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RESUMO 

 

Cocos nucifera Linn. é uma palmeira tropical cujo fruto é utilizado para fins alimentícios, 

cosméticos, artesanais e medicinais. No entanto, a investigação das demais partes desta 

espécie é incipiente. Pesquisas sobre atividades terapêuticas de plantas usadas pela população 

são incentivadas pela Organização Mundial de Saúde e no Brasil, fomentada por 10 mil 

espécies vegetais catalogadas e apenas 10% avaliadas com relação a suas atividades 

biológicas e segurança. A Resolução do Conselho Federal de Enfermagem nº 197/1997 

respalda o uso de plantas na prática da assistência em Enfermagem e atrelado à necessidade 

de alternativas diante da multirresistência microbiana e doenças oxidativas que são agravos 

contemporâneos da humanidade, realizou-se esta pesquisa experimental pré-clínica no 

programa de Mestrado em Enfermagem da Universidade Federal de Alagoas, com objetivo de 

investigar a atividade antimicrobiana, citotóxica e capacidade sequestradora de radicais livres 

dos extratos brutos etanólicos das folhas, pecíolo e casca do caule do Cocos nucifera L. 

(coqueiro anão verde) in vitro. Foram avaliadas as atividades antimicrobianas dos extratos 

frente às bactérias Gram positiva: S. aureus e Gram negativas: E. coli e P. aeruginosa e ao 

fungo Candica albicans pelos métodos de difusão em Ágar e identificação das Concentrações 

Inibitórias Mínimas pela microdiluição. Realizou-se teste de citotoxicidade em células da 

linhagem J774 pelo MTT [Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolio] e 

verificação do potencial antioxidante pelos métodos qualitativo e quantitativo da capacidade 

sequestradora de radicais livres. Os resultados confirmaram o potencial antioxidante frente ao 

radical sintético DPPH com CI50 de 135,03 ± 0,04 µg/mL e 179,22 ± 2,1 µg/mL dos extratos 

do caule e folha respectivamente, enquanto os extratos do pecíolo e folha etanólica/metanólica 

(EtOH/MeOH) apenas apresentaram capacidade sequestradora de radicais livres no ensaio 

qualitativo. Os extratos do pecíolo e folha do Cocos nucifera L. inibiram o crescimento 

bacteriano de S. aureus e P. aeruginosa com menor concentração inibitória do crescimento 

10mg (5%). Não houve inibição do crescimento de E. coli e C. albicans na concentração de 

1,5 x 10
6
 UFC pelos extratos a 10%. Os extratos brutos do C. nucifera Linn. não apresentaram 

citotoxicidade nas concentrações de 200 e 100 µg /mL; o extrato bruto etanólico do pecíolo 

não causou citotoxicidade na concentração de 1000 µg/mL. O solvente DMSO 2% foi 

citotóxico, o que inviabilizou a análise dos extratos a 2000µg. Os resultados comprovam a 

existência de atividade sequestradora de radicais livres, antimicrobiana e a ausência de 

citotoxicidade em alguns dos extratos brutos das folhas (lâmina), pecíolo e casca do caule do 

Cocos nucifera Linn coletado em solo Alagoano.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palavras chaves: Enfermagem. Pesquisa experimental. Cocos nucifera Linn. Antioxidantes. 

Antimicrobiano. Citotoxicidade. Plantas medicinais. 
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ABSTRACT 

 

Cocos nucifera Linn is a tropical palm tree whose fruit is used for alimentary, cosmetics, 

handmade and medicinal purposes. However the research from other parts of this species is 

incipient. The researchs about therapeutic activities from plants used by population is 

encouraged by the Health World Organisation and, in Brazil, fomented by 10 thousand 

vegetable species cataloged and only 10% evaluated with respect to their biological activities 

and safety. The resolution No. 197/1997 of the Federal Council of Nursing endorses the use of 

plants in the practice of nursing care and linked to the need for alternatives against microbial 

multirresistance and oxidative diseases which are problems contemporaries of humanity. This 

preclinical experimental research was performed at the Master’s Program in Nursing at the 

Federal University of Alagoas in order to investigate the antimicrobial activity and 

cytotoxicity and free radical scavenging capacity of crude ethanol extracts of the leaves, stem 

and stalk's husk of Cocos nucifera L. (coconut palm) in vitro. It was evaluated the extract's 

antimicrobial activities against the Gram positive bacteria: S. aureus and Gram negative: E. 

coli and P. aeruginosa and C. albicans fungus by Àgar diffusion methods and identification 

of the Minimum Inhibitory Concentrations by microdilution. It was performed cytotoxicity 

assay in J774 lineage cells by MTT [3 - (4,5-dimethylthiazol-2) -2,5-diphenyltetrazolium 

bromide] and verification of the antioxidant potential by qualitative and quantitative methods 

of free radical scavenging ability. The results confirmed the antioxidant potential against the 

DPPH with CI50 of 135.03 ± 0.04 mg / mL and 179.22 ± 2.1 mg / mL from extracts of stem 

and leaf respectively while stem and ethanolic and methanolic leaf only showed free radical 

scavenging capacity in qualitative assay. The extracts of stem and leaves of the Cocos 

nucifera L. inhibited bacterial growth of S. aureus and P. aeruginosa with lower growth 

inhibitory concentration of 10mg (5%). There was no growth inhibition of E. coli and C. 

albicans at a concentration of 1.5 x 10
6
 UFC with extracts by 10%. The crude extracts of 

Cocos nucifera Linn didn't showed cytotoxicity at concentrations of 200 and 100 mg / mL; 

crude ethanol extract of the stem did not cause cytotoxicity at concentration of 1000 mg / mL. 

The DMSO 2% solvent was cytotoxic, making unfeasible analysis of the extracts at 2000μg. 

The results confirm existence of free radical scavenging and antimicrobial activity and 

absence of cytotoxicity in some of crude extracts of the leaves, stem and stalk's husk of the 

Cocos nucifera Linn collected in Alagoas soil. 
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1.1 Uso etnobotânico de plantas como recurso terapêutico  

Plantas com propriedades terapêuticas têm sido utilizadas desde a antiguidade no 

tratamento de doenças que acometem o ser humano e suas propriedades curativas e tóxicas 

foram descobertas ao acaso durante a busca por alimento. O interesse por alternativas naturais 

atreladas ao aperfeiçoamento das técnicas de extração e identificação dos constituintes das 

plantas possibilitou elucidar princípios bioativos utilizados posteriormente em medicamentos 

de relevância mundial, dentre eles a morfina, a atropina e o ácido salicílico.
1-2

 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) tem incentivado o uso de plantas com 

propriedades terapêuticas. No Brasil, o Ministério da Saúde (MS) tem investido na 

aplicabilidade de terapias não convencionais na rotina dos serviços de saúde, para o 

tratamento e prevenção de agravos a saúde, como a instituição da Política Nacional de 

Práticas Integrativas e Complementares (PNPIC/2006), que tem impulsionado a 

universalização do acesso ao Sistema Único de Saúde (Sus)
3
 e junto a criação da Relação 

Nacional de Plantas com Propriedades Terapêuticas de Interesse ao Sus (RENISUS/2009) 

constituída de espécies com potencial gerador de produtos para o Sus.
4
 

Essas iniciativas são fomentadas pelo fato do Brasil deter a maior biosfera do 

planeta, com 55 mil espécies catalogadas, correspondendo a 22% das conhecidas no mundo. 

