ação sobre A. acidoterrestris e 

S. aureus foi 12,5%, formando-se um halo de 14,3 e 15 mm, respectivamente. A bactéria L. 

monocytogenes teve sensibilidade ao extrato até a concentração de 25%, com halo de 11,7 

mm. 
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Gráfico 2 – Avaliação da atividade antibacteriana do extrato aquoso em diferentes 

concentrações contra A. acidoterrestris, L. monocytogenes e S. aureus 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Os extratos solúveis em água, quando comparados a outros compostos naturais 

como, por exemplo, os óleos essenciais, podem ser preferíveis para aplicação em alimentos. 

Apesar de, geralmente, os óleos essenciais serem mais ativos que os seus correspondentes 

extratos solúveis em água, eles são também voláteis e fracamente solúveis em água, o que 

pode ser bastante desvantajoso para a sua incorporação em alimentos (ITURRIAGA; 

OLABARRIETA; DE MARAÑÓN, 2012). 

No Gráfico 3 pode-se verificar a ação antibacteriana do extrato etanólico sobre as 

bactérias A. acidoterrestris, L. monocytogenes e S. aureus. Dessa forma, observa-se que o 

microrganismo mais sensível a diferentes concentrações do extrato etanólico foi o A. 

acidoterrestris, apresentando-se uma CIM de 0,78%, com halo de 9 mm. O segundo mais 

sensível foi S. aureus com CIM no valor de 3,12%, obtendo-se um halo de 10,5 mm. Assim 

como o observado no extrato aquoso, a bactéria mais resistente foi L. monocytogenes, onde se 

obteve como CIM a concentração de 12,5%, medindo-se um halo de 11,7 mm (APÊNCICE 

C). 
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Gráfico 3 – Avaliação da atividade antibacteriana do extrato etanólico em diferentes 

concentrações contra A. acidoterrestris, L. monocytogenes e S. aureus 

 

Fonte: elaborado pela autora. 

 

Nota-se em ambos os gráficos que houve um decréscimo do diâmetro do halo de 

inibição com o aumento da diluição dos extratos, apesar de ter ocorrido uma pequena 

variação, entre as concentrações 6,25 e 0,78%, nos halos formados pela ação do extrato 

etanólico contra A. acidoterrestris.  

Os valores da CIM obtidos pelos extratos aquoso e etanólico não podem ser 

comparados, já que ambos foram produzidos de formas diferentes (FIGURAS 5 e 6). Vale 

ressaltar que após a extração por solvente o etanol foi totalmente removido, obtendo-se um 

extrato concentrado, diferente do que ocorreu na produção do extrato aquoso visto que a água 

não foi removida ao final do processo obtendo-se, portanto, um extrato diluído. 

Os resultados podem ser observados nos apêndices J e K, onde estão as imagens 

das placas utilizadas nos ensaios para determinação da concentração inibitória mínima (CIM).  

O método de difusão em placa, como um teste preliminar necessita de 

padronização em relação aos microrganismos relacionados a alimentos. Essas metodologias 

apresentam variações em relação à forma de medição dos halos, subtraindo-se ou não o 

diâmetro do poço/disco; quantidade da substância avaliada; o meio de cultura utilizado para o 

teste com cada microrganismo, entre outras, o que impossibilita comparações mais 

aprofundadas dos resultados. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 A época de colheita das sementes de M. oleifera influencia diretamente no potencial 

antibacteriano dos extratos obtidos, sendo o conteúdo de fenólicos um dos 

interferentes; 

 Os extratos aquoso e etanólico foram os que apresentaram maior ação antimicrobiana 

sobre os microrganismos analisados; 

 As bactérias Gram-positivas se mostraram mais sensíveis à ação antimicrobiana dos 

extratos; 

 A concentração inibitória mínima (CIM) considerada ideal do extrato aquoso é 25%, 

por ser a menor concentração que apresentou atividade antibacteriana contra A. 

acidoterrestris, L. monocytogenes e S. aureus; 

 A concentração de 12,5% do extrato etanólico foi a menor concentração que mostrou 

atividade antibacteriana contra os três microrganismos em teste; 

