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RESUMO 

O presente trabalho teve como foco principal analisar o rendimento (em base seca), 

quantificar os compostos fenólicos, avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana dos 

extratos da casca do caule do Croton cajucara BENTH. Para isso, realizou-se uma extração 

convencional utilizando um extrator de aço-inox o qual seguiu o planejamento experimental 

(Box Hunter e Hunter) de dois fatores e dois níveis, sendo eles a temperatura (50°C e 60°C) e 

granulometria (0,10 mm e 0,51 mm) do material botânico, para determinar quais variáveis 

influenciaram no processo de extração. Para a quantificação de compostos fenólicos foi usada 

a metodologia de Folin-Ciocalteau, para a análise da atividade antioxidante aplicou-se o 

método do IC50 e para a análise antimicrobiana empregou-se o método de microdiluição, para 

a indicação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) frente cepas bacterianas, 

Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Salmonela typhi, bem 

como cepa fúngica, Candida albicans. Os rendimentos máximo e mínimo foram, 

respectivamente para as corridas 6 (T = 60°C; G = 0,10 mm) com 9,11% e 5 (T = 50°C; G = 

0,10 mm) com 5,15%. Na quantificação de compostos fenólicos o ensaio 4 (T = 60°C; G = 

0,51 mm) apresentou valor máximo e o ensaio 6 (T = 60°C; G = 0,10 mm) mínimo, onde 

forneceram 50,32 e 26,98 mg EAG/g, respectivamente. Em relação a atividade antioxidante 

os resultados foram expressos em IC50 e variaram de 9,01% (Ensaio 6; T = 60°C; G = 0,10 

mm) à 14,03% (ensaio 7; T = 50°C; G = 0,51 mm). Já para a atividade antimicrobiana, os 

extratos não inibiram o crescimento das bactérias e fungo testados, apresentando uma CIM > 

1.000 μg/mL. Todos os resultados foram tratados estatisticamente e, de modo geral, 

comprovaram que as melhores condições de extração foram T= 60°C e G = 0,10 mm. 

 

Palavras-chave: Croton cajucara BENTH; Extração; Produto Natural.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

The main objective of this work was to analyze the yield (on a dry basis), to quantify the 

phenolic compounds, and to evaluate antioxidant and antimicrobial the activity of Croton 

cajucara BENTH stem bark extracts. For this, a conventional extraction was carried out using 

a stainless steel extractor which followed the experimental planning (Box Hunter and Hunter ) 

of two factors and two levels, being the temperature (50 °C and 60 °C) and granulometry 

(0,10 mm and 0,51 mm) of the botanical material, to determine which variables influenced in 

the extraction process. To the quantification of phenolic compounds was used the 

methodology of  Folin-Ciocalteau for the analysis of the antioxidant activity the IC50 method 

was applied and for the antimicrobial analysis the microdilution method was employed to 

indicate the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) against the bacterial strains, 

Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa and Salmonella typhi, as 

well as fungal strain, Candida albicans. The maximum and minimum yields were respectively 

to the runs 6 (T = 60 °C, G = 0,10 mm) with 9.11% and 5 (T = 50 °C, G = 0,10 mm) with 

5.15%. In the quantification of phenolic compounds, run 4 (T = 60 °C, G = 0,51 mm) showed 

a maximum value and the minimum was the 6 (T = 60 °C, G = 0,10 mm), with 50.32 and 

26.98 mgEAG/g, respectively. In relation to the antioxidant activity, the results were 

expressed as IC50 and ranged from 9,01 % (Test 6, T = 60 °C, G = 0,10 mm) to 14.03% (test 

7, T = 50 ° C; G = 0,51 mm). For the antimicrobial activity, the extracts did not inhibited the 

growth of the bacterias and fungus tested, presenting a MIC > 1.000 μg/mL. All the results 

were treated statistically and, in general, proved that the best extraction conditions were T = 

60 ° C and G = 0,10 mm. 

 

Key words: Croton cajucara BENTH; Extraction; Natural Product. 
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1 INTRODUÇÃO  

O emprego de produtos naturais, sobretudo da flora, para fins quimioterápicos, surgiu 

com a humanidade. Os primeiros sinais do uso de plantas, com suposto caráter medicinal, 

foram encontrados nas civilizações mais antigas, sendo considerada uma das práticas mais 

remotas utilizada pelo ser humano para a prevenção, cura e tratamento de doenças, servindo 

como importante fonte de compostos biologicamente ativos (ANDRADE et al., 2007). Toda 

essa informação foi, de início, sendo transmitida oralmente às gerações posteriores. Com o 

surgimento da escrita, passou a ser preservada como um tesouro precioso (ARAÚJO et al., 

2007). 

A utilização de plantas como medicamento está fundamentada, portanto, em estudos 

etnofarmacológicos que, partindo do uso tradicional e do conhecimento popular sobre as 

propriedades farmacológicas de certos vegetais, indicam o potencial para o desenvolvimento 

de novos fitoterápicos. Neste contexto, as plantas são uma fonte importante de produtos 

naturais biologicamente ativos, muitos dos quais podem-se utilizar para a síntese de inúmeros 

fármacos (SCOPEL, 2005). 

Atualmente, o interesse popular nas plantas medicinais para fins terapêuticos tem sido 

muito significativo, devido ao difícil acesso da população aos medicamentos sintéticos. De 

acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), entre 60-80% da população mundial 

utiliza a medicina tradicional ou a fitoterapia no tratamento de várias doenças (BAGATINI, 

SILVA & TEDESCO, 2007). 

Segundo Nogueira (1983), em regiões tropicais da América Latina existem diversas 

espécies medicinais de utilidade local, possibilitando uma relação custo-benefício bem 

pequena para a população, gerando vitalidade para os mesmos. Dentre elas, destacam-se as 

espécies de Euphorbiaceae, nas quais apresentam uma grande importância na atividade 

econômica, através da alimentação humana e na medicina a partir do conhecimento popular 

(TRINDADE, 2015). 

A espécie Croton cajucara BENTH (CcB) pertencente à família Euphobiaceae é 

encontrada com frequência na Região Amazônica. Esta é conhecida como “Sacaca” que 

significa “feitiço” na língua Tupi, e apresenta um grande valor medicinal no tratamento de 

diversas doenças. A folha e a casca do caule desse vegetal são utilizadas de forma empírica 

pelo homem na forma de chá, para o tratamento de doenças como: diabetes, diarreia, malária, 
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febre, distúrbios gastrintestinais, renais, hepáticos e no controle de elevados níveis de 

colesterol. (DI STASI et al., 1989).  

A Amazônia exibe uma extensa variedade de espécies vegetais nativas e exóticas, tendo 

em sua maioria importância econômica agregada, entretanto, poucas espécies são analisadas e 

descritas em publicações científicas. Com isso deve-se considerar a comercialização de 

extratos obtidos a partir dos vegetais, nos quais são ricos em substâncias que apresentam 

potencial antioxidante e antimicrobiano como estratégia de desenvolvimento da região. 

Todavia, a aplicação desses produtos deve ser precedida de estudos que avaliem fatores como: 

identificação, isolamento, toxicidade e a eficácia do princípio ativo (como compostos 

fenólicos), formas de aplicações e a produção a nível industrial (BRAZ-FILHO, 1999 & 

SILVA et al., 2005). 

Os vegetais de caráter antioxidante são compostos nos quais apresentam a capacidade 

de inibir ou bloquear processos oxidativos, quando em baixas concentrações. O equilíbrio 

físico-químico de alguns produtos é obtido através da adição de antioxidantes sintéticos, como 

butil-hidroxi-tolueno (BHT) e butil-hidroxianisol (BHA), porém estas substâncias apresentam 

riscos à saúde humana. Portanto, a pesquisa por antioxidantes de fontes naturais que possam 

substituir os sintéticos tem recebido muita atenção por parte do segmento acadêmico e 

industrial (DECKER, 2008; MATKOWSKI, 2008; REISCHE, LILLARD & EITENMILLER, 

2008; BOTTERWECK et al., 2000; DAHANUKAR, KULKANI & DAHANUKAR, S. A. et 

al., 2000). 

Outro fator a ser considerado é a ação antimicrobiana, nos quais acarretam diversas 

patogenias nos seres humanos, mas no final da década de XX houve um aumento significativo 

na busca de agentes antimicrobianos naturais (RAUHA, 2000). 

Até o presente momento, nenhuma pesquisa avaliou a interferência de processos de 

extração para a obtenção de atividades antioxidante e antimicrobiana, bem como 

quantificação de polifenóis totais das cascas do caule da Croton cajucara BENTH. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

O presente estudo visa avaliar os rendimentos, potenciais antioxidantes e 

antimicrobianos, bem como quantificar os compostos fenólicos presentes nos extratos obtidos 

da casca do caule do vegetal Croton cajucara BENTH, validando suas crenças empíricas e 

observando seu poder frente a microrganismos.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a) Estudar o processo de extração sólido-líquido das cascas do caule de C. cajucara 

BENTH utilizando álcool etílico como solvente, a partir do planejamento 

experimental Box Hunter e Hunter; 

b) Analisaros rendimentos dos extratos; 

c) Quantificar os compostos fenólicos totais dos extratos, utilizando o método de 

Folin-Ciocalteau; 

d) Estabelecer seu potencial antioxidante pelo método de DPPH (2,2-difenil-1-picril-

hidrazila); 

e) Avaliar a atividade microbiológica dos extratos, utilizando o método de 

microdiluição para a determinação da Concentração Mínima Inibitória (CIM). 
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3 REFERENCIAL BIBLIOGRÁFICO 

3.1  A FAMÍLIA EUPHORBIACEAE  

Euphorbiaceae é a família mais representativa dentre as Angiospermas, predominando 

em regiões subtropicais e tropicais, apesar de apresentar membros em regiões de todo o 

planeta, exceto nas regiões mais frias como o Ártico. Levantamentos florísticos afirmam que 

há uma alta distribuição das Euphorbiaceae em ecossistemas brasileiros, como cerrado, mata 

atlântica, caatinga e campos rupestres (CORDEIRO, 1993; HARLEY, 1995; FERRAZ, 1996; 

PAIVA JR. et al., 2000; SANTOS et al., 2000). 

Espécies pertencentes à família Euphorbiaceae merecem destaque na medicina popular 

e econômica, especialmente na alimentação humana, produção de látex (borrachas), óleos 

utilizados na indústria de tintas, plásticos, sabões duros, fibras sintéticas, pigmentos para 

tecidos, perfumes, batons e lubrificantes de motores e turbinas especialmente os extraídos de 

espécies do gênero Ricinus communis L. (MACHADO, 2007).  