Destas, 10 mil são medicinais, aromáticas e úteis com apenas 10% dos vegetais brasileiros 

avaliados quanto a suas atividades biológicas.
5- 6 

Propriedades terapêuticas de produtos naturais tem sido alvo de pesquisas que 

investigam as atividades biológicas de plantas medicinais orientadas pelo uso popular, como o 

alho (Allium sativum L.) que foi usado na forma de cataplasma para a cicatrização de feridas 

infeccionadas desde os tempos da Babilônia (3.000 anos a.C). Esta espécie é uma das 70 que 

se encontra na RENISUS.
7
  

Médicos chineses também foram precursores na utilização de plantas e usavam os 

bolores para o tratamento de tumores e na cicatrização de feridas infeccionadas. Os 

Sumerianos curavam as feridas com emplastos feitos com vinho, cerveja, zimbro e ameixas.
8
 

A banana (Musa spp) possui relato etnobotânico de ser utilizada in natura ou cozida para 

diarréias e pesquisas reunidas em revisão integrativa confirmam atividade anti-helmíntica.
9
 

Florence Nightingale considerada a fundadora da Enfermagem moderna e referência 

na atualidade, usou várias plantas na forma de chás por via oral para tratar moléstias, com 

cautela na dose para não provocar intoxicação.
10

 A utilização de plantas pela Enfermagem 

brasileira remota de Ana Néri, que serviu de voluntária na mais sangrenta luta armada da 
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América do Sul – a Guerra do Paraguai (1865-70), quando fazia remédios caseiros, dentre 

eles um a base de pimentão amarelo como potente antinflamatório.
11 

Pesquisadores brasileiros têm realizado estudos experimentais, inclusive com 

espécies vegetais, na busca de atividade antinflamatória, antimicrobiana e cicatrizante 

destinadas ao tratamento de feridas, considerado problema de saúde pública.
12-4 

Em outros 

países também, como no Paquistão
15

 - Berberis liceum,
 
na

 
Austrália

16 
- mel e óleo essencial 

derivados da Lavandula x allardii; no Brasil, screening fitoquímico identificou ação 

cicatrizante e antimicrobiana em extratos da banana da terra (Musa sapientum).
17 

Cresce a participação da Enfermagem na pesquisa básica e na busca das 

potencialidades biológicas de plantas com vistas a novos fitoterápicos, práticas alternativas, 

ensaios pré-clínicos e clínicos. Observada nos esforços do Núcleo de pesquisa e inovação 

tecnológica em tratamento de feridas - Lptf / Ufal
18

, no grupo de práticas alternativas da 

USP
19

, no grupo que busca de larvicidas da Universidade Federal de Goiás
20

, no estudo de 

produtos naturais aplicados à saúde da Faculdade de tecnologia e ciências de Salvador,
21 

no 

grupo de fitoterapia da Universidade Federal de Pernambuco
22 

dentre outros. 

Em consulta ao diretório dos Grupos de Pesquisas no Brasil/CNPq
23

 em dezembro de 

2012, com os descritores Enfermagem and plantas obteve-se como resultado onze grupos, 

destes, seis realizam ensaios experimentais. Associando-se Enfermagem and ensaios foram 

encontrados três grupos, um fluminense voltado para pesquisas em feridas
24

, um do Mato 

grosso do Sul na área de genética
25

 e um do Maranhão que investiga doenças transmissíveis 

por meio de pesquisas clínicas
26

. Com os descritores Enfermagem and experimental 

encontrou-se dois grupos, um de Sergipe e um de Mato Grosso do Sul; cujas linhas de 

pesquisas investigam lesão traumática
27 

e stress
28

 respectivamente. Foram desconsiderados os 

grupos repetidos no cruzamento dos descritores ensaios e experimental. 

A utilização de plantas com segurança ainda é restrita às que foram exploradas 

cientificamente
29

 e que apresentem garantia da qualidade do material botânico, não apenas aos 

aspectos físico-químicos, mas também no aspecto microbiológico, visto que materiais 

vegetais podem conter grande número de fungos e bactérias, pertencentes à microbiota natural 

ou introduzido durante a manipulação. Esta contaminação pode ser intensificada com o tempo 

e não somente comprometer o material em si, mas também o usuário.
30

 

Na área de Enfermagem, observa-se que os modelos de pesquisas das disciplinas 

básicas foram suprimidos pelos da psicologia e sociologia com distanciamento da área médica 

e das disciplinas básicas comuns no campo multiprofissional da saúde, para cultivar modelos 

javascript:abreDetalheGrupo('03314046GS19IU')
javascript:abreDetalheGrupo('03314046GS19IU')
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de pesquisa exploratória, social, histórica e teórica.
 
Isto se fez necessário pelo contexto 

histórico e pela busca da identidade própria da profissão, asociado ao modelo de assistência 

com escassa mão de obra sob supervisão de uma enfermeira.
31 

 

A integração da ciência básica à pesquisa em Enfermagem é um tema em expansão 

nos Estados Unidos da América (EUA) e pouco explorada no Brasil. Entretanto, a busca pela 

prática profissional subsidiado pelo conhecimento científico e baseado em evidências tem 

conduzido enfermeiros brasileiros a participarem da produção e inovação do conhecimento 

básico; nessa perspectiva, tem-se a pesquisa experimental com Chamomilla recutita 

(Camomila) que apresentou atividade antinflamatória frente à flebite por infusão intravenosa 

de quimioterápicos, o estudo do sabão de Aloe vera
13 

como redutor das reações tópicas por 

radiação
 
e o estudo que fez análise microbiológica em kits para aerossol.

31-4 
Em nossa 

escola/UFAL, estudos com espécies vegetais têm sido realizadas quanto às atividades 

antimicrobianas, cicatrizante, antinflamatória, capacidade sequestradora de radicais livres e 

testes de toxicidades em caráter pré-clínico in vitro e in vivo com vistas à expansão clínica.
 

Além de consumir novas tecnologias, acredita-se que o enfermeiro deva transformar 

sua prática diária, gerando inovações, estimulando para que sejam testadas e sistematizadas 

através de pesquisas científicas. Na década de 1990, um projeto desenvolvido pela 

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), gerou 33 produtos, nove desses foram 

patenteados, demonstrando o potencial da enfermagem na produção de tecnologias. No 

período de 1990-2009, foram encontradas na base de patentes do INPI 25 solicitações de 

registro relacionadas à área de enfermagem. Observa-se que as necessidades básicas do 

usuário relacionadas à higiene e assepsia lideram (36%) das invenções patenteadas, seguidas 

pela administração de medicamentos (28%) e conforto do paciente (12%). Partindo da 

premissa que estas necessidades demandam tempo e esforço físico do profissional.
32

 

Respostas aos grandes enigmas da humanidade, como o mapeamento do genoma 

humano, o complexo delineamento da estrutura biomolecular e muitos processos 

fisiopatológicos foram explicados graças aos conhecimentos oriundos de pesquisas nas 

ciências básicas; dessa forma, é imprescindível que também a Enfermagem, enquanto ciência 

avance nestas questões com perspectivas de ampliação do conhecimento em múltiplas áreas.  