 O extrato etanólico de sementes de Moringa oleifera apresentou eficiência como 

antimicrobiano para A. acidoterrestris mesmo em concentrações bastante reduzidas, 

obtendo-se uma MIC de 0,78%; 

 O conteúdo de polifenóis totais e o composto fenólico predominante podem ter 

influenciado na atividade antibacteriana de cada extrato de sementes de moringa. 
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 Este estudo incentiva o aprofundamento das pesquisas sobre a semente de M. oleifera 

para que, futuramente, possa ser possível a sua adição em alimentos com função de 

conservante e atuação na segurança alimentar; 

 Percebe-se a necessidade de realização de novos testes de determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM) para extrato aquoso de sementes de M. oleifera 

liofilizado; 

 Faz-se necessária a investigação do sinergismo da ação antibacteriana dos extratos de 

M. oleifera com outros extratos oriundos de diferentes espécies vegetais, bem como a 

sua associação aos compostos sintéticos, podendo substituí-los de forma total ou 

parcial nos produtos alimentícios. 

 Deve-se estudar a utilização desses extratos associados à tecnologia de 

nanoencapsulação, a fim de favorecer a sua ação em determinado tipo de alimento, de 

forma a, por exemplo, evitar interações indesejáveis com os componentes dos 

alimentos, através da sua liberação gradual e constante, aumentando o seu tempo de 

ação; e minimizar/eliminar possíveis alterações sensoriais nos produtos. 

 Realizar análises de microscopia eletrônica de varredura (MEV) para avaliar o 

mecanismo de ação dos extratos na célula microbiana. 
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APÊNDICE A – RESULTADO DAS AVALIAÇÕES DA ATIVIDADE 

ANTIBACTERIANA DE EXTRATOS DE SEMENTES DE MORINGA PELO 

MÉTODO DE DIFUSÃO EM ÁGAR CONTRA A. acidoterrestris (AA), L. 

monocytogenes (LM), S. aureus (SA), E. coli (EC), P. aeruginosa (PA) e S. Enteritidis 

(SE) 

 

Agente 

antibacteriano 

Diâmetro da zona de inibição (mm) 

AA LM AS EC PA SE 

BAM MHAa MHA+YE MHA MHA MHA MHA 

EAM1  

(100%) 
- - - - - - - 

EAM1  

(50%) 
- - - - - - - 

EAM2  

(100%) 
34 32 20 25 - - - 

EAM2  

(50%) 
26 27 18 22 - - - 

EHM1  

(100%) 
31 44 - - - - - 

EHM1  

(50%) 
18 21 - - - - - 

EHM2  

(100%) 
12 12 - - - - - 

EHM2  

(50%) 
13 17 - - - - - 

EEM1  

(100%) 
27 25 17 20 11 9 - 

EEM1  

(50%) Etol 
20 19 18 19 - - - 

EEM1  

(50%) DMSO 
16 18 15 17 - - - 

EEM2  

(100%) 
- - - - - - - 

EEM2  

(50%) Etol 
- - - - - - - 

EEM2  

(50%) DMSO 
- - - - - - - 

Fonte: Elaborado pela autora. 

EAM1 100% (extrato aquoso das sementes M1 puro); EAM1 50% (extrato aquoso das sementes M1 diluído com 

metade de água); EAM2 100% (extrato aquoso das sementes M2 puro); EAM2 50% (extrato aquoso das 

sementes M2 diluído com metade de água); EHM1 100% (extrato hexânico das sementes M1 puro); EHM1 50% 

(extrato hexânico das sementes M1 diluído com metade de tween 20 a 20%); EHM2 100% (extrato hexânico das 

sementes M2 puro); EHM2 50% (extrato hexânico das sementes M2 diluído com metade de tween 20 a 20%); 

EEM1 100% (extrato etanólico das sementes M1 puro); EEM1 50% Etol (extrato etanólico das sementes M1 

diluído em metade de álcool etílico); EEM1 50% DMSO (extrato etanólico das sementes M1 diluído em metade 

de DMSO a 8%); EEM2 100% (extrato etanólico das sementes M2 puro); EEM2 50% Etol (extrato etanólico das 

sementes M2 diluído em metade de álcool etílico); EEM2 50% DMSO (extrato etanólico das sementes M2 

diluído em metade de DMSO a 8%).  
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APÊNDICE B – AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EXTRATO 