Estudos físico-químicos revelaram que diversas espécies da família Euphorbiaceae 

mostraram a presença de compostos químicos biologicamente ativos variados, tais como 

flavonoides, saponinas, terpenoides (di e triterpenoides), ésteres, alcaloides, glicosídeos 

cianogênicos, taninos, lecitinas e glicoproteínas (BITTNER et al., 2001; SOUZA et al., 2005; 

ROGÉRIO et al., 2007; RAJESH et al., 2006). 

 

3.2  CONSIDERAÇÕES SOBRE O GÊNERO CROTON 

O gênero Croton pertence à família Euphorbiaceae e ordem Malpighiales (MACIEL, 

1997; BREMER, 2009). Ocorre em abundância em todo o planeta, com concentração 

significativa na África, México e Brasil, com expressiva ocorrência na Amazônia (MACIEL 

et al., 2013). É uma das mais diversificadas e complexas entre as Angiospermae, com 

aproximadamente 8.000 espécies (LIMA, 2006). Este é muito comum em áreas de vegetação 

secundária, estando entre os dez mais abundantes, na América do Sul, com aproximadamente 

750 espécies (VAN EE et al. 2011; GOMES-POMPA, 1971). No Brasil habitam 316 espécies 

do gênero, incluindo ervas, arbustos e árvores (Tabela 1, p. 17) (CORDEIRO et al., 2014).  
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Tabela 1. Algumas espécies do gênero Croton ocorrentes no Brasil 

 

Fonte. CORDEIRO et al., 2014 

 

De acordo com a classificação de Webster (1994), o gênero pertence à Tribo 

Crotoneae e, apesar do expressivo número de espécies, aparentemente seria um táxon 

monofilético, no qual é pertencente à subfamília Crotonoideae (WEBSTER; 1992). Todavia, 

estudos realizados por Berry et al. (2005), demonstraram que Croton não era monofilético. 

Os vegetais pertencentes ao gênero Croton estão chamando muita atenção dos 

cientistas, uma vez que a variedade de usos medicinais nas diferentes regiões do mundo é 

proporcional a toda variabilidade inerente ao gênero. Para o tratamento de diversas 

patogenias, como diabetes, colesterol alto, problemas gastrointestinais, leucemia, reumatismo, 

diarreia, anorexia, hepatite, obesidade, problemas respiratórios, como antiinflamatório, 

analgésico e até mesmo adoçante. São utilizadas diversas partes desta planta, destacando-se 

cascas, folhas, raízes e sementes (SALATINO et al., 2007). 

Estudos sobre o potencial farmacológico dos extratos ou compostos isolados das 

espécies de Croton são muito importantes, uma vez que existe uma diversidade de usos na 

medicina popular tradicional ou terapias alopáticas. Observando através da quimiotaxonomia, 

a grande variedade de compostos encontrados nessas plantas pode prover também 

características diagnósticas de determinados grupos ou espécies. A diversidade inerente ao 
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gênero se reflete na descoberta de novas estruturas como, novas classes de diterpenos 

(HELUANI et al., 2000) e alcaloides (ARAUJO JUNIOR et al., 2005). 

Estudos utilizando espécies da família Euphorbiaceae revelaram a presença de 

diversos compostos de caráter químico biologicamente ativos, dentre eles destacam-se os 

terpenoides. (BITTNER et al., 2001; SOUZA et al., 2005; HAESBAERT & LIMONAD 

2007; RAJESH et al., 2006). Esses possuem os  esqueletos: cembranoides, clerodanos, 

neoclerodanos, halimanos, isopimaranos, cauranos, sarcopetalanos, labdanos, ésteres do 

forbol e traquilobanos (BLOCK et al. 2005). 

Diversas espécies do gênero Croton apresentam funções químicas do tipo aromáticos 

em sua estrutura. Dentre elas, podemos destacar os óleos voláteis, que podem conter mono e 

sesquiterpenoides e, às vezes, compostos derivados do chiquimato (OLIVEIRA et al. 2001a; 

LOPES et al. 2003; SALATINO et al. 2007). O látex  é uma substância que apresenta 

propriedades medicinais, podendo apresentar coloração avermelhada e conter pró-

antocianidinas e/ou alcaloides (SANDOVAL et al. 2005; RISCO et al. 2003). Outros 

metabólitos frequentemente relatados são os triterpenos e compostos fenólicos, como 

flavonoides, lignoides e pró-antocianidinas (SALATINO et al. 2007; BARRETO et al. 2013). 

 

3.3  CROTON cajucara BENTH 

Segundo Maciel (2002), o uso de plantas para fins medicinais é muito comum, tornando 

verídicas as informações terapêuticas que foram sendo acumuladas durante vários séculos. De 

acordo com isso, esse tipo de modalidade de cultura medicinal estimula o grande interesse de 

diversos cientistas em estudos envolvendo áreas multidisciplinares, como botânica e 

farmacologia, que em conjunto enriquecem os conhecimentos sobre a inesgotável fonte 

medicinal natural: a flora mundial. 

Croton cajucara BENTH (CcB), usualmente denominado como “sacaca”, que na língua 

Tupi significa “feitiço”, é utilizado como planta medicinal para tratamento de diversas 

doenças. Sua árvore pode chegar entre 6 a 10 metros de altura, sendo predominante na Região 

Amazônica, tendo como centro de dispersão o Estado do Pará. Apresenta propriedades de 

erva daninha e é considerada uma planta de crescimento secundário no qual habita terras 

abandonadas e clareiras recentes. Ademais, é constantemente encontrada em várzeas altas. 

Adapta-se, com facilidade, em solos como de argila amarela de fertilidade muito baixa. Ou 
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seja, é uma árvore que não necessita de solos ricos e é resistente a pragas (MACIEL et al, 

2002; MACIEL et al., 1998a; TIEPPO, 2007). 

Porta madeira branco-amarelada com cascas aromáticas, folhas inteiras e simples 

(Figura 1), pecioladas, estipuladas, lanceoladas, peninérveas, verdes com limbos divididos 

em lobos ou segmentos, inflorescência racemosa com flores de sexo separado, fruto seco, 

esquizocárpico, separando-se em 3 cocos, bem como sementes ricas em endosperma 

(TIEPPO, 2007; DI STASI, 1988; VAN DEN BERG et al.,1982). Têm racemos terminais 

com nove centímetros de comprimento, têm-se sete flores femininas na base e doze 

masculinas na porção mediana terminal, de cor amarelada. Em relação aos frutos são cápsulas 

globosas de um pouco menos de um centímetro de comprimento, onde há uma semente em 

cada carpelo. A planta multiplica-se apenas por sementes (LORENZI et al., 2002; TIEPPO, 

2007). 

 

Figura 1. Folha do Croton cajucara BENTH 

 

Fonte. LORENZI, 2002. 

 

Em algumas regiões do Norte, mais especificamente no Estado do Pará, as folhas e 

cascas de caule do C. cajucara são empregadas para combater diabetes, diarreia, malária, 

febre, problemas estomacais, inflamação do fígado, rins, vesícula e no controle de índices 

elevados de colesterol. Esta planta também é comercializada em algumas farmácias de 

manipulação e, nesta situação o pó das cascas do caule é vendido em cápsulas. Folhas da 

sacaca são vendidas em feiras livres da cidade de Belém-PA, para o tratamento de incômodos 

no fígado, pois esta auxilia na digestão principalmente após ingestão de alimentação rica em 

gorduras. Usualmente, o pó das folhas é vendido com indicação hepatoprotetora, para 
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tratamento do diabetes e em dietas de emagrecimento (MACIEL et al., 2007a; 2007b; 2006a; 

2002a; 2002b; 1998a; VEIGA JR. et al., 2005; SOARES, 2004; LEAL, 2008). 

Apesar do CcB apresentar uma gigantesca representatividade na medicina tradicional, 

no final do século XIX, apenas poucas avaliações farmacológicas haviam sido efetuadas com 

essa espécie (MACIEL et al, 2002; CAMPOS et al. 2002; TIEPPO, 2007). Sendo que as 

primeiras descobertas fitoquímicas utilizando cascas do caule da Croton cajucara BENTH 

(Figura 2) foram realizadas através de pesquisadores da Universidade Federal do Pará. A 

partir de então esta planta vem sendo analisada (SIMÕES et al., 1979; TIEPPO, 2007). 

 

Figura 2. Cascas do caule do Croton cajucara BENTH 

 

Fonte. MIOTTO, 2001.  

 

Estudos farmacológicos utilizando princípios bioativos, tal como extratos das cascas do 

caule da Croton cajucara BENTH mostraram resultados de ações antiinflamatória e 

antinociceptiva (efeitos relacionados com indicações da planta para o tratamento de 

inflamações em geral), efeito hipoglicemiante (para o tratamento de diabetes); atividade 

antiespasmódica (tratamento da diarreia); atividade antiulcerogênica (tratamento de 

problemas estomacais como azia, gastrite, úlcera gástrica). Nesta espécie ainda foram 

evidenciadas propriedades biológicas não mencionadas pelos usuários da planta, tais como: 

atividade antitumoral, antiestrogênica e citotóxica (COSTA et al., 2007; MACIEL et al., 

2007a; 2007b; 2006a; 2002b; 2000; 1998a; VEIGA JR et al., 2005; GRYNBERG et al., 1999; 

LUNACOSTA et al., 1999; CARVALHO et al., 2007; LEAL, 2008). 

Estudos realizados com folhas e cascas do caule do Croton cajucara, que objetivaram o 

isolamento de substâncias majoritárias que, posteriormente, pudessem apresentar 

representatividade em testes biológicos, detectaram que as cascas deste vegetal são ricas em 
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diterpenos (do tipo clerodano), nos quais foram isolados: trans-desidrocrotonina (DCTN), 

trans-crotonina (CTN), cis-cajucarina B (c-CJC-B), trans-cajucarina B (t-CJC-B), cajucarina 

A (CJC-A), cajucarinolida (CJCR), iso-cajucarinolida (ICJCR), isosacacarina (ISCR) e o 

triterpeno ácido acetilaleuritólico (AAA) (Figura 3) (MACIEL et al., 2007a; 2006a; 2006b; 

2003; 2002b; 2000; 1998a; 1998b; BARRETO et al., 2005; ICHIHARA et al., 1992; KUBO 

et al., 1991; ITOKAWA et al., 1989; 1989; SIMÕES 1979; LEAL, 2008). 

 

Figura 3. Estruturas isoladas da casca do caule do Croton cajucara BENTH 

 

Fonte. TIVERON, 2010. 

 

3.4  COMPOSTOS FENÓLICOS 

Os compostos fenólicos são substâncias amplamente distribuídas no meio ambiente. 