Observa-se a expansão da Enfermagem na pesquisa básica, através da revisão 

integrativa que reuniu a produção de pesquisas experimentais em enfermagem realizadas no 

período de 1997 a 2010 com buscas na Biblioteca Virtual em Saúde (BVS) com o descritor 

“experimental research in nursing” onde foram encontrados 6.022 estudos na MEDLINE, 39 
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no LILACS, 04 no IBECS, 01 na base especializada MedCarib e 03 no Acervo da biblioteca 

da Organização Pan-Americana de Saúde.
35-6.

 

No que se refere ao uso de plantas na prática da assistência em Enfermagem a 

Resolução do Conselho Federal de Enfermagem/COFEN nº 197/1997, na área de fitoterapia, 

“Estabelece e reconhece as terapias alternativas como especialidade e/ou qualificação para o 

enfermeiro”. Correlacionam-se terapias alternativas à utilização de plantas com propriedades 

medicinais. Estudo realizado no Programa Saúde da Família (PSF) identificou a importância 

da Enfermagem para a adesão ao uso de fitoterápicos pelos usuários, visto que tratamentos 

alternativos no atendimento primário a saúde é inquestionavelmente benéfico à população.
37-8 

Dentre os quais, chás anti-hipertensivos, laxantes, excitantes e tranquilizantes.
 

A atividade de plantas com propriedades terapêuticas contra processos infecciosos tem 

estimulado o desenvolvimento de pesquisas na busca de novos compostos, principalmente em 

decorrência da resistência das bactérias aos tratamentos convencionais.
39

 Neste enfoque, 

existe a iniciativa de um grupo de pesquisadores enfermeiros da Universidade Federal de 

Alagoas que desenvolve pesquisas com espécies vegetais da flora alagoana na busca por 

atividade antimicrobiana e cicatrizante de feridas com foco na pesquisa básica experimental 

nas modalidades in vitro e in vivo, dentre os publicados, estão: o estudo do potencial 

antimicrobiano dos extratos da Zeyheria tuberculosa
14

, do óleo do C. nucifera
40

, o estudo das 

atividades antimicrobiana e cicatrizante da Piper hayneanum
41

 e os estudos de citotoxicidade 

de extratos das Polygonaceaes
42

, Merremia Aegyptia
43 

e
 
Swartzia apetala Raddi.

 44 

Para tanto, foi implantado em 2010 o Laboratório de Pesquisa em Tratamento de 

Feridas (LpTF/Ufal/) onde desenvolvem-se pesquisas com alunos de mestrado e da graduação 

com apoio financeiro de agências de fomento como a Fundação de Amparo a Pesquisa no 

Estado de Alagoas (FAPEAL), CNPq e Banco do Nordeste do Brasil (BNB). Com atividades 

multidisciplinares em parceria com outros laboratórios da UFAL. 

 

1.2 Micro-organismos, feridas e antimicrobianos 

A ação do microorganismo patógeno se disseminar e desencadear eventos biológicos 

que promovem o adoecimento do organismo agredido resulta em infecção. Vários micro-

organismos, principalmente, as bactérias têm apresentado resistência à maioria dos 

antimicrobianos disponíveis. Para tanto, inovações tecnológicas como a procura de novos 

fármacos de origem vegetal ou sintética agregados às medidas de biossegurança são sugeridas 

para o problema da multirresistência.
39 
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As infecções estafilocócicas podem ser graves em recém-nascidos, idosos, pacientes 

cirúrgicos, com câncer, diabéticos e imunossuprimidos. O S. aureus é uma bactéria Gram 

positiva presente na microbiota normal do corpo humano, porém atua numa gama de 

infecções. Causa doenças superficiais, invasivas e tóxicas, inclusive artrite séptica. É a 

principal causadora de infecções em feridas cirúrgicas e sua importância clínica desponta 

devido ao aumento de infecções hospitalares graves causadas por cepas multirresistentes.
45-6

  

O aparecimento de cepas de S. aureus resistentes a meticilina – MRSA e com 

reduzida susceptibilidade à vancomicina (VISA - S. aureus vancomicina-intermediário 

resistente) têm sido preocupação em todo o mundo. Esta situação agrava-se em relação à 

facilidade de transmissão deste patógeno e sua resistência ao grande número de antibióticos. 

Além da resistência cruzada a todos os antibióticos beta-lactâmicos e meticilina, também 

apresenta-se resistente aos macrólidos, aminoglicosídeos, tetraciclina, rifampicina e 

quinolonas, permanecendo os glicopéptidos como uma das poucas opções terapêuticas. 

Contudo, o uso extensivo de glicopeptídeos levou ao surgimento de cepas 

glicopeptideorresistentes.
47-9

  

Diante deste cenário, é evidente a necessidade de novos antimicrobianos e mais 

potentes. Assim, duas novas classes foram introduzidas nas últimas décadas: as 

oxazolidinonas e os lipopéptidos cíclicos. Esses agentes são daptomicina (lipopeptídeo 

cíclico) e linezolida (oxazolidinona).
51-3 

No entanto as buscas são progressivas inclusive 

através de modificação molecular como estratégia promissora na concepção e 

desenvolvimento de análogos de drogas com melhor biodisponibilidade, maior atividade 

intrínseca e menor toxicidade.
54 

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram negativa aeróbia podendo crescer 

anaerobicamente na presença de nitrato e versátil nos requerimentos nutricionais, o que lhe 

permite crescer em meios simples; a maioria produz pigmentos como a piocianina e a 

piorrubina. É um dos principais agentes de infecção em indivíduos imunodeprimidos e no 

ambiente hospitalar. Sua importância clínica basea-se na difícil erradicação da infecção, 

consequência da virulência, resistência natural e adquirida a muitos antibióticos. Destaca-se 

pela formação de camada de aspecto mucóide - slime, importante na formação de biofilmes. 

Os principais mecanismos de resistências são a produção de B-lactamases e enzimas que 

modificam antibióticos das classes dos aminoglicosídeos e carbapenemases, considerado no 

Brasil, como problema endêmico.
55

 



21 

 

 

 

Considerada oportunista, a P aeruginosa, no ambiente hospitalar, coloniza os 

pulmões de praticamente todos os pacientes com fibrose cística e em todos os casos prevê 

infecções invasivas. É mais devastador em queimados, e representa um dos principais agentes 

de infecção hospitar em casos de pneumonia, infecção urinária, infecção de feridas cirúrgicas 

e bacteremias; além dos sistemas respiratório, nervoso central, urinário, endocardite, 

infecções superficiais, de tecidos moles, ósseos e nas articulações.
56 

Estudo da avaliação da suscetibilidade antimicrobiana da E. coli revelou 40% de 

resistência à ampicilina e 40% de resistência intermediária à associação ampicilina-sulbactam. 