AQUOSO EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES CONTRA A. acidoterrestris, L. 

monocytogenes e S. aureus 

 

Concentração do 

extrato aquoso 

Zona de inibição (mm) 

A. acidoterrestris L. monocytogenes S. aureus 

100% 29,0 ± 0 18,7 ± 0,6 24,0 ± 0 

50% 24,3 ± 0,6 17,0 ± 1,4 21,3 ± 0,6 

25% 18,0 ± 1,0 11,7 ± 0,6 18,7 ± 0,6 

12,50% 14,3 ± 0,6 _ 15 ± 0 

6,25% _ _ _ 

3,12% _ _ _ 

1,60% _ _ _ 

0,78% _ _ _ 

0,39% _ _ _ 

Fonte: elaborado pela autora. 
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APÊNDICE C – AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EXTRATO 

ETANÓLICO EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES CONTRA A. acidoterrestris, L. 

monocytogenes e S. aureus 

 

Concentração do 

extrato etanólico 

Zona de inibição (mm) 

A. acidoterrestris L. monocytogenes S. aureus 

100% 19,3 ± 0,6 17,0 ± 1,7 15,3 ± 0,6 

50% 16,0 ± 0 14,1 ± 1,0 12,7 ± 0,6 

25% 13,7 ± 0,6 13,3 ± 0,6 12 ± 1 

12,5% 11,3 ± 1,1 11,7 ± 0,6 11,3 ± 0,6 

6,25% 10,3 ± 0,6 _ 10,7 ± 0,6 

3,12% 11,5 ± 2,12 _ 10,5 ± 0,7 

1,6% 10,5 ± 2,12 _ _ 

0,78% 9 ± 0 _ _ 

0,39% _ _ _ 

Fonte: elaborado pela autora. 
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APÊNDICE D – PLACAS CONTENDO MEIO BAM (Bacillius acidocaldarius medium) 

INOCULADO COM Alicyclobacillus acidoterrestris 

 

 

Fonte: autoria própria. 

1a – extrato etanólico das sementes colhidas no primeiro semestre (M1) diluído em 50% de álcool etílico (EEM1 

50% etol); 1b – extrato etanólico das sementes M1 diluído em 50% de DMSO a 8% (EEM1 50% DMSO); 1c – 

extrato etanólico das sementes M2 diluído em 50% de álcool etílico (EEM2 50% etol); 1d – extrato etanólico das 

sementes M2 diluído em 50% de DMSO a 8% (EEM2 50% DMSO); 2b – extrato aquoso das sementes M1 

diluído com 50% de água (EAM1 50%); 2d – extrato aquoso das sementes M2 diluído com 50% de água (EAM2 

50%); 3a – extrato hexânico das sementes M1 diluído com 50% de tween 20 a 20% (EHM1 50%); 3b – extrato 

hexânico das sementes M2 diluído com 50% de tween 20 a 20% (EHM2 50%); 3c – extrato hexânico das 

sementes M1 puro (EHM1 100%); 3d – extrato hexânico das sementes M2 puro (EHM2 100%); 4a – extrato 

etanólico das sementes M2 puro (EEM2 100%); 4c – extrato etanólico das sementes M1 puro (EEM1 100%); 4d 

– extrato aquoso das sementes M2 puro (EAM2 100%); 5a – controle negativo: etanol (50%); 5b – controle 

negativo: tween 20 (10%); 5c – controle negativo: DMSO (4%); 5d – controle positivo: polimixina. 
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APÊNDICE E – PLACAS CONTENDO ÁGAR MUELLER-HINTON ADICIONADO 

DE EXTRATO DE LEVEDURA (MHA-YE) INOCULADO COM Listeria 

mocnocytogenes 

 

 

Fonte: autoria própria. 