Cerca de 8.000 compostos fenólicos, em plantas, já foram catalogados.  Esse vasto grupo está 

incluso em uma variedade de vegetais, frutas e produtos industrializados. São estruturas que 
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atuam como antioxidantes, seja pela sua habilidade em doar elétrons ou hidrogênio, seja por 

seus radicais intermediários estáveis, que impedem a oxidação de lipídios. São estruturas que 

podem ser produtos do metabolismo secundário (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER & 

BERSET, 1995). 

Através de contínuas transformações bioquímicas, metabólitos secundários como 

terpenoides, carotenoides, ácidos fenólicos, flavonoides, fitoesteróide alcaloides são 

sintetizados em diferentes vias metabólicas. Em plantas, os metabólitos secundários protegem 

os mesmos de predadores e radiação ultravioleta e regulam o crescimento e atrativos para 

agentes polinizadores (HERRMANN, WILLENS & JANKE, 2001; RON, WILLS & 

MORGAN, 2000; SIMÕES et al., 2000).  

Em suas estruturas, compostos fenólicos apresentam, diversos grupos benzênicos 

característicos, tendo como substituintes grupamentos hidroxilas (HERNÁNDEZ; COOPER-

PATRICK et al., 1999). Esta classe de compostos é dividida em flavonoides (polifenóis) e 

não-flavonoides (fenóis simples ou ácidos). A alta atividade antioxidante desses compostos é 

garantida por estruturas como hidrogênio dos grupos hidroxila adjacentes (orto-difenóis), 

localizados em várias posições dos anéis A, B e C, as ligações duplas dos anéis benzênicos e a 

ligação dupla da função oxo (-C=O) de algumas moléculas de flavonoides (HRAZDINA, 

BORZEL & ROBINSON, 1970; RICE-EVANS, MILLER & PAGANGA, 1996; LORDÊLO, 

2010). 

Grupos de compostos fenólicos amplamente distribuídos nos vegetais são os 

flavonoides, os quais apresentam muitas variações tais como flavonóis, flavonas, flavanonas, 

catequinas (Figura 4A, p. 23), antocianinas (Figura 4B, p. 23), isoflavonas e chalconas. 

Podem ser encontrados em bebidas como, cerveja, vinho tinto e chá e em alimentos como café 

e cebola (VAN ACKER et al., 1996; LORDÊLO, 2010). 
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Figura 4. Exemplos de flavonoides comumente encontrados.  

           

(A)                                                              (B) 

 

Legenda= (A) catequinas e (B) antocianinas. 

 

Figura 5. Algumas estruturas do tipo não-flavonoides. 

                        

(A)                               (B) 

Legenda= (A) ácidos hidroxilbenzóico e do (B) hidroxicinâmico. 

Dentro dos não-flavonoides, podemos encontrar derivados dos ácidos hidroxilbenzóico 

(Figura 5A) e hidroxicinâmico (Figura 5B). A posição dos grupos hidroxilas e também com 

a proximidade do grupo –CO2H em relação ao grupo fenil garantem a atividade antioxidante 

dos não-flavonoides (HRAZDINA, BORZEL & ROBINSON, 1970; LORDÊLO, 2010). 

Como mostrado anteriormente, uma das principais características dos compostos 

fenólicos é a sua capacidade antioxidante. Além disso, estudos mostram que sua atividade 

antimicrobiana e antifúngica é elevada (ALMAJANO, 2008).  Segundo Wen et al. (2003), os 
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ácidos hidroxicinâmicos (não-flavonoide) apresentam um efeito bacteriostático frente a pHs 

elevados. 

3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (DPPH) 

As atividades antioxidantes de derivados vegetais têm sido avaliadas por diferentes 

métodos como os colorimétricos que relacionados à habilidade dos antioxidantes em 

neutralizar radicais como o DPPH; (Figura 6 A e B, p. 25) ou ABTS [sal de amônio do ácido 

2,2’-azinobis/(3-etilbenzenotiazolina-6-sulfônico)] (HOTTA et al. 2001; BLASCO et al. 

2004; MORIMITSU; OKAZAKI, 2009).  

O sequestro do radical livre DPPH foi um método sugerido incialmente na metade do 

século XIX, com o intuito de descobrir doadores de hidrogênio em produtos naturais, e, 

posteriormente para determinar o potencial antioxidante em fenólicos individuais e alimentos 

(ROGINSKY & LISSI, 2005). É um dos métodos mais utilizados para verificação da 

atividade antioxidante (TIVERON, 2010). 

Esta técnica consiste em dispor da capacidade de captura do DPPH pelos compostos 

antioxidantes, sendo que o 2,2-difenil-1-picrilhidrazina fornece um máximo de absorbância à 

um comprimento de onda de 515 nm. Após a adição do antioxidante, produz-se uma 

diminuição da absorbância, proporcional à concentração e à atividade antioxidante da amostra 

(BRAND-WILLIAMS et al.,1995). 

É necessário ressaltar que existem dois parâmetros os quais apresentam muitas 

variações quando aplicadas: a concentração inicial de DPPH e o tempo de reação. A 

concentração inicial pode variar de 0,025 g/L a 0,415 g/L. Já o tempo de reação pode ser fixo 

de 30 minutos ou o tempo que leva para alcançar o estado de equilíbrio. Na literatura, 

observam-se, entretanto, características comuns: o emprego de solventes (metanol, etanol) e o 

monitoramento da cinética da reação. (TIVERON, 2010). 

Este método é empregado para analisar o mecanismo de reação de compostos 

polifenólicos com radicais livres (SAWAI & HILLIS, 1959). Alguns compostos reagem 

rapidamente com o DPPH, reduzindo um número de moléculas igual ao número de grupos 

OH disponíveis, formando as correspondentes oquinonas (BONDET et al., 1997). 

Segundo Tiveron (2010), uma vantagem deste método é que o radical livre é estável e 

está disponível comercialmente, o que evita sua geração por distintas formas além de facilitar 

seu uso. 
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Figura 6. Processo Antioxidativo. (A) reação para capturar o DPPH e (B) alteração de 

coloração. 

 

(A)                                                                  (B) 

Fonte. OLIVEIRA, 2015. 

 

3.6  ATIVIDADE ANTIMICROBIANA  

Pesquisas com vegetais têm comprovado seu potencial antimicrobiano no tratamento de 

diversas patogenias. Com isso, há uma enorme busca pela recuperação de pesquisas sobre a 

atividade antimicrobiana, mecanismo de ação e potenciais de usos destas espécies (LIMA et 

al., 2006).  

Os antimicrobianos adquiridos através do uso de plantas medicinais têm sido uma 

excelente alternativa para o tratamento de patogenias devido aos seus altos potenciais 

terapêuticos e uma ótima via para países em desenvolvimento, haja vista que estes apresentam 

uma vasta biodiversidade a ser explorada, como é o caso do Brasil (CALIXTO, 2005). 

Ademais, o uso desses vegetais é mais vantajoso que os antimicrobianos sintéticos, uma vez 

que os efeitos colaterais são diminutos (BELLA CRUZ et al., 2010). Como principais 

responsáveis pela atividade antimicrobiana de plantas medicinais têm-se alcaloides, 

flavonoides, taninos, terpenos e saponinas (SOUZA et al., 2007). 

De modo geral, microrganismos apresentam habilidades genéticas de adquirir e difundir 

resistência a fármacos utilizados como agentes terapêuticos. É de suma importância ressaltar 

que o número de casos envolvendo microrganismos resistentes está crescendo muito e a 

perspectiva para o uso de antibióticos é indefinida. Portanto, é fundamental o estímulo no 

intuito de criar novas drogas vegetais ou adaptar as já existentes para que voltem a ter 

atividade antimicrobiana (COUTINHO et al., 2004).   

Crê-se que diversos óleos essenciais apresentam um efeito antimicrobiano através de 

modificações na estrutura da parede celular do microrganismo. Altera a permeabilidade de 

membrana citoplasmática pela modificação no gradiente de íons hidrogênio (H+) e potássio 
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(K+), resultando na interrupção dos processos essenciais da célula, como transporte de 

elétrons, translocação de proteínas, etapas da fosforilação e outras reações dependentes de 

enzimas, resultando em perda do controle quimiosmótico da célula afetada e, 

consequentemente, a morte bacteriana (DORMAN; DEANS, 2000). 

A atividade antimicrobiana pode ser realizada utilizando métodos como diluição para 

determinação da concentração mínima inibitória (CMI) e/ou de difusão em disco para 

determinar a susceptibilidade antimicrobiana (ALVES et al. 2008), sendo que alguns fatores 

como pH, a composição do meio, a estabilidade do composto, a concentração do inoculo e a 

atividade metabólica dos microrganismos afetam os métodos in vitro para a determinação de 

atividade antimicrobiana (BROOKS, G. F., BUTEL, J. S. & MORSE, S. A., 2000). 

As bactérias podem ser classificadas em Gram-positivas ou Gram-negativas. As 

diferenças entre esses grupos são baseadas principalmente nas suas propriedades de 

permeabilidade nos componentes de superfície (JAY, 2005).  

A parede celular desses microrganismos é constituída principalmente de 

peptideoglicano, um polímero misto de açúcares e aminoácidos. Quando se fala de bactérias 

Gram-positivas, este polímero apresenta uma camada espessa (20-80 nm) externa a membrana 

celular e pode conter outras moléculas. Já as Gram-negativas, a camada peptideoglicana é 

delgada (5-10 nm) e superposta por uma membrana externa, ancorada a moléculas 

lipoproteicas no peptideoglicano (TRABULSI et al., 1999). 

Destarte, o presente estudo busca analisar as bactérias Gram-positivas (Staphylococcus 

aureus), as Gram-negativas (Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Salmonela typhi) 

e o fungo Candida albicans, frente aos extratos da planta medicinal Croton cajucara BENTH. 

▪ Staphylococcus aureus é conhecido como um importante patógeno humano há vários 

anos (KLUITMANS e WERTHEIM, 2005). Microrganismo de caráter versátil, S. aureus é 

responsável por diversas doenças, incluindo pneumonia, osteomielite, bacteremia, infecções 

da pele, de feridas, do sistema nervoso central, do trato urinário e infecções associadas com 

dispositivos intravasculares, septicemia, endocardite dentre outras. (CROSSLEY et al., 1997; 

FEIL et al., 2003; FEY et al., 2003; GORDON e LOWY, 2008). Esta bactéria tem despertado 

a atenção das indústrias alimentícias pela resistência a altas temperaturas, a desinfetantes e a 

soluções antissépticas, além de apresentar elevada capacidade em desenvolver resistência a 

diversos antibióticos ativos contra bactérias Gram-positivas (FORSYTHE, 2002). 