Estes percentuais alertam as autoridades sanitárias e comunidade científica a fim de buscar 

alternativas de combate a este patógeno
56

 Uma pesquisa identificou um novo antibiótico 

lipopeptídeo cíclico (Battacin) contra bactérias Gram-negativas multirresistentes, inclusive 

para E. coli; no entanto não esgota o problema diante do histórico de resistência adquirida.
57

 

Candida albicans é o agente patogênico mais prevalente dentre os fungos em seres 

humanos e a principal fonte de risco de morte nas fungemias nosocomiais. Responsável por 

50 a 70% de todas as infecções invasivas do gênero, o que caracteriza sua alta virulência, 

produzem toxinas e enzimas extracelulares que constituem os fatores mais importantes para o 

desencadeamento de infecções.
58 

A colonização por Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia 

coli ou Candida albicans em feridas são agravantes para o retardo na cicatrização, bem como 

para o quadro clínico do paciente.  

A ferida consiste na interrupção da continuidade do tecido corpóreo provocado por 

trauma ou desencadeada por afecção que acione as defesas do organismo.
59 

Feridas 

incisionais, geralmente, cicatrizam por primeira intenção quando as bordas estão 

aproximadas, entretanto infecções em seu leito provocam deiscências e atrapalham a 

cicatrização que passa a acontecer por terceira intenção, quando as bordas estão equidistantes, 

o que promove maior tempo nas hospitalizações e torna o tratamento mais oneroso.
60 

O 

tratamento de feridas vai além da realização do curativo, extende-se a escolha adequada da 

substância ativa e viável do ponto de vista socioeconômico e conforto individual.
61

 

Feridas infectadas são as que sofrem colonização microbiana e consequentemente 

têm sua cicatrização retardada. As feridas que não progridem através dos estágios normais da 

cicatrização têm etiologias diversas e geralmente ocorrem em pacientes com condições 

predisponentes, tais como doença venosa, arterial, neuropatia e imunossupressão, tornando o 

http://pt.wiktionary.org/wiki/interrup%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wiktionary.org/wiki/continuidade
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tecido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Corpo_(anatomia)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Traumatismo
http://pt.wiktionary.org/wiki/afec%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Organismo
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hospedeiro susceptível a infecção.
62-3

 Um estudo identificou o gênero Pseudomonas como o 

patógeno presente na maioria das feridas crônicas com média de seis meses de tratamento.
64

  

As infecções por micro-organismos retardam ou impedem a cicatrização de feridas, 

particularmente na forma de biofilmes que são compostos de micróbios embebidos numa 

matriz polimérica que impede a ação de antimicrobianos e lhes permite resistir às defesas do 

hospedeiro. O estudo de biofilmes introduziu o novo paradigma de infecções microbianas 

crônicas visto que se constituem em comunidades polimicrobianas com relações sinérgicas 

entre os micróbios que alteram a virulência e patogenicidade destes.
65-7

 

A ocorrência de feridas crônicas têm crescido consideravelmente, impulsionada pelo 

envelhecimento da população, aumento dos casos de obesidade e diabetes mellitus.
68

 O 

mercado dispõe de diversos produtos que apresentam bons resultados no tratamento de 

feridas, entretanto com o complicador financeiro, os preços desses curativos industrializados 

torna-os inacessível a maioria da população. Atualmente, uma placa de hidrocolóide 10x10cm 

custa em média R$2,50 e a unidade da pomada Saf gel® de 85g chega a custar R$75,00.  

As feridas crônicas, com período superior a três semanas, custam ao sistema de saúde 

dos EUA em torno de 25 bilhões de dólares por ano.
69

 No Brasil, este custo é de R$ 98,90 a 

180,00 reais por dia com base em estudo realizado em tratamento ambulatorial. O custo para o 

sistema de saúde nos casos de internação para os portadores de úlceras de pressão é 

consideravelmente maior, em média 45% mais elevado que o ambulatorial.
70

A incidência de 

úlcera por pressão é considerada como indicativo da qualidade dos serviços de saúde. Quando 

ocorre a infecção da úlcera o problema é ainda maior, pois aumenta o tempo de internação, 

expõe o paciente a morbimortalidade, além da sobrecarga de trabalho para Enfermagem e 

aumento nos custos hospitalares.
71

  

Tendo em vista que, no Brasil, aproximadamente 100 milhões de pessoas não têm 

acesso a medicamentos industrializados, esses dados estimulam pesquisas que busquem em 

espécies vegetais com propriedades medicinais, alternativas para o tratamento das afecções do 

ser humano e, em especial, aquelas que afetam o sistema tegumentar, como as feridas.
72-3

 

A introdução dos antimicrobianos na sociedade contribuiu decisivamente para a 

diminuição das taxas de morbimortalidade, particularmente, das doenças infecciosas e 

bacterianas. A partir do uso da penicilina e sulfonamidas ocorreu crescente progresso no 

isolamento e desenvolvimento de agentes antimicrobianos utilizados na terapia das doenças 

decorrentes da ação dos micro-organismos.
74

 Com o avançar das tecnologias e pesquisas, 

novos agentes antimicrobianos foram descobertos e produzidos em escala industrial.  
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Nesta perspectiva, classificam-se os antimicrobianos como “específicos” - aqueles 

que agem sobre o organismo invasor e não afetam o hospedeiro e “inespecíficos” - aqueles 

que matam ou inibem o crescimento microbiano. Outra classificação adotada separa 

antimicrobianos em bactericidas ou fungicidas, quando matam os micro-organismos, e 

bacteriostáticos ou fungistáticos, quando atuam apenas impedindo o crescimento.
74

 O uso 

indiscriminado dos antimicrobianos junto ao aumento da prevalência das doenças 

imunossupressoras tem causado resistências aos antimicrobianos.
75

 

Ao descobrir a penicilina em 1929, Fleming foi o primeiro observador da resistência 

natural de micro-organismos aos antibióticos, descrevendo que bactérias como a P. 

aeruginosa não eram inibidas pelo antibiótico. A causa desta resistência natural foi descoberta 

por Abraham e Chain em 1940 quando demonstraram em extratos de E. coli a enzima capaz 

de destruir a ação da penicilina. Kirby, em 1944, constatou que alguns S. aureus mostravam-

se resistentes à penicilina devido à penicilinase.
76-9

 

Em 1946, nos EUA, cerca de 5% de Staphylococcus isolados de pacientes eram 

resistentes à penicilina. Em 1949 esta resistência podia ser notada em 29% dos germes 

isolados em hospitais norte-americanos; em 1950 atingia 50% e em 1959 era cerca de 80%. 