1a – extrato etanólico das sementes M1 diluído em 50% de álcool etílico (EEM1 50% etol); 1b – extrato 

etanólico das sementes M1 diluído em 50% de DMSO a 8% (EEM1 50% DMSO); 1c – extrato etanólico das 

sementes M2 diluído em 50% de álcool etílico (EEM2 50% etol); 1d – extrato etanólico das sementes M2 

diluído em 50% de DMSO a 8% (EEM2 50% DMSO); 2b – extrato aquoso das sementes M1 diluído com 50% 

de água (EAM1 50%); 2d – extrato aquoso das sementes M2 diluído com 50% de água (EAM2 50%); 3a – 

extrato hexânico das sementes M1 diluído com 50% de tween 20 a 20% (EHM1 50%); 3b – extrato hexânico das 

sementes M2 diluído com 50% de tween 20 a 20% (EHM2 50%); 3c – extrato hexânico das sementes M1 puro 

(EHM1 100%); 3d – extrato hexânico das sementes M2 puro (EHM2 100%); 4a – extrato etanólico das sementes 

M2 puro (EEM2 100%); 4c – extrato etanólico das sementes M1 puro (EEM1 100%); 4d – extrato aquoso das 

sementes M2 puro (EAM2 100%); 5a – controle negativo: etanol (50%); 5b – controle negativo: tween 20 

(10%); 5c – controle negativo: DMSO (4%); 5d – controle positivo: polimixina. 
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APÊNDICE F – PLACAS CONTENDO ÁGAR MUELLER-HINTON (MHA) 

INOCULADO COM Staphylococcus aureus 

 

 
Fonte: autoria própria. 

1a – extrato etanólico das sementes M1 diluído em 50% de álcool etílico (EEM1 50% etol); 1b – extrato 

etanólico das sementes M1 diluído em 50% de DMSO a 8% (EEM1 50% DMSO); 1c – extrato etanólico das 

sementes M2 diluído em 50% de álcool etílico (EEM2 50% etol); 1d – extrato etanólico das sementes M2 

diluído em 50% de DMSO a 8% (EEM2 50% DMSO); 2b – extrato aquoso das sementes M1 diluído com 50% 

de água (EAM1 50%); 2d – extrato aquoso das sementes M2 diluído com 50% de água (EAM2 50%); 3a – 

extrato hexânico das sementes M1 diluído com 50% de tween 20 a 20% (EHM1 50%); 3b – extrato hexânico das 

sementes M2 diluído com 50% de tween 20 a 20% (EHM2 50%); 3c – extrato hexânico das sementes M1 puro 

(EHM1 100%); 3d – extrato hexânico das sementes M2 puro (EHM2 100%); 4a – extrato etanólico das sementes 

M2 puro (EEM2 100%); 4c – extrato etanólico das sementes M1 puro (EEM1 100%); 4d – extrato aquoso das 

sementes M2 puro (EAM2 100%); 5a – controle negativo: etanol (50%); 5b – controle negativo: tween 20 

(10%); 5c – controle negativo: DMSO (4%); 5d – controle positivo: polimixina. 
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APÊNDICE G – PLACAS CONTENDO ÁGAR MUELLER-HINTON (MHA) 

INOCULADO COM Escherichia coli 

 

 
Fonte: autoria própria. 

1a – extrato etanólico das sementes M1 diluído em 50% de álcool etílico (EEM1 50% etol); 1b – extrato 

etanólico das sementes M1 diluído em 50% de DMSO a 8% (EEM1 50% DMSO); 1c – extrato etanólico das 

sementes M2 diluído em 50% de álcool etílico (EEM2 50% etol); 1d – extrato etanólico das sementes M2 

diluído em 50% de DMSO a 8% (EEM2 50% DMSO); 2b – extrato aquoso das sementes M1 diluído com 50% 

de água (EAM1 50%); 2d – extrato aquoso das sementes M2 diluído com 50% de água (EAM2 50%); 3a – 

extrato hexânico das sementes M1 diluído com 50% de tween 20 a 20% (EHM1 50%); 3b – extrato hexânico das 

sementes M2 diluído com 50% de tween 20 a 20% (EHM2 50%); 3c – extrato hexânico das sementes M1 puro 

(EHM1 100%); 3d – extrato hexânico das sementes M2 puro (EHM2 100%); 4a – extrato etanólico das sementes 

M2 puro (EEM2 100%); 4c – extrato etanólico das sementes M1 puro (EEM1 100%); 4d – extrato aquoso das 

sementes M2 puro (EAM2 100%); 5a – controle negativo: etanol (50%); 5b – controle negativo: tween 20 

(10%); 5c – controle negativo: DMSO (4%); 5d – controle positivo: polimixina. 
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APÊNDICE H – PLACAS CONTENDO ÁGAR MUELLER-HINTON (MHA) 

INOCULADO COM Pseudomonas aeruginosa 

 

 
Fonte: autoria própria. 