▪ Proteus mirabilis são facilmente encontrados na microbiota intestinal do homem e de 

animais, solo e água poluída. É uma bactéria Gram-negativa, o qual os movimentos de seus 

flagelos apresentam uma aparência de “véu”. São considerados patógenos oportunistas. 
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Camundongos em experimentação, imunocomprometidos ou imunossuprimidos, são 

altamente suscetíveis a esses agentes. No homem, causa infecção no trato urinário. (O'HARA, 

C. M., BRENNER, F. W. & MILLER, J. M., 2000; STAHL, M. L. & WILLIAMS, F. D., 

1981; COKER, C., 2000; MARONPOT, R. R. & PETERSON, L. G., 1981). 

▪ Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria ubiquitária o qual faz parte da microbiologia 

humana. Em ambientes hospitalares, torna-se um agente infeccioso importante, 

principalmente em pacientes predispostos, que apresentam quebra de barreiras físicas e 

imunossupressão. Ademais, o número de fatores de virulência é significativamente maior em 

cepas provindas de isolados clínicos, quando comparados às cepas do meio ambiente. 

Equipamentos e materiais hospitalares, principalmente com componentes líquidos, podem 

servir de reservatório para a P. aeruginosa se desenvolver, incluindo equipamentos de 

ventilação assistida e fluídos de administração intravenosa. (SONG, W.; WOO, H. J.; KIM, J. 

S.; LEE, K. M, 2003; SWADDIWUDHIPONG, W.; TANGKITCHOT, T.; SILARUG, N., 

1995; PAVIANI, E. R; STADNIK, C. B.; HEINEK, I., 2004).  

▪ Salmonella typhi apresenta uma ampla variedade e espécies (mais de 2.300 variedades 

sorológicas). Esta bactéria pode transmitir patogenias, como gastrenterite, infecção intestinal 

do endotélio vascular e febre tifoide. Sendo que estas infecções variam de acordo com o tipo 

sorológico da bactéria, idade e estado imunológico do hospedeiro. (FRANCO; LANDGRAF, 

2008; SCHAECHTER et al. 2002). 

▪ Candida albicans é definida como levedura que frequentemente está envolvida na 

etiologia de infecções. Candidíase é caracterizada como a infecção fúngica mais comum, 

sendo seu agente etiológico mais frequente a C. albicans. Podemos encontrar outras espécies 

nos quais estão incluídas no gênero Candida, como C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicallis, 

onde também podem transmitir a candidíase. Os quadros clínicos mais rotineiramente 

reportados relacionados à candidíase são a do tipo cutâneo-mucosa, sistêmica/visceral e 

alérgica (LIMA et al., 2006). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 MATERIAL 

4.1.1 Obtenção do material botânico  

Neste estudo foram coletados cascas do caule de Croton cajucara BENTH na 

Universidade Federal Rural da Amazônia (UFRa), cidade de Belém, no estado do Pará, com 

coordenadas 1°27’15.5”S 48°26’22.0”W, utilizando o aplicativo Google Maps. A coleta foi 

realizada no periodo matutino, no décimo terceiro dia do mês de Setembro de 2016 (Figura 

7). 

 

Figura 7. Material coletado 

 

 

As cascas do caule do vegetal foram devidamente secas em estufas com ar circulante à 

temperatura de 30°C por 72h, para remoção prévia de umidade. Após isso, os materiais foram 

submetidos a processos de trituração utilizando o moinho de facas e, posteriormente, moinho 

de bolas, a fim de se obter as granulometrias ideais para a extração. Após isso, realizou-se a 

análise granulométrica obtendo material do tipo pó fino e moderadamente grosso nos quais 

foram destinados ao planejamento experimental utilizando extração do tipo sólido-líquido em 

um extrator de aço-inox. A casca do caule do Croton cajucara BENTH (Figura 8, p. 29) foi 

pesada obtendo uma massa total de um quilo e cem gramas (1,1 Kg), deste material foram 

pesadas oito amostras de cem gramas (100 g), cada uma, sendo quatro amostras do material 

dito pó fino e quatro do pó moderadamente grosso.  
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Figura 8. Casca do caule do Croton cajucara BENTH 

 

 

4.1.2 Solventes e reagentes  

Para as extrações utilizou-se álcool etílico P.A. (marca NEON), para quantificação de 

compostos fenólicos, foi empregado Folin Ciocateu e metanol HPLC (marca TEDIA) para 

análise da atividade antioxidante. 

4.2        MÉTODOS 

4.2.1 Determinação da Umidade residual 

O teor de umidade pode ser determinado através de três métodos distintos, sendo eles: o 

gravimétrico, o azeotrópico e o de Karl Fischer (FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 2010; 

RODRIGUES, 2017). 

Foi empregado neste estudo o método gravimétrico com balança por infravermelho, no 

qual consiste em colocar uma porção da amostra a ser analisada no coletor de alumínio que 

está contido dentro do aparelho, acionar o mesmo e anotar o valor, em percentual, da umidade 

que aparecerá no aparelho, após alguns minutos de funcionamento. (RODRIGUES, 2017). 

A leitura foi realizada em um analisador de umidade por infravermelho (modelo IV 

2500, marca Gehaka). 

4.2.2 Análise Granulométrica 

Peneiras da série Tyler (W.S. Tyler, USA) foram selecionadas e pesadas para a 

realização do estudo em questão. Para a análise empregou-se uma massa total de 1.076,6g. 

Após isso, o equipamento foi ligado, depois de 15 min, sob agitação Rot-Up, as peneiras 
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foram pesadas novamente para a determinação da quantidade de amostra retida em cada 

peneira. As massas obtidas foram acondicionadas em sacos plásticos. 

4.2.3 Caracterização do material botânico  

O material botânico foi identificado através da exsicata, realizada na Empresa Brasileira 

de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA), campus Belém, pelos especialistas do laboratório de 

botânica-herbário, Manoel Nascimento, Eduardo Nascimento e Silvana Tavares. A exsicata de 

código 01, foi preparada para sua identificação (Figura 9, p. 30), acompanhada de um cartão 

de identificação contendo dados da espécie em questão e de sua coleta. 

 

Figura 9. Exsicata preparada para identificação de sua espécie 

 

 

4.2.4  Planejamento Experimental de Extração 

4.2.4.1  Extração Convencional  

Para o processo de extração da casca do vegetal C. cajucara BENTH foi utilizado como 

solvente o etanol. As variáveis empregadas foram temperatura e granulometria, sendo estas 

estabelecidas pelo planejamento Box Hunter e Hunter, modelo constituído em dois níveis 

(+1,-1). Uma vez que “K” é proporcional ao número de variáveis envolvidas, obteve-se um 

total de 4 corridas experimentais, além da adição de mais uma replicata, totalizando 8 

corridas. 

A temperatura empregada foi em graus Celsius e a granulometria em mm, como 

variáveis de entrada. Estas foram representadas por X1 e X2, respectivamente, como mostra a 

Tabela 2, p. 31. 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Empresa_Brasileira_de_Pesquisa_Agropecu%C3%A1ria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Empresa_Brasileira_de_Pesquisa_Agropecu%C3%A1ria
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Tabela 2. Variáveis de entrada e seus níveis 

VARIAVEL REAL 

(UND) 

VARIAVEL 

CODIFICADA 

NÍVEIS 

-1 1  

Temperatura (ºC) X1 50 60  

Granulometria (mm) X2 0,10 0,51  

Legenda: X1= temperatura; X2= granulometria; ºC= Graus Celsius; mm= milímetros. 

 

Em relação aos fatores fixos temos: a agitação (500 rpm), massa do material botânico 

(100 g), relação massa solvente (1:6) e tempo de extração (120 min). 

Para as variáveis de entrada, o rendimento percentual do extrato obtido, quantificação 

de compostos fenólicos, avaliação da atividade antioxidante e avaliação da atividade 

antimicrobiana foram avaliados como análise de resposta. 

Os testes experimentais foram dispostos de forma aleatória, como é fornecido pela 

matriz de planejamento (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Matriz de experimentos com parâmetros variáveis 

ENSAIOS 

VARIÁVEIS CODIFICADAS 

X1 X2  

1 -1 -1  

2 1 -1  

3 -1 1  

4 1 1  

5 -1 -1  

6 1 -1  

7 -1 1  

8 1 1  

Legenda: X1= temperatura; X2= granulometria. 
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4.2.4.2  Operação do equipamento 

Para o processo de extração convencional, utilizou-se em escala laboratorial, um 

extrator encamisado, feito de aço inoxidável, com agitador mecânico, marca QUIMIS, 

acoplado a um banho termostático de circulação de fluido, marca HAAKE. A parte superior 

do extrator dispõe de 3 orifícios, os quais são utilizados um para introdução do agitador 

mecânico, um para o termômetro e outro era fechado com um bico de vidro (Figura 10). 

Periodicamente, media-se a temperatura interna do reator.  Esses procedimentos foram 

realizados no Laboratório de Catálise e Biocatálise (LABCAT) localizado no laboratório de 

Engenharia Química da Universidade Federal do Pará. 

O agitador era fixo no centro do reator para não se obter falhas rotacionais no decorrer 

da análise. Sempre que se observava vibrações na lateral do reator, ajustava-se o mesmo de 

certa forma a minimizar estas vibrações. 

O agitador mecânico empregado para a realização deste estudo possui capacidade de 

até 1000 rpm, no qual está fixo no suporte do reator; já a hélice do agitador apresenta 3 pás 

(tipo marinha). 

A extração é uma operação cujo objetivo é separar uma substância, seja ela sólida ou 

líquida, através de um solvente (MARAMBIO, 2007). Portanto, esta é uma técnica empregada 

para separar e purificar (com auxílio de processo de destilação) compostos de substâncias 

indesejadas. 

O solvente etanol foi escolhido devido à sua alta polaridade, não ser tóxico, ter baixo 

custo e facilidade de evaporação (uma vez que seu ponto de ebulição é baixo). 

 

Figura 10. Sistema para extração.  
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Após a montagem do extrator e o acoplamento do mesmo no banho termostático e 

agitador, os procedimentos a seguir foram realizados: 

1.  Foram adicionados ao extrator, o material botânico e o solvente (etanol), seguindo o 

planejamento padrão; 

2.  A temperatura foi ajustada também de acordo com a matriz. 

3.  O sistema é fechado. O agitador é ligado; 

4.  Após o tempo de extração da amostra se esgotar, o extrato foi retirado e separado da 

torta através de uma filtração simples; 

5.  A solução filtrada foi colocada em uma vidraria limpa, seca, o qual foi previamente e 

posteriormente pesada; 

6. A torta foi coberta por um papel alumínio e reservada. 

É de extrema importância salientar que o banho termostático é conectado ao extrator 

para que haja um débil e suave fluxo de circulação interna do fluido. Ademais o sistema é 

devidamente ligado, quando a temperatura (definida pela matriz de planejamento) é atingida, 

sendo controlada pelo sistema de resfriamento/aquecimento. 