No Brasil, acima de 80% dos S. aureus isolados de pacientes hospitalizados e cerca de 70% 

dos isolados de pacientes da comunidade apresentam resistência natural às penicilinas, 

ampicilina e amoxicilina.
80-2

 

Embora o S. aureus apresente susceptibilidade à ação de várias drogas ativas contra 

Gram-positivas (tais como penicilinas, cefalosporinas, eritromicina, aminoglicosídeos, 

tetraciclina e cloranfenicol), também é conhecido pela elevada capacidade de desenvolver 

resistência a todas; determinada por mutações em seus genes e/ou pela aquisição de genes de 

resistência de outras bactérias.
83 

O surgimento de novos antibióticos semi-sintéticos, tais 

como meticilina, isoxasolil peniclinas, cefalosporinas e lincosamidas foi sucedido pelo 

aparecimento de Staphylococcus multirresistentes.
46,84

 

Cepas multirresistentes têm sido grandes desafios para a comunidade científica. Com 

vistas a minimizar este problema, observa-se crescente interesse em estudos por alternativas 

terapêuticas e busca de produtos naturais com propriedades antimicrobianas e cicatrizantes; 

favorecido pelo rico potencial da biodiversidade brasileira.
85 
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1.3 Descrição botânica C. nucifera Linn (coqueiro-anão verde) 

 

O C. nucifera L. tem importância mundialmente reconhecida, tanto para consumo "in 

natura" quanto para fins industriais. No Nordeste brasileiro, este vegetal encontrou condições 

edafoclimáticas satisfatórias para seu cultivo e está presente em mais de 86 países situados 

nos trópicos. Seu fruto é utilizado de diversas formas, principalmente na indústria alimentícia 

e cosmética, na medicina Tailandesa é usado como planta medicinal há séculos.
86

 

Pesquisa com algumas partes do fruto do C. nucifera L. identificou ação 

antimicrobiana, antinflamatória, antinociceptiva, antitumoral, antioxidante e hidroeletrolítica. 

Como por exemplo, na concha desta planta foi encontrada principalmente lignina e celulose, 

com composição química muito semelhante à madeira e adequado para a extração de 

compostos fenólicos, os quais subsidiam as atividades descritas.
 87 

Testes fitoquímicos de extratos do fruto de C. nucifera, indicaram presença de 

taninos condensados, flavononas, flavononóis, flavonóis e xantonas. Estes constituintes 

exercem atividade antimicrobiana, antiviral, antiulcerogênica, anti-hepatotóxica, 

hipolipidêmica, antineoplásica, antialérgica e anti-inflamatória.
88

 Na casca de coco maduro 

seco foi comprovada atividade antifúngica contra Microsporum canis, M. gypseum, M. 

audouinii, Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, T. tonsurans e T. violaceum. A atividade 

foi atribuída principalmente ao alto teor de compostos fenólicos.
 89

 

Frente a estas constatações o C. nucifera tem potencial para desenvolvimento de 

pesquisas que busquem maiores evidências e amplitude de suas atividades biológicas.  

O C. nucifera Linn é uma palmeira, da família Palmae (Arecaceae), conhecida 

popularmente no Brasil como coqueiro (Figura 1). É uma planta de região tropical, oriunda do 

continente asiático, mais precisamente da região Indo-Malásia. Foi introduzida no Brasil pelos 

portugueses com boa adaptação.
90

 



25 

 

 

 

 

         Figura 1 - Partes da espécie vegetal C. nucifera L. Fruto (A) e Planta (B). 

         Fonte: (A) Blanco FM, abr, 2009. (B) Autora da pesquisa, dez. 2012. 

 

O estado de Alagoas possui consideráveis áreas de plantio do C. nucifera L. e ocupa 

o décimo lugar, dentre os dez maiores produtores de coco do país.
90

 

Diante do conhecimento já produzido acerca do uso medicinal do fruto, albúmen 

sólido (carne branca), albúmen líquido (água de coco) endocarpo (concha) e mesocarpo 

(fibra), fazem-se necessários estudos das outras partes do C. nucifera Linn, folhas, pecíolo 

(talo), caule e raiz, ainda pouco exploradas na área medicinal, inclusive o de origem alagoana.  

 

1.4 Metabólitos secundários e atividades biológicas do C. nucifera Linn 

A probabilidade de sobrevivência de espécies pode ser aumentada pela presença dos 

metabólitos secundários, pois são responsáveis pelas atividades biológicas encontradas nas 

plantas que resultam de rotas biossintéticas, decorrentes do mecanismo de defesa dos vegetais 

contra as adversidades que estão sujeitas no meio ambiente e das relações interespecíficas. 

Além disso, alguns metabólitos constituem importantes compostos que absorvem a luz 

ultravioleta evitando que as folhas sejam danificadas.
91-2 

 

Plantas com propriedades terapêuticas produzem diferentes classes de metabólitos 

secundários - alcalóides, taninos, flavonóides, saponinas e outros; e o fazem em diferentes 

proporções, visto que alguns fatores podem influenciar na composição química dos vegetais, 

tais como habitat, sazonalidade, índice pluviométrico, radiação ultravioleta, altitude, 

temperatura, idade, água e solo (micro e macronutrientes), herbivoria e ataque de patógenos, 

composição atmosférica, ciclo
 

circadiano; enfim, dependem das características edafo-

climáticas e do seu potencial genético.
47,93
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A origem de todos os metabólitos secundários pode ser resumida a partir do 

metabolismo da glicose, via dois intermediários principais, o ácido chiquímico e o acetato. 

Alguns metabólitos secundários derivam não apenas de um desses intermediários, mas são 

resultado da combinação de uma unidade de ácido chiquimico e uma ou mais unidades de 

acetato, como é o caso das antraquinonas, flavonoides e taninos condensados.
92

 

Há relatos etnobotânicos que folhas jovens são mastigadas até formar pasta e são 

aplicadas em feridas para interromper sangramentos.
93

 Esta parte é formada por três porções: 

pecíolo, bainha e lamina e seus elementos químicos descritos até o momento, nas folhas, são: 

nitrogênio (N), fósforo (P), potássio (K), magnésio (Mg), cálcio (Ca), sódio (Na), cloro (Cl), 

enxofre (S), boro (B), manganês (Mn), ferro (Fe), cobre (Cu), molibdênio (Mo), zinco (Zn) e 

alumínio (Al), os quais podem estar agregados a esqueletos dos metabólitos secundários, tais 

como ligninas, flavonóides, flavanonas, alcalóides, terpenos e outros.
94

 

Estudos mostram compostos químicos encontrados nas folhas do Cocos nucifera L. 

como os ácidos para-hidroxibenzóico, ferúlico, 4-cumarínico, 4-hidroxibenzaldeído, vanílico; 

flavonóides, principalmente polifenóis, pequenos peptídeos e outros compostos bioativos, 

além de α-celulose, hemicelulose e lignina.
95-6

 Do fruto foram isolados triterpenos, saponinas, 

taninos condensados, catequinas, epicatequinas, β-procianidinas, compostos fenólicos, 

flavonoides, ácidos 4-hidroxibenzóico, vanílico, ferúlico, clorogênico e ascórbico.
97-100 

 

 

1.5 Radicais livres e antioxidantes 

Os radicais livres são substâncias formadas endogenamente no organismo humano e 

apesar de possuirem função fisiológica, podem causar lesões. Seus efeitos cumulativos são 

responsáveis pelo envelhecimento e estão envolvidos em doenças degenerativas, como 

catarata, câncer, aterosclerose, isquemia cerebral, disfunções cardiovasculares e outras.
101 