1a – extrato etanólico das sementes M1 diluído em 50% de álcool etílico (EEM1 50% etol); 1b – extrato 

etanólico das sementes M1 diluído em 50% de DMSO a 8% (EEM1 50% DMSO); 1c – extrato etanólico das 

sementes M2 diluído em 50% de álcool etílico (EEM2 50% etol); 1d – extrato etanólico das sementes M2 

diluído em 50% de DMSO a 8% (EEM2 50% DMSO); 2b – extrato aquoso das sementes M1 diluído com 50% 

de água (EAM1 50%); 2d – extrato aquoso das sementes M2 diluído com 50% de água (EAM2 50%); 3a – 

extrato hexânico das sementes M1 diluído com 50% de tween 20 a 20% (EHM1 50%); 3b – extrato hexânico das 

sementes M2 diluído com 50% de tween 20 a 20% (EHM2 50%); 3c – extrato hexânico das sementes M1 puro 

(EHM1 100%); 3d – extrato hexânico das sementes M2 puro (EHM2 100%); 4a – extrato etanólico das sementes 

M2 puro (EEM2 100%); 4c – extrato etanólico das sementes M1 puro (EEM1 100%); 4d – extrato aquoso das 

sementes M2 puro (EAM2 100%); 5a – controle negativo: etanol (50%); 5b – controle negativo: tween 20 

(10%); 5c – controle negativo: DMSO (4%); 5d – controle positivo: polimixina. 
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APÊNDICE I – PLACAS CONTENDO ÁGAR MUELLER-HINTON (MHA) 

INOCULADO COM Salmonella Enteritidis 

 

 
Fonte: autoria própria. 

1a – extrato etanólico das sementes M1 diluído em 50% de álcool etílico (EEM1 50% etol); 1b – extrato 

etanólico das sementes M1 diluído em 50% de DMSO a 8% (EEM1 50% DMSO); 1c – extrato etanólico das 

sementes M2 diluído em 50% de álcool etílico (EEM2 50% etol); 1d – extrato etanólico das sementes M2 

diluído em 50% de DMSO a 8% (EEM2 50% DMSO); 2b – extrato aquoso das sementes M1 diluído com 50% 

de água (EAM1 50%); 2d – extrato aquoso das sementes M2 diluído com 50% de água (EAM2 50%); 3a – 

extrato hexânico das sementes M1 diluído com 50% de tween 20 a 20% (EHM1 50%); 3b – extrato hexânico das 

sementes M2 diluído com 50% de tween 20 a 20% (EHM2 50%); 3c – extrato hexânico das sementes M1 puro 

(EHM1 100%); 3d – extrato hexânico das sementes M2 puro (EHM2 100%); 4a – extrato etanólico das sementes 

M2 puro (EEM2 100%); 4c – extrato etanólico das sementes M1 puro (EEM1 100%); 4d – extrato aquoso das 

sementes M2 puro (EAM2 100%); 5a – controle negativo: etanol (50%); 5b – controle negativo: tween 20 

(10%); 5c – controle negativo: DMSO (4%); 5d – controle positivo: polimixina. 
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APÊNDICE J – PLACAS DO ENSAIO DE CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA 

(CIM) DO EXTRATO AQUOSO SOBRE AS BACTÉRIAS Alicyclobacillus 

acidoterrestris (A); Staphylococcus aureus (B) e Listeria monocytogenes (C) 

 

 
Fonte: autoria própria. 
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APÊNDICE K – PLACAS DO ENSAIO DE CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA 

(CIM) DO EXTRATO ETANÓLICO SOBRE AS BACTÉRIAS Alicyclobacillus 

acidoterrestris (A); Staphylococcus aureus (B) e Listeria monocytogenes (C) 

 

 
Fonte: autoria própria. 

 