Após as extrações convencionais, as amostras foram levadas ao evaporador rotativo 

(extração a vácuo), marca TECNAL, modelo TE-211, como é ilustrado pela Figura 11. Este 

teve a função de retirar o máximo de solvente ainda existente nas amostras. Para isso, 

utilizou-se a temperatura de aproximadamente 60°C no evaporador rotativo. Esses 

procedimentos foram realizados no Laboratório de Produtos Naturais (LEPRON) localizado 

no laboratório de Engenharia Química da Universidade Federal do Pará. 

 

Figura 11. Evaporador rotativo em funcionamento 
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Após isso, os extratos foram levados à capela do Laboratório de Extração, também 

localizado no laboratório de Engenharia Química da UFPA, no qual permaneceram lá, até as 

amostras obterem massa constante.  

Periodicamente, as amostras eram pesadas na balança analítica (BEL Engineering, 

modelo M214A) do Laboratório de Corantes, também localizado no laboratório de 

Engenharia Química da Universidade Federal do Pará e foram armazenados em recipientes de 

vidro. 

4.2.5 Cálculo do rendimento dos extratos (%) 

Para obtermos o rendimento da extração do extrato à base de álcool etílico utilizando as 

cascas do caule do C. cajucara BENTH, em base seca, foi necessário aplicar a Equação 1. 

Rd = 
𝑀𝑜

𝑀
                                                (1) 

Onde: 

Rd: rendimento da extração (%); 

Mo é a massa de extrato obtida experimentalmente (g); 

M é a massa da matéria-prima em base seca (g). 

 

4.3  QUANTIFICAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS  

Os compostos fenólicos totais dos extratos do Croton cajucara BENTH foram 

quantificados através do método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (GUTFINGER, 

1981) com algumas alterações, utilizando o ácido gálico para construção da curva-padrão 

(Figura 12, p. 35). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os resultados foram 

expressos em mg de ácido gálico equivalente por g de peso seco da amostra (mg EAG/g). A 

determinação dos compostos fenólicos empregando o reagente de Folin-Ciocalteau, baseia-se 

no princípio de que, em meio alcalino, os fenóis reduzem a mistura dos ácidos fosfotungstico 

e fosfomolíbdico a óxidos de tungstênio e molibdênio de cor azul (GUTFINGER, 1981). 
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Figura 12. Calibração com Ácido Gálico para o teste de quantificação de compostos fenólicos

 

Onde 

R2: Coeficiente de determinação 

Abs: Absorbância do extrato  

 

Preparou-se uma solução mãe de cada um dos 8 ensaios com 10 mg do extrato bruto 

para 3 mL de álcool etílico (1:3), posteriormente tiveram seus pHs ajustados para neutro 

(pH=7), utilizando uma solução de carbonato de sódio (NaCO3). O valor de absorbância em 

que os ensaios devem ficar é entre 0,300 a 0,700.  

 Em cubetas de leitura, foram adicionados 0,075 mL de amostra, 1,675 mL de solução 

saturada de carbonato de sódio e 0,25 mL de Folin-Ciocalteu formando um meio reacional de 

coloração azulada. Este procedimento foi realizado para as amostras 1, 3, 4, 6 e 8, onde estas 

foram diluídas 6,67 vezes. Com relação à amostra 2, empregou-se 0,045 mL de amostra, 

1,705 mL de solução saturada de carbonato de sódio e 0,250 mL de Folin-Ciocalteu, o qual 

caracteriza uma diluição de 11,111 vezes. Já para a amostra 5 fora necessário de 0,060 mL de 

amostra, 1,690 mL de solução saturada de carbonato de sódio e 0,25 mL de Folin-Ciocalteu. 

O que fornece uma diluição de 8,333 vezes. Para a amostra 7, necessitou-se uma diluição de 

10 vezes. Neste caso, utilizou-se 0,050 mL de amostra, 1,700 mL de solução saturada de 

carbonato de sódio e 0,25 mL de Folin-Ciocalteu.  

As cubetas foram isoladas, à temperatura ambiente e após 30 min foi realizada a 

leitura da absorbância em espectrofotômetro a 760 nm (UV-Vis, QUIMIS). 

 

 

y = 14,35x 
R² = 0,975

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

12.0

0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80

À
ci

d
o

 g
ál

ic
o

 (
m

g/
m

L)

Abs (760nm)



36 
 

 

4.4  AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE  

Para a determinação do potencial antioxidante dos ensaios, utilizou-se o cromóforo 

DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) (CAVIN et al., 1998; BOUCHET et al., 1998).  Para a 

realização do experimento, foi necessário preparar uma solução de DPPH 0,06 mM momentos 

antes de seu uso. Preparou-se uma solução mãe de cada um dos 8 ensaios com 20 mg de 

extrato bruto para 1 mL de etanol. Em cubetas de leitura, transferiu-se 0,05 mL da amostra 

1,95 mL de solução de DPPH 0,06 mM (AA). A leitura da absorbância foi realizada em 

espectrofotômetro, marca QUIMIS, a 570 nm em tempos de 0 min, 15 min, 30 min, 45 min e 

60 min. 

Estabeleceu-se a absorbância do controle (AC) através da medição da absorbância da 

mistura de 1,95 mL de DPPH 0,06 mM (violeta) e 0,5 mL de metanol.  

Para o branco cada uma das soluções dos extratos estudados (0,5 mL), foram inseridos 

1,95 mL de álcool metílico (AB).  

O teste foi realizado em triplicata. A atividade antioxidante foi determinada em termos 

porcentagem de reação segundo a Equação 2. 

A IC50 determina que quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor será 

a sua IC50 e maior a sua atividade antioxidante (SOUSA et al, 2007).  

%inibição = [(AA – AB)] X 100 

          AC  

(2) 

Onde: 

AA: absorbância da amostra; 

AB: absorbância do branco; 

AC: absorbância do controle negativo. 

 

4.5  AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

Para os testes da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas padrão American Type 

Culture Colection (ATCC) de Staphylococcus aureus, ATCC 29213; Salmonella spp. ATCC 

14029, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27583, Candida albicans ATCC 1009 e Proteus 

mirabilis ATTC 7002, obtidas da FIOCRUZ/Laboratório Central do Estado do Pará (LACEN-

PA). 

As cepas ATCC foram semeadas em meios de cultura específicos para cada 

microrganismo, sendo o Ágar Sabouraud para Cândida albicans, Ágar Nutriente para 

Salmonella ssp e Pseudomonas aeruginosa, Ágar McConkey para Proteus mirabilis, Ágar 
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Manitol para Staphylococcus aureus. Posteriormente as placas foram incubadas em estufa 

bacteriológica a 37ºC por 24 h, no caso das bactérias, e 25ºC por 48 h no caso do fungo, para 

então serem utilizados nos experimentos. 

 

4.5.1 Preparo dos meios de cultura 

Os meios de cultura os quais foram empregados nesse estudo, foram preparados 

segundo as recomendações do fabricante, com UFC 108. 

1. Ágar Sabouraud Dextrose; 

2. Ágar MacConkey; 

3. Àgar Nutriente; 

4. Ágar Manitol; 

5. Ágar Müller Hinton; e  

6. Caldo Müller Hinton. 

 

4.5.2 Método de microdiluição para a determinação da concentração inibitória 

mínima (CIM) 

 Os extratos foram submetidos a testes de microdiluição, para a determinação da CIM 

(ELOFF, 1998), onde utilizou-se as concentrações de 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 

µg/mL por poço. As amostras foram diluídas em álcool metílico P.A. 

Em 54 poços da placa com 96 poços (Figura 13, p. 38) adicionou-se 0,180 mL de caldo 

Müller Hinton, 0,010 mL das amostras (extratos da casca do Croton cajucara BENTH) e 

0,010 mL das suspensões bacterianas, num total de 0,200 mL.  

Para o controle negativo foi utilizado uma mistura contendo 0,010 mL da suspensão 

bacteriana + 0,010 mL de gentamicina (antibiótico para bactérias) ou nistatina (antibiótico 

para fungo) e 1,80 mL de caldo Müller Hinton; já para o controle positivo, em 3 poços 

empregou-se 0,180 mL de álcool metílico 99,5% e em outros 3 poços 0,180 mL de caldo 

Müller Hinton (CLSI, 2003). 

Após isso, as placas foram cobertas com papel alumínio e postas em uma estufa 

bacteriológica à 35ºC por 24 h. Posteriormente, foi adicionada à placa teste, 0,010 mL de uma 

solução de MTT (2 mg/mL), sendo que a placa foi novamente incubada por 3 horas. O MTT é 

um sal de tetrazólio, que possui coloração amarela, no entanto em células viáveis esse sal é 

reduzido a formazan que apresenta coloração azul.  
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A cor azul indica o crescimento bacteriano e a cor amarela que não houve crescimento 

bacteriano sendo assim considera-se que a menor concentração do subgrupo em que não 

houve crescimento será considerada a concentração inibitória mínima (MONSMANN, 1983, 

TAVEIRA, 2007). 

Para a classificação da atividade antimicrobiana bacteriostática do extrato e suas frações 

foram adotados os seguintes parâmetros: amostra com alta atividade antimicrobiana, 

concentração inibitória mínima (CIM) < 100 μg/mL; quando a CIM está entre 100 a 500 

µg/mL é considerada moderada; CIM entre 500 a 1000 μg/mL esta atividade é considerada 

fraca e a amostra é considerada inativa quando a CIM > 1000 μg/mL (HOLETZ et al,. 2002). 

Figura 13. Placa com 96 orifícios utilizada para a determinação de CIM 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

5.1 ESTUDOS FARMACOLÓGICOS 

5.1.1 Determinação da Umidade do C. cajucara 

A casca do Croton cajucara apresentou um valor médio de umidade final de 8,0% 

em base seca, valor este que está de acordo com o estudo de Brandão (2007), o qual indica 

que a faixa de teor de umidade para materiais botânicos é de 8 a 14 %, haja vista que uma 

porcentagem de umidade superior pode causar deterioração por contaminação microbiana e 

transformações químicas dos metabólitos secundários. 