Espécies reativas de oxigênio como o radical hidroxila (OH), ânion radical 

superóxido (O2
-
) e hidroperoxila (ROO) causam danos ao DNA ou podem oxidar lipídios e 

proteínas, além de atacarem as cadeias de ácidos graxos polinsaturados dos fosfolipídios e do 

colesterol, abstraindo um hidrogênio do grupo metileno, o que desencadeia o processo de 

peroxidação lipídica nas membranas celulares.
 101-2

 

Os antioxidantes podem ser definidos como substâncias capazes de retardar ou inibir 

a oxidação de substratos oxidáveis, podendo ser enzimáticos ou não, tais como o α-tocoferol 

(Vitamina E), β-caroteno, ácido ascórbico (Vitamina C) e compostos fenólicos.
 103-4
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Os compostos fenólicos das plantas se enquadram em diversas categorias, tais como 

fenóis simples, ácidos fólicos (derivados de ácidos benzólico e cinâmico), cumarinas, 

flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisáveis, lignanas e ligninas, e outros. 

Dentre os quais, os flavonoides são os mais estudados como antioxidantes.
 103-8

 

Em extratos de diferentes partes do C. nucifera L. foram encontrados flavonóides, 

principalmente polifenóis e ácido ferúlico que é potente como antioxidante neutralizador de 

radicais livres que causam danos oxidativos nas membranas celulares e DNA. Esses 

compostos possuem um núcleo fenólico e um lado com cadeia estendida conjugada devido ao 

qual é capaz de se ligar aos radicais fenoxi que o estabelece como potente antioxidante e atua 

como fotoprotetor diminuindo a absorção dos raios UVA e UVB, além de redutor de eritemas 

causados na pele devido à exposição à radiação.
109 

Os antioxidantes são classificados em: primários, sinergistas, removedores de 

oxigênio, biológicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos (Tabela 1).
110

  

 
Tabela 1 - Classificação dos antioxidantes, suas funções e exemplos. Maceió-AL, 2012. 

 

Tipo  Função  Exemplos  

Primários  Removem ou inativam os Radicais 

livres. 

Compostos fenólicos:  

butil-hidroxi-anisol (BHA),  

butil-hidroxi-tolueno (BHT). 

Sinergistas  Aumentam a atividade de 

compostos primários. 

Alguns antioxidantes 

primários em combinações.  

Removedores de 

oxigênio  

Capturam O2 livre, por reações 

químicas estáveis.  

Vitamina C.  

Biológicos  Removem oxigênio ou compostos 

altamente reativos do sistema 

alimentício.  

Enzimas: glucose oxidase, 

superóxido dismutase e 

catalase.  

Agentes 

quelantes  

Complexam íons metálicos, 

principalmente cobre e ferro, que 

catalisam a oxidação lipídica.  

Ácido cítrico, fosfato e o 

ácido etilenodiaminotetra_ 

acético (EDTA).  

Mistos  Incluem compostos de plantas e 

animais que são utilizados como 

antioxidantes em alimentos.  

Proteínas hidrolisadas e 

flavonoides. 

  Fonte: adaptado de Silva, 2008. 



28 

 

 

 

As plantas são eficientes em sintetizar compostos orgânicos, enquanto que os 

animais e micro-organismos são dependentes da dieta, a priori, para obtê-los. A célula vegetal 

possui capacidade de produzir moléculas complexas, oriundas basicamente, de moléculas 

simples como nitrogênio amínicos e dióxido de carbono por rotas específicas em que 

moléculas simples são transformadas em produtos primários e secundários.
110

 

 

1.6 Citotoxicidade  

O objetivo fundamental de estudos de citotoxicidade é o de conhecer os aspectos de 

morbi-mortalidade de agentes químicos sobre o organismo, representado por manifestações 

clínicas e/ou alterações laboratoriais. Investigação da toxicidade de extratos de plantas, por 

métodos in vitro é o percurso mais recomendado, um indicador para a condução de 

experimentos pré-clínicos.
111

 

De acordo com o Guia para a realização de estudos de toxicidade pré-clínica de 

fitoterápicos, todo e qualquer fitoterápico, ou droga vegetal, em estudo, deve, 

obrigatoriamente, ser submetido a teste toxicológico.
112 

Substâncias ativas que se apresentam 

citotóxicas podem ser avaliadas quanto à atividade antitumoral, inseticida, larvicida ou 

cercaricida ou ainda, receber
 
modificações estruturais e serem novamente testadas quanto a 

citotoxicidade.
 111 

A redução da função mitocondrial, a com perda da permeabilidade, as mudanças na 

morfologia e replicação celular são o que permeiam, a priori, os testes de citotoxicidade. As 

células respondem por meio de diferentes mecanismos bioquímicos à presença de compostos, 

sendo a perda da função mitocondrial uma das respostas mais comuns e que é utilizada como 

sinal precoce de citotoxicidade.
113

 

Toxicidade é o fator que limita a liberação e consumo de fármacos, portanto, a 

análise de toxicidade associada à atividade biológica de compostos é fundamental para 

determinar sua aplicação estabelecendo-se o índice terapêutico
115

.  

Em respeito à ética e pela redução dos custos financeiros, o uso de animais para 

estudos toxicológicos deve ser evitados, melhor elegendo os testes in vitro de toxicidade. 

Esses ensaios fornecem informações sobre diferentes funções ou compartimentos celulares
116

. 

Direcionada pela afinidade e prosseguimento da linha de pesquisa básica adotada 

desde a graduação com o trabalho de conclusão de curso, pioneiro na pesquisa experimental 

da escola de Enfermagem da UFAL, no qual foi testada a capacidade cicatrizante do 

hidróxido de magnésio em ferida cutânea incisional in ratus. E principalmente, estigada pela 
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necessidade de identificação de propriedades terapêuticas em plantas para corroborar com o 

combate aos micro-organismos e agravos oxidativos que afetam o ser humano com crescente 

morbimortalidade pela multirresistência microbiana e doenças degenerativas; neste cenário, 

emergiu o interesse de investigar as propriedade terapêuticas das partes do Cocos nucifera L. 

ainda pouco exploradas, coletado em região alagoana a fim de ampliar o conhecimento da 

flora local e em respeito à segurança na utilização de novos produtos, destas inquietações 

culminou a seguinte pergunta de pesquisa: Os extratos brutos das folhas, pecíolo e cascas do 

caule do C. nucifera L. possuem atividade antimicrobiana, capacidade sequestradora de 

radicais livres e não são citotóxicos? 

Optou-se pela pesquisa pré clínica experimental in vitro como dissertação de 

mestrado, pelo fato de que a pesquisa básica é considerada etapa inicial, que necessita ser 

percorrida para subsidiar pesquisas clínicas, in vivo. Atrelada a incipiente quantidade de 

enfermeiros na área pré-clínica “de bancada”. Nesse contexto, busca-se a participação do 

enfermeiro para além de usuário de novas tecnologias e, seu engajamento no desenvolvimento 

de inovações tecnológicas,
45 

para a promoção da saúde da população, com ações que possam 

ser implementadas pelo Sus e cujos resultados contribuirão, posteriormente, para a inovação 

da prática clínica da Enfermagem. 