5.1.2 Análise Granulométrica da Casca do Croton cajucara BENTH 

Para a realização da análise granulométrica do material botânico, utilizou-se peneiras 

Tylers de 30, 60, 65, 270 e 400 mm, além de um coletor o qual determinou as faixas 

granulométricas. As faixas nos quais a cascas do caule do material botânico foram mais 

retidas 0-35 mm e 65-270 mm, apresentando respectivamente 55,87% e 17,88% (Tabela 4 e 

Figura 14, p. 40).  

 

Tabela 4. Dados utilizados para os cálculos do Diâmetro médio de Sauter 

 

TYLER (mm) MASSA RETIDA (g) 
PERCENTUAL DE MASSA 

RETIDA (%) 

35 601,50 55,87 

60 180,00 16,72 

65 76,60 7,11 

270 192,50 17,88 

400 26,00 2,42 

-400 0,00 0,00 

TOTAL 1076,60 100,00 

 

De acordo com a Farmacopeia Brasileira V (2010), o material contido na peneira de 

diâmetro de 0,425 mm é dito como pó moderadamente grosso, o qual é aquele cujas partículas 

passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha de 710 µm e, no 

máximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 250 µm. Já para o material retido 

nas peneiras com diâmetros de 0,212 mm a 0,380 mm é dito como pó fino, que é aquele cujas 

partículas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha de 180 um. 
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Figura 14. Gráfico da Distribuição Granulométrica da casca do caule do C. cajucara BENTH 

 

 

Aplicando os valores obtidos com a análise distribuição granulométrica na Equação 

3, obteve-se um diâmetro médio de Sauter das partículas para o pó moderadamente grosso de 

0,51 mm e 0,10 mm para o pó fino. 

Dm = ∑ Pr                                                     (3) 

Onde: 

Dm = Diâmetro médio de Sauter; 

Pr = Produtório obtido.  

 A avaliação granulométrica do material é uma etapa importante da padronização, pois 

representa uma influência direta sobre a eficiência no processo extrativo. Partículas com 

dimensões homogêneas aumentam a área de contato entre o material sólido e o líquido 

extrator, podendo tornar, desta forma, mais eficiente a operação de extração 

(FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 2010). 

 

5.2 ESTUDOS FITOQUÍMICOS  

5.2.1 Análise de rendimento 

Na tabela 5 pode-se observar que o maior e menor valor de rendimento (em 

porcentagem) das cascas do C. cajucara foram as do ensaio 6 e 5, respectivamente com 9.11 

(G = 0,10 mm e T = 50 ℃) e 5.15 (G = 0,10 mm e T = 60 ℃). Já para o estudo de Damasceno 

(2010), que utilizou cascas do C. palanostigma os ensaios com menor e maior rendimento 
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foram, respectivamente, as dos ensaios 9 e 12 com 1,63% (m/s = 1:2 g/mL, t = 30 min e T = 

40 ℃) e 8,15% (m/s = 1:6 g/mL, t = 90 min e T = 40 ℃). 

Para o valor de rendimento máximo foi empregado uma temperatura de 60°C e 

granulometria fina do material botânico. Já para o menor rendimento também se utilizou a 

granulometria do tipo fino da amostra, entretanto, para este caso, a temperatura empregada foi 

de 50°C. Isso mostra que quanto maior a temperatura empregada no sistema, as partículas do 

material botânico se dissolvem facilmente no solvente, o que aumenta a quantidade de extrato 

final. Ou seja, há uma relação direta entre a solubilidade do material botânico e a temperatura. 

Além das variáveis propostas neste estudo, outros fatores puderam ter influenciado na 

análise, tais como o tempo de armazenamento entre a coleta do material botânico e a extração 

e o solvente empregado.  

Com um grande intervalo de tempo de armazenamento entre a coleta e a extração, o 

material pode absorver umidade, aumentando, assim, a atividade respiratória dos grãos, 

facilitando a deterioração da matéria-prima. Neste caso, este fator pôde ter diminuído os 

rendimentos do processo. 

 

Tabela 5. Resultados da variável de resposta Rendimento 

ENSAIOS 

VARIÁVEIS REAIS RD 

(%) 

T (ºC) G (mm)   

1 50 0,10  5,98 

2 60 0,10  8,99 

3 50 0,51  5,71 

4 60 0,51  8,96 

5 50 0,10  5,15 

6 60 0,10  9,11 

7 50 0,51  5,34 

8 60 0,51  7,64 

Legenda: T= temperatura; G= granulometria ; RD= rendimento; mm= milímetro; %= porcentagem; ºC= Graus 

Celsius. 

O solvente também teve alta importância para a análise, influenciando positivamente na 

extração realizada, pois se obteve uma grande quantidade de extrato final para a quantidade de 

solvente empregada.  
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De modo geral, a extração com utilização do extrator apresentou rendimentos 

consideráveis. Todavia demandou um tempo elevado para cada extração, além de uma 

quantidade relativamente alta de solvente. 

 

 5.2.1.2 Análise estatística da variável de resposta Rendimento (RD) 

Na análise da variância para a variável de resposta (RD), obteve-se um valor de 

coeficiente de determinação (R2) de 0,9398 ou 93,98%, mostrando que o modelo proposto 

descreveu adequadamente a resposta em estudo. 

Os resultados adquiridos dos efeitos dos parâmetros estão apresentados na Tabela 6, o 

qual nos informa que a variável isolada X1(T) foi estatisticamente significativa para a variável 

de resposta Rendimento. 

 

Tabela 6. Efeitos Estimados para Rendimento 

FATOR EFEITOS ± ERRO PADRÃO 

Média 7,11 ± 0,20 

X1  3,13 ±0,40 

X2 -0,39 ± 0,40 

(X1 x X2) -0,35 ± 0,40 

Legenda: X1=Temperatura; X2=Granulometria. 

 

A pesquisa da ANOVA (Tabela 7, p. 47), para a variável de resposta Rd, foi avaliada 

com base no valor de “p”, o qual indica a probabilidade de cada variável de entrada possuir ou 

não significância para variáveis de resposta e comprovou que a variável X1 (T) apresentou 

efeito estatisticamente significativo em um nível de significância menor que 5% (p<0,05), 

onde ela mostra uma menor probabilidade de estar na região de hipótese nula (não 

apresentando significância estatística para a resposta). Porém a variável linear X2 (G) e 

combinada X1xX2 (T x G), não apresentaram significância estatística para RD. 
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Tabela 7. Análise de variância (ANOVA) para a variável de resposta Rendimento 

FATOR DE VARIAÇÃO  SQ GL MQ p 

X1 19,59 1 19,59 0,001 

X2 0,31 1 0,31 0,381 

(X1 x X2) 0,25 1 0,25 0,427 

Erro Puro 1,29 4 0,32  

Total SQ 21,45 7   

R2 = 0,9398 

Legenda: SQ= Soma dos quadrados; GL= graus de liberdade; MQ= média quadrática; p: 

Análise de probabilidade; X1= Temperatura; X2= Granulometria. 

 

A Figura 15 (Gráfico de Pareto) mostra os efeitos individuais e combinados em 

relação à variável resposta, além disso, descreve os efeitos estimados padronizados (razão 

entre os efeitos estimados e o desvio padrão correspondente) que cada variável exerce na 

resposta. O limite de rejeição da hipótese nula (p = 0,05) é mostrado pela linha vertical, para a 

avaliação da resposta (RD), em que os efeitos localizados a direita desta linha apresentam 

influência estatística sobre a variável de resposta. O gráfico confirma que a variável isolada 

X1 (T) foi significativa no nível de 95% do limite de confiança uma vez que essa variável é 

encontrada à direita da reta do limite de rejeição da hipótese nula. 

 

Figura 15. Gráfico de pareto para a resposta Rendimento 

 

Legenda: X1=Temperatura; X2= Granulometria. 
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Com base na variável influente para os valores de RD, o qual foi observado no 

tratamento estatístico feito acima, foi proposto um modelo matemático de 1a ordem que é 

mostrado na Equação 4. 

Rd = β0 + β1X1                                                                                (4) 

Substituindo os valores dos coeficientes de regressão (Tabela 8), obtêm-se a Equação 5. 

 

Tabela 8. Coeficientes de regressão para a variável de resposta Rendimento 

PARÂMETROS COEICIENTES 

Média 7,11 

X1  1,57 

Legenda: X1 = Temperatura. 

Rd = 7,11 + 1,57X1                                                                            (5) 

 

O polinômio matemático de 1a ordem (Equação 4), representa bem os dados 

experimentais estudados, uma vez que R2 = 0,9398 (Tabela 7, p. 43) o qual mostra a 

proporção de variabilidade em torno da média. 

A análise de resíduos avalia a amplitude dos resíduos em torno do zero, bem como 

representa a distribuição de resíduos em função dos valores preditos pelo modelo proposto, ou 

seja, esta análise designa que a distribuição dos resíduos tem de ser aleatória, não 

apresentando comportamento sistemático ou tendencioso (Figura 16). 

Figura 16. Gráfico da Distribuição dos resíduos para o Rendimento 
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A distribuição de probabilidade normal dos resíduos é uma distribuição onde os 

pontos terão de estar devidamente centralizados ou muito próximos da reta que intercepta o 

gráfico. Na Figura 17 verifica-se que o modelo proposto gerou resíduos baixos que vão de     

-0,8 a 0,8 e é possível comprovar que a análise está de forma coerente com a hipótese 

estatística, o qual deve ser obedecido para que modelo de regressão apresente precisão nos 

valores de RD. No gráfico de normalidade é possível verificar que os pontos experimentais 

estão dentro da curva, que está representada pela linha vermelha. 

  

Figura 17. Gráfico do Teste de Normalidade para Rendimento 

 

 

A análise de superfície de resposta foi aplicada para investigar qual a combinação de 

variáveis de entrada que teve influência significativa para obtenção de maiores rendimentos. 

O gráfico de superfície de resposta mostra que o eixo z mostra a resposta RD e nos eixos x e y 

as variáveis utilizadas no estudo. 

Nas Figuras 18, p. 46 e 19, p. 46 é possível observar que as condições que favorecem 

altos rendimentos são X1 (temperatura) no seu nível máximo +1 e X2 (granulometria) no seu 

valor mínimo -1, em outras palavras, T = 60°C e G = 0,10 mm. 
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Figura 18. Gráfico da Superfície de Resposta para o Rendimento

 

 

Figura 19. Curva de Nível para Rendimento 

 

 

5.2.2 Quantificação de Compostos Fenólicos 

A Tabela 9, p. 47 contém os valores da quantificação dos compostos fenólicos totais 

dos extratos. Os valores foram calculados a partir da equação de regressão y = 14,35x, com 

coeficiente de correlação (R2) igual a 0,975, o qual foi obtido pela curva de calibração do 

ácido gálico (y é a absorbância a 750 nm e x é a concentração em mg de ácido gálico em g de 

extrato). 