A perícia adquirida nos métodos utilizados neste estudo é facilitadora para a 

continuidade de pesquisas básicas na Enfermagem alagoana. 
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral 

 Investigar as atividades antimicrobiana, citotóxica e capacidade sequestradora 

de radicais livres dos extratos brutos etanólicos das folhas, pecíolo e casca do caule do C. 

nucifera Linn (coqueiro anão verde) in vitro. 

2.2 Objetivos específicos 

 Identificar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos frente às bactérias 

Gram positiva: Staphylococcus aureus, Gram negativas: Escherichia coli e Pseudomonas 

aeruginosa, e ao fungo Candida albicans; 

 Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos extratos ativos;  

 Verificar in vitro a citotoxicidade dos extratos; 

 Identificar a capacidade sequestradora de radicais livres.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS
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3.1 Tipo de Estudo 

Trata-se de um estudo pré-clínico de abordagem quantitativa do tipo experimental, 

no qual foram testados extratos brutos da folha, pecíolo da folha e casca do caule do C. 

nucifera Linn, desde a coleta e preparo dos materiais vegetais a análises laboratoriais.  

Este estudo consistiu na execução de ensaios in vitro, antimicrobianos por difusão 

em Ágar e determinação da concentração inibitória mínima - CIM por microdiluição frente a 

bactérias Gram positiva, Gram negativas e fungo; averiguação da capacidade sequestradora de 

radicais livres por análise qualitativa e quantitativa; teste de citotoxicidade pelo ensaio de 

viabilidade celular pelo método da conversão do sal MTT. 

 

3.2 Locais de realização 

Laboratório de Pesquisas em Tratamento de Feridas/LpTF da Escola de Enfermagem 

e Farmácia/Esenfar em parceria com o Instituto de Química e o Laboratório de Farmacologia 

e Imunidade/LAFI, todos da Universidade Federal de Alagoas (Ufal). 

 

3.3 Etapas do estudo: 

3.3.1 Material vegetal 

As folhas, pecíolo e casca do caule do C. nucifera Linn foram coletados na segunda 

quinzena do mês de setembro às 16 horas, em dia de sol parcialmente encoberto por nuvens. 

A coleta foi realizada com foice afiada, em coqueiro com idade de cinco anos, no estado de 

Alagoas (Figura 2A), na região de restinga no bairro de Massagueira, município de Marechal 

Deodoro/AL no litoral sul alagoano a 6 Km de Maceió (Figura 2B), situado em terreno de 

manguezal arenoso, nas proximidades da Lagoa Mundaú e do Oceano Atlântico (Coordenadas 

geográficas S 509º44’082” e O 35º49’957”).  

Amostras do material vegetal (folha e inflorescência) foram encaminhadas para 

reconhecimento por botânica do Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas (IMA), 

onde as exsicatas encontram-se catalogadas sob MAC nº 55.997. Foram respeitadas as 

recomendações de coleta tais como idade da planta, inspersão da qualidade do material e 

identificação das coordenadas geográficas.
117
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Figura 2 - Local de coleta do C. nucifera L. (A) Alagoas. (B) Marechal Deodoro. 

      Fonte: (A) Ache tudo e região, 2012. B) Flimar blog spot, 2010. 

 

3.3.2 Preparo dos extratos 

As amostras do vegetal (folhas, cascas do caule e pecíolo) da espécie C. nucifera 

Linn, após secagem à temperatura ambiente e trituração em moinho de facas foram pesadas 

em balança semi-analítica RADWAG
®
 WTB2000 calibrada e acondicionadas em vidros de 3 

litros para extração, pelo método de maceração, mediante a submersão das amostras vegetais 

em solvente polar: álcool etílico hidratado (EtOH) a 98% (Figura 3A). 

As folhas receberam extração, também com o solvente metanol PA (CH3OH) 

adicionado ao etanol a 98% na proporção 1:2 respectivamente. Este método de extração é 

feito a frio, o que requer mais segurança para o manipulador. Para uma única extração usa-se 

geralmente solvente polar (MeOH ou EtOH) e para mais de uma extração utiliza-se três tipos 

de solventes, iniciando pelo de menor polaridade (hexano – C6H12), seguido pelo de 

polaridade moderada (clorofórmio - CHCl3 ou diclorometano - CH2Cl2) e na sequência o 

polar (MeOH, EtOH ou H2O).
118

 

Após 30 dias de submersão da primeira extração das amostras, foram submetidas à 

dupla filtração, por gaze fixada por elástico na borda do vidro extrator e em funil com papel 

filtro. Adicionou-se EtOH à 98% no material vegetal restante e deixado em descanso por três 

dias, repetindo-se a filtração. Esse procedimento em triplicata (1ª com trinta dias, a 2ª e 3ª 

com cinco dias de submersão) foi realizado para obtenção do máximo da extração. Ao 

término da 3ª extração, os resíduos do vegetal foram descartados.
119

 

Sequencialmente, após cada etapa de extração, procedeu-se a concentração das 

soluções em evaporador rotatório (Rotaevaporador IKA
®

 RV 10 basic FISATOM) a 121 rpm 

em temperatura de 40-50 ºC e pressão de 650 mmHg (Figura 3B). Foram porcionados 300 mL 

para cada ciclo de rotaevaporação e o extrato acondicionado em potes de vidro esterilizados e 
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pesados em balança analítica. Os extratos acondicionados foram deixados destampados para 

secagem em estufa em temperatura de 40 ºC ou sobre estufa de aquecimento à vapor em 

temperatura de 40 ºC (Figura 3C).  

 

Figura 3 - Preparo dos extratos: Extrator (A); Evaporador rotatório; (B) Estufa à vapor (C); 

Extratos do C. nucifera L. e Balança analítica (D). 

Fonte: (A e D) Autora da pesquisa, 2012. (B) Biovera, 2011. (C) Cial, 2012. 

 

O preparo dos extratos ocorreu no Laboratório de Pesquisa em Química de Produtos 

Naturais do Instituto de Química e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas 

(IQB/Ufal) e no Laboratório multidisciplinar de Farmácia/Esenfar/Ufal. 

Os quatro extratos brutos foram extraídos sucessivamente em triplicata com o mesmo 

solvente recuperado. Foram preparados extratos brutos etanólicos das folhas (lâmina), 

pecíolos e casca do caule da referida espécie vegetal, obtendo-se o total de três extratos brutos 

etanólicos (folhas, cascas do caule e pecíolo) e um extrato etanol/metanol (folhas) na 

proporção 2:1 respectivamente.  

Estes extratos brutos foram submetidos a ensaios in vitro para avaliação da atividade 

antimicrobiana por difusão em Ágar, determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

pela microdiluição, investigação da atividade citotóxica pelo método de viabilidade celular 

pela conversão do sal de tetrazólio (MTT) e a capacidade sequestradora de radicais livres por 

ensaios qualitativo e quantitativo.  

 

3.3.3 Ensaios antimicrobianos in vitro 

No Brasil, os testes de avaliação antimicrobiana são padronizados pela Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária e Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
120

 

A solubilização das amostras vegetais foi conduzida considerando-se a facilidade ou 

dificuldade da mesma ser dissolvida com auxílio de banho termoultrassônico. Para tanto, 

A 

B 

C 

D 
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foram implementados vários testes,
121 

conforme apresentado a seguir: a) Teste de 

solubilização em água: alicotou-se amostra do extrato com bastão de vidro e homogeneização 

em água destilada em vidro tipo relógio; b) Teste de Solubilização em Propilenoglicol PA 

(C3H8O2): macerou-se 1 g do extrato em 2 gotas de Propilenoglicol, com bastão em vidro tipo 

relógio; em seguida adicionou-se 1 mL de SF 0,9%; c) Teste de Solubilização em Cremophor 

+ Propilenoglicol: solubilizou-se 1 g do extrato em 2 gotas de Cremophor + 1 mL de 

Propilenoglicol PA despejando-se em frasco ampola e lavando o vidro de relógio de 1 em 1 

mL até completar 5 mL de Propilenoglicol para obter solução a 20%
 

. d) Teste de 

Solubilização em Cremophor + SF 0,9%: macerou-se 1 g do extrato em 2 gotas Cremophor + 

1 mL de SF 0,9%, sendo esta a solubilização usada, por ter sido a que melhor solubilizou as 

amostras.
122 

O biomonitoramento antimicrobiano in vitro foi realizado pelo método de difusão 

em Ágar por meio dos testes de difusão em disco e perfuração em placa. Sequencialmente foi 

determinada a CIM dos extratos pela microdiluição em caldo.
123-4

 

Os experimentos antimicrobianos in vitro, com os extratos brutos das folhas, pecíolo 

das folhas e casca do caule do C. nucifera L., foram realizados por meio de análises de 

inóculos contendo micro-organismos com cepas padrão Gram positiva: Staphylococcus 

aureus (ATCC 25923) Gram negativas: Escherichia coli (CCCCD/ E008 e ATCC 25922) e 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853 e CCCD P003), e ao fungo Candida albicans 

(ATCC 10231 e CCCD/CC001), pela difusão em disco e perfuração em Ágar. Foi 

identificada a CIM dos extratos ativos pelo método de microdiluição em caldo.
125-6 

Todos os 

testes foram realizados em triplicata.  

 

3.3.3.1 Ensaios antimicrobianos in vitro pela difusão em disco 

O teste de difusão em Ágar, também chamado de difusão em placas, é um método 

físico no qual o micro-organismo é desafiado contra a substância biologicamente ativa em 

meio sólido de cultura e relaciona-se ao tamanho da zona de inibição de crescimento do 

micro-organismo contra a concentração da substância testada.
127

 A aplicação do método de 

difusão se limita a espécieis de crescimento rápido, sendo eles aeróbios ou aeróbios 

facultativos. A avaliação é comparativa frente ao padrão biológico de referência (controle 

positivo) e a zona (halo) de inibição de crescimento é medida partindo-se da circunferência do 

disco ou poço, até a margem onde há crescimento microbiano.
127

  

Inóculos com os micro-organismos foram preparados na concentração de 

aproximadamente 10
8 

UFC/mL correspondente ao padrão 0,5 na escala de McFarland (Figura 
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4) e semeado em placas de Ágar Müeller-Hinton para bactérias e Sabouraud-Dextrose para os 

fungos. Em cada placa foram depositados três discos testes impregnados com 20 µL da 

amostra teste, um disco de controle negativo e um disco controle positivo.  

Solução estoque foi solubilizada em etanol PA. Discos estéreis de papel filtro de 6 

mm de diâmetro foram impregnados com 20 μL da solução estoque, que corresponde a 1000 

μg/disco. Como controle positivo para os fungos foram utilizados discos impregnados com 20 

μL de miconazol.
128 

Nos ensaios com bactérias foram usados discos padronizados de 

gentamicina (10 μg/disco) e de ciprofloxacina (5 μg/disco).
129 

O controle negativo foi feito 

com discos impregnados com o solvente utilizado na solubilização das amostras.  

 

 

   Figura 4 - Escala de MacFarland. Tubo 5 (1,5x10
6 
UFC/mL). 

   Fonte: Bastos, 2008. 

 

Conforme protocolo de preparação dos discos teste com os extratos (Anexo G), os 

experimentos foram realizados em triplicata, de acordo com o método de difusão em disco. 

Os discos foram distribuídos na superfície das placas de Petri semeadas com os micro-

organismos. Após a difusão dos extratos, as placas foram vertidas e incubadas a 36° C por 24 

horas para bactérias, e a 28 ºC durante 48 horas para os fungos.
130

 A atividade inibitória das 

amostras foi avaliada pela formação de halo de inibição do crescimento dos micro-organismos 

em torno dos discos, mensurado com auxílio de um paquímetro.  

O halo de inibição induzido pelos materiais testados foi comparado com os obtidos 

nos controles positivos. Os resultados foram expressos em termos de tamanho do diâmetro do 

halo de inibição do crescimento microbiano, conforme os seguintes critérios: menor que 9 
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mm  não ativo; 9 - 14 mm  parcialmente ativo; maior que 14 a 17 mm  ativo e maior 

que 17 mm  muito ativo.
123

  

A percentagem de inibição do crescimento foi calculada de acordo com a fórmula 

seguinte; considerado ativo quando o percentual de inibição ≥75%, moderadamente ativo 

quando % de inibição ≥25% e < 75 e considerados inativos quando % de inibição <25%).
131 

 

 

 

3.3.3.2 Ensaios antimicrobianos in vitro pela perfuração em Ágar 

O ensaio aconteceu conforme metodologia esquematizada na Figura 6. Em placas de 

Petri adicionaram-se 2 mL de Ágar Mueller Hinton para bactéria e Sabouraud Dextrose para 

fungos, confeccionando-se assim a camada-base, seguida da colocação de cinco ponteiras de 

7 mm invertidas em pontos equidistantes para confecção de poços. Homogeneizado 100 μL 

da solução microbiana (10
8 

UFC/mL) em 10 mL do meio e vertido na placa; após gelatização 

retirou-se as ponteiras e adicionou-se 50 μL do extrato a 10% em cada poço.
132-3 

 

 

     Figura 5 - Esquema Ensaio Perfuração em Ágar. 

     Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 

 

Foi utilizado como controle negativo duas gotas de cremophor homogeneizado em 1 

mL de SF 0,9% e como controle positivo para as bactérias a Ceftriaxona (Gram positiva) e 
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Ciprofloxacina (Gram negativa) e o Miconazol para o fungo. Em seguida as placas foram 

incubadas em estufa a 36 ºC por 24 horas para bactérias e 28 ºC por 48 horas para fungos. 

Decorrido o período de incubação, mensuraram-se os halos de inibição com o auxílio de 

paquímetro.
14,134

 

A preparação do extrato a 10% (solução estoque