Os valores máximos e mínimos foram os dos ensaios 4 (T = 60 ºC e G = 0,51 mm) e 

6 (T = 60 ºC e G = 0,10 mm), os quais forneceram 50,32 e 26,98 mg EAG/g de amostra, 

respectivamente. A concentração elevada nos extratos nos mostra que a biossíntese dos 
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compostos bioativos é acelerada pela exposição aos raios ultravioleta e promovem a proteção 

da planta contra esses raios emitidos pelo sol (HARBONE e WILLIAMS, 2000).  

O método é bastante utilizado para quantificar compostos de óleos essenciais e extratos 

derivados de matéria-prima vegetal, haja vista que os metabólitos secundários contidos nos 

materiais botânicos são uma classe no qual apresentam maior habilidade em ceder elétrons 

para outras estruturas, logo, são associadas à capacidade antioxidante que estas espécies 

podem apresentar (RODRIGUES, 2017). 

 

Tabela 9. Resultados da variável de resposta Compostos Fenólicos 

ENSAIOS 

VARIÁVEIS REAIS    CF 

 

T (ºC) G (mm)  mg EAG/g 

1 50 0,10  32,33 

2 60 0,10  48,47 

3 50 0,51  36,30 

4 60 0,51  26,98 

5 50 0,10  37,60 

6 60 0,10  50,32 

7 50 0,51  41,47 

8 60 0,51  31,71 

Legenda: T= Temperatura; G= Granulometria; CF= Compostos fenólicos; EAG= Equivalente Ácido 

Gálico; mm= milímetro; mg= miligrama; g= grama; ºC= Graus Celsius. 

 

Todavia a quantificação desses compostos com utilização de Folin-Ciocalteu pode 

sofrer influências de diversos fatores como método de preparo das amostras ou de extração, 

ou ainda à presença de substâncias contaminantes, como pigmentos, resinas, entre outros, que 

também podem reagir com o reagente de Folin-Ciocaulteau, gerando resultados que 

superestimem a quantidade de fenóis no meio ou fornecendo resultados falso-positivos. 

(ANGELO; JORGE, 2007). Apesar disso, é uma metodologia espectrofotométrica muito 

empregada, sempre sendo revalidada para comprovar sua eficácia. (OLIVEIRA et al., 2009). 
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5.2.2.1 Análise estatística da variável de resposta Compostos Fenólicos (CF) 

O coeficiente de determinação (R2), para a análise da variância para a variável de 

resposta Compostos Fenólicos, foi de 0,9145 ou 91,45%, onde o modelo proposto, bem como 

para a respota Rd, descreveu adequadamente a resposta analisada. 

Na Tabela 10, é possível verificar os valores dos efeitos dos parâmetros, o qual nos 

fornece a informação de que as variáveis isolada X2 (G) e de combinação binária X1xX2 (T x 

G), apresentaram influência significativa para a resposta CF. Nesse caso, X2 e X1xX2 causaram 

um efeito negativo na variável de resposta. 

Tabela 10. Efeitos estimados para Quantificação dos Compostos Fenólicos 

FATOR EFEITOS ± ERRO PADRÃO 

Média 38,15 ± 1,12 

X1 2,45 ± 2,24 

X2 -8,07 ± 2,24 

(X1 x X2) -11,99 ± 2,24 

Legenda: X1=Temperatura; X2=Granulometria. 

 

A análise da ANOVA (Tabela 11, p. 49), para a variável de resposta CF confirmou 

que as variáveis X2 e X1xX2 apresentaram influência estatisticamente significativa em um 

nível de significância menor que 5% (p<0,05), onde mostra uma menor probabilidade de estar 

na região de hipótese nula (sem significância estatística para a resposta). Neste caso, a 

variável X1 (T), não apresentou influência estatística na variável de resposta CF. 

 

Tabela 11. ANOVA para Quantificação dos Compostos Fenólicos 

FATOR DE VARIAÇÃO  SQ GL MQ p 

X1 11,96 1 11,96 0,336 

X2 130,09 1 130,09 0,023 

(X1 x X2) 287,28 1 287,28 0,006 

Erro Puro 40,15 4 10,04  

Total SQ 469,47 7   

R2 = 0,9145 

Legenda: SQ= Soma dos quadrados; GL= graus de liberdade; MQ= média quadrática; p= 

Análise de probabilidade; X1= Temperatura; X2= Granulometria. 
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O gráfico de pareto (Figura 20) confirmou que as variáveis isoladas X1xX2 (T x G) e 

X2 (G) apresentaram significância em 95% do limite de confiança, uma vez que as variáveis 

estão à direita da reta vertical indicativa do limite de rejeição da hipótese nula. As variáveis 

X1xX2 e X2 apresentaram um efeito que causava uma redução na quantificação dos compostos 

fenólicos totais do processo extrativo. 

 

Figura 20. Gráfico de pareto para a resposta Compostos Fenólicos 

 

Legenda: X1= Temperatura; X2= Granulometria. 

 

De acordo com as variáveis influentes para os valores de CF, que foi observado na 

análise estatística realizada anteriormente, propõe-se o modelo estatístico genérico de 1a 

ordem está apresentado na Equação 6. 

PT = β0 + β1X2 + β2X1X2                                                                         (6) 

Substituindo os valores dos coeficientes de regressão (Tabela 12), obtêm-se a Equação 7. 
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Tabela 12. Coeficientes de regressão para a variável de resposta Compostos Fenólicos 

PARÃMETROS COEICIENTES 

Média 38,15 

X2 
-4,03 

X1x X2  
-5,99 

Legenda: X1= Temperatura; X1X2= Temperatura e granulometria. 

PT = 38,15 - 4,03X2 - 5,99X1X2                                                                  (7) 

A análise que mostra a distribuição dos resíduos de forma aleatória, não apresentando 

comportamento sistemático ou tendencioso para a resposta Compostos Fenólicos é 

apresentada na Figura 21. 

 

Figura 21. Gráfico da Distribuição dos resíduos em função dos valores preditos para os 

Compostos Fenólicos 

 

A Figura 22 apresenta a distribuição de probabilidade normal dos resíduos, onde os 

pontos terão de estar devidamente muito próximos ou centralizados na reta que intercepta o 

gráfico. Neste caso, alguns pontos se dispersaram da reta. Verifica-se que modelo proposto 

gerou resíduos altos que vão de -4 a 4 e que não há tanta precisão nos valores de compostos 

fenólicos fornecido pelo modelo de regressão. No gráfico de normalidade é verificado que os 

pontos experimentais estão dentro da curva, que está representada pela linha vermelha. 

 

 



51 
 

 

Figura 22. Gráfico do Teste de Normalidade para Compostos Fenólicos 

 

 

O gráfico de superfície de resposta mostra que no eixo z a resposta é em CF e nos eixos 

x e y, as variáveis X1 e X2. Nas Figuras 23, p. 52 e 24, p. 52 é possível observar que as 

condições que propiciam o aumento da quantificação dos compostos fenólicos, elas são X1 

(temperatura) no seu nível máximo +1 e X2 (granulometria) no seu valor mínimo -1, em 

outras palavras, T = 60°C e G = 0,10 mm. 

 

Figura 23. Gráfico da Superfície de Resposta para os Compostos Fenólicos 
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Figura 16. Curva de Nível para Compostos Fenólicos 

 

5.2.3. Avaliação da Atividade Antioxidante  

A Figura 25, p. 53 mostra a diminuição da absorbância, das amostras em análise, o qual 

proporcional à concentração e à atividade antioxidante. 

Figura 25. Absorbâncias das amostras vs tempos de análises 

 

 

Já a Tabela 13, p. 54 consta a atividade antioxidante determinada pelo ensaio de DPPH. 

Os resultados foram expressos em IC50 e variaram de 9,01% (ensaio 6) à 14,03% (ensaio 7), 

valores muito bons quando comparado com atividade antioxidante dos extratos etanólicos da 

folha de Croton heliotropiifolius a concentração de 125 μg/mL, 93,29 μg/mL (ANGÉLICO, 

2011). Devido ao ensaio 1 apresentar as mesmas condições de extração do ensaio 5, bem 
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como o 2, semelhante ao 6, 3, correlato ao 7 e 4, equivalente a 8, então esperava-se que os 

valores de atividade antioxidante fossem similares, o que de fato ocorreu.  

As variáveis de entrada influenciaram bastante nos valores obtidos, além da composição 

química dos ensaios, especialmente com relação aos compostos fenólicos, o que tornou 

diferentes os valores dos ensaios que apresentavam condições físicas distintas na extração. 

Portanto, atividade antioxidante de compostos fenólicos deve-se principalmente às 

suas propriedades redutoras e estrutura química. Estas propriedades apresentam papel 

importante no sequestro de radicais livres e quelação de metais de transição ou neutralização, 

agindo nas estapas de iniciação e propagação do processo oxidativo. (CHUN, 2005; 

HASLAM, 1996; SOARES, 2002). 

 

Tabela 13. Resultados da variável de resposta Atividade Antioxidante 

ENSAIOS 

VARIÁVEIS REAIS    AA 

 

T (ºC) G (mm)  (IC50) 

1 50 0,10  10,80  

2 60 0,10  13,63 

3 50 0,51  11,10 

4 60 0,51  14,03 

5 50 0,10  9,45 

6 60 0,10  9,01 

7 50 0,51  8,94 

8 60 0,51  13,11 

Legenda: T= Temperatura (ºC); G= Granulometria (mm); AA= Atividade Antioxidante; IC50= 

Concentração mínima responsável por diminuir o DPPH em 50 %; mm= milímetro; ºC= Graus Celsius. 

 

4.2.3.1 Análise estatística da variável antioxidante (AA) 

A análise de variância (Tabela 14, p. 55) mostrou que para as variáveis isoladas 

lineares X1 (T) e X2 (G) e a variável combinada X1xX2 (T x G) não apresentaram significância 

um nível de significância menor ou igual a 5% do limite de confiança (p<0,05), onde mostra 
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uma menor probabilidade de estar na região de hipótese nula (sem significância estatística 

para a resposta). Desse modo, as variáveis de entrada, não influenciaram na variável de 

resposta (AA). 

Tabela 14. ANOVA para Atividade Antioxidante 

FATOR DE VARIAÇÃO  SQ GL MQ p 

X1 11,26 1 11,26 0,15 

X2 2,30 1 2,30 0,7 

(X1 x X2) 2,77 1 2,77 0,43 

Erro Puro 14,34 4 3,58  

Total SQ 30,67 7   

Legenda: SQ= Soma dos quadrados; GL= graus de liberdade; MQ= média quadrática; p= Análise de 

probabilidade; X1= Temperatura; X2= Granulometria. 

  

O gráfico de pareto (Figura 26), confirmou que as variáveis isoladas X1 e X2 e 

combinadas X1xX2 não apresentaram significância em 95% do limite de confiança, uma vez 

que as variáveis estão à esquerda da reta vertical indicativa do limite de rejeição da hipótese 

nula.  

 

Figura 26. Gráfico de Pareto para a resposta Atividade Antioxidante 
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5.2.4 Avaliação da Atividade Antimicrobiana 

Os extratos obtidos pela extração convencional da casca do C. cajucara foram 

submetidos ao teste do CIM, o qual é a menor quantidade de amostra necessária para a 

inibição do microrganismo. Porém, os extratos não inibiram os crescimentos das bactérias e 

fungo testados, apresentando uma CIM > 1000 μg/mL (Tabela 15), não havendo atividade 

inibitória do ponto de vista clínico nesta concentração. Resultado este semelhante ao do 

estudo de Leite (2011), o qual constatou que o óleo essencial do Croton limae não apresentou 

atividade antibacteriana frente à Pseudomonas aeruginosa. 

Além disso, a resposta obtida no estudo de Azevedo (2010) constatou que o óleo 

essencial de Croton cajucara BENTH também não apresentou atividade antibacteriana frente 

à Staphylococcus aureus (CM > 1000 μg/mL).  

Em comparação ao resultado encontrado para Candida albicans no presente estudo, 

Azevedo (2010) verificando o potencial antifúngico do óleo essencial do Croton cajucara 

BENTH, verificou a inexistência de atividade antifúngica frente à C. albicans. Da mesma 

forma que López (2010), analisando a atividade antimicrobiana do extrato etanólico bruto das 

folhas e das cascas de Croton urucurana BAIL, pelo método de poços de ágar, não encontrou 

atividade antifúngica frente a C. albicans. 

 

Tabela 15. Resultados da Concentração Inibitória Mínima 

ENSAIOS 

CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (μg/mL) 

T 

(ºC) 

G 

(mm) 
P. mirabilis P. aeruginosa S. typhi S. aureus C. albicans 

1 50 0,10 > 1000; SA > 1000; SA > 1000; AS > 1000; SA > 1000; SA 

2 60 0,10 > 1000; SA > 1000; SA > 1000; AS > 1000; SA > 1000; SA 

3 50 0,51 >1000; SA > 1000; SA > 1000; AS > 1000; SA > 1000; SA 

4 60 0,51 > 1000; SA > 1000; SA > 1000; AS > 1000; SA > 1000; SA 

5 50 0,10 > 1000; SA > 1000; SA > 1000; AS > 1000; SA > 1000; SA 

6 60 0,10 > 1000; SA > 1000; SA > 1000; AS > 1000; SA > 1000; SA 

7 50 0,51 > 1000; SA > 1000; SA > 1000; AS > 1000; SA > 1000; SA 

8 60 0,51 > 1000; SA > 1000; SA > 1000; AS > 1000; SA > 1000; SA 

Legenda: T= temperatura; G= granulometria; mm= milímetro; ºC= Graus Celsius. 
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Além disso bactérias Gram-negativas como Escherichia coli, Enterobacter spp 

(TRABULSI et al., 2005), Proteus mirabilis e Salmonella typhi apresentam uma morfologia 

complexa de suas membranas externas, o qual apresentam uma dupla camada de lipídios, 

contendo moléculas de proteínas e lipoproteínas ligadas ao peptideoglicano. Vale ressaltar 

também que agregado à membrana externa há um conjunto de enzimas responsáveis pela 

inativação de algumas substâncias com ação antibacteriana denominado espaço 

periplasmático. Isso justifica a dificuldade do extrato do C. cajucara em penetrar essa 

membrana, sendo assim, não apresentando atividade inibitória. 

Estudos afirmam que a atividade antimicrobiana não está diretamente ligada com a 

capacidade antioxidante do extrato e concentração de compostos fenólicos (BRASIL et al., 

2009).  

De modo geral C. cajucara Benth apresenta compostos como trans-desidrocrotonina 

(DCTN), trans-crotonina (CTN), cis-cajucarina B (c-CJC-B), trans-cajucarina B (t-CJC-B) e 

cajucarina A (CJC-A) (MACIEL et al., 2007a; 2006a; 2006b; 2003; 2002b; 2000; 1998a; 

1998b) não apresentando atividade antimicrobiana, diferente do Croton palanostigma 

KLOTZSCH o qual possui em sua composição química compostos como diterpenos cordatina 

e aparisthmano e flavonoides que podem influenciar na atividade antimicrobiana mais 

eficiente em relação a planta analisada neste estudo (RODRIGUES, 2013). 

 

5.2.5. Função Desejabilidade 

Para a otimização do processo extrativo diante das variáveis X1 e X2, os quais são 

respectivamente, temperatura empregada e granulometria do material botânico, foi aplicada a 

técnica de otimização simultânea “Função Desejabilidade” (DERRINGER & SUICH, 1980; 

AKHANAZAROVA e KAFAROV, 1982).   

 Na Tabela 16, p. 58 observa-se os valores atribuídos para a otimização do processo 

extrativo (Statistica® 7.0). Para isso foram empregados os valores numéricos para o limite 

inferior (LI), valor mediano (M) e limite superior (LS), bem como, os valores dos expoentes s 

e t. Esses valores indicam a importância da função para encontrar o valor médio desejado. O 

valor 0 significa que o valor é indesejado, 0,5 moderadamente desejado e 1 muito desejado.  
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Tabela 16. Parâmetros utilizados na otimização das respostas Rendimento e Compostos 

Fenólicos 

RESPOSTAS LI  M  LS s t 

RD 5,15 (0) 7,13 (0,5) 9,11 (1) 10 10 

CF 26,98 (0) 38,65 (0,5) 50,32 (1) 10 10 

Legenda: RD= Rendimento; CF= Compostos Fenólicos; L= Limite Inferior; M= Mediana; LS= Limite 

Superior. 

 

O diagrama da Função Desejabilidade, mostrado na Figura 27, p. 59 usando os 

coeficientes s e t = 10 e fator de grade igual a 50, apresentou um coeficiente de desejabilidade 

global (D) 0,9725 ou 97,25%, o qual é considerável uma resposta aceitável e excelente. 

Ademais, considerado o valor de desejabilidade 1, acima de 9% para a variável de resposta 

Rendimento e acima de 50%, para a variável de resposta Compostos Fenólicos. Os níveis das 

variáveis X1 (T) e X2 (G) que otimizam as respostas são mostrados através das linhas em 

vermelho o que corresponde à 1 e -1 respectivamente, ou seja, T = 60°C e G = 0,10 mm. 

Os valores ótimos para as variáveis de resposta são mostrados através das linhas 

tracejadas horizontais em azul, onde mostram que o valor ótimo para Rendimento seria de 

9,05%, já para a variável de resposta Compostos Fenólicos 49,39%. 
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Figura 27. Valores preditos para as variáveis de resposta Rendimento e Compostos 

Fenólicos e função desejabilidade 

 

 

Na Tabela 17, p. 60 são mostradas as variáveis codificadas, de entrada e seus 

respectivos valores das respostas Rendimento, Compostos Fenólicos, Atividade Antioxidante 

e Concentração Inibitória Mínima, os quais foram obtidos a partir da extração da casca do 

caule do C. cajucara, como mostrado anteriormente.  
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Tabela 17. Respostas rendimento, Compostos fenólicos, Atividade antioxidante e antimicrobiana para a extração convencional 

Legenda: T= temperatura; G= granulometria; ºC= graus Celsius; mm= milímetro; RD= rendimento da extração; CP= Compostos Fenólicos; AA= Atividade 

Antioxidante; %= Porcentagem; μg/mL= micrograma por mililitro; mg EAG/g= miligrama de Equivalentegrama de Ácido Gálico por grama de amostra; 

IC50: Índice de Concentração de redução a 50% do DPPH; SA: Sem atividade. 

 

 

ENSAIOS 

VARIÁVEIS 

CODIFICADAS 

VAVIÁVEIS DE 

ENTRADA 

VARIÁVEIS DE RESPOSTA (UND) 

T 

(ºC) 

G         

(mm) 

RD 

(%) 

CF 

(mg EAG/g) 

AA 

IC50 (%) 

CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (μg/mL) 

X1 X2 P. mirabilis P. aeruginosa S. typhi S. aureus C. albicans 

1        -       - 50 0,10 5,98 32,33 10,80 > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA 

2        +       - 60 0,10 8,99 48,47 13,63 > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA 

3        -      + 50 0,51 5,71 36,30 11,10 > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA 

4        +      + 60 0,51 8,96 26,98 14,03 >1000; SA > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA 

5        -       - 50 0,10 5,15 37,60 9,45 > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA 

6        +       - 60 0,10 9,11 50,32 9,01 > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA 

7        -       + 50 0,51 5,34 41,47 8,94 > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA 

8        +       + 60 0,51 7,64 31,71 13,11 > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA > 1000; SA 
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6 CONCLUSÃO 

O método de extração empregado neste estudo foi eficiente para a obtenção das 

variáveis de resposta Rendimento e Compostos Fenólicos, porém não foi influente na resposta 

Atividade Antioxidante. Além disso, foi observado que a casca do caule do Croton cajucara 

BENTH não apresentou atividade frente as cepas bacterianas e fúngica estudadas. 

Em relação à resposta Rendimento, a variável de entrada isolada X1 (Temperatura) 

fora a que apresentou maior efeito na obtenção de seus valores. Já para a variável de resposta 

Compostos Fenólicos, foi possível observar que as variáveis codificadas individuais X2 

(Granulometria) e combinada X1X2 (Temperatura x Granulometria), foram significativos. 

Vale ressaltar que esses valores foram comprovados através análise de efeitos estimados, 

coeficientes de regressão, análise de variância, gráfico de pareto e modelo matemático 

proposto. Entretanto, para a atividade antioxidante as variáveis de entrada não apresentaram 

significância estatística.  

De modo geral, os níveis para as variáveis codificadas X1 e X2 ideais para obtenção dos 

maiores valores das variáveis de resposta significativas foram +1 e -1, ou seja, temperatura de 

extração de 60°C e granulometria do material botânico de 0,10 mm. 
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7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

• Adicionar a temperatura de secagem como variável de entrada; 

• Comparar os resultados das variáveis de resposta entre os métodos de extração 

convencional e supercrítica. 
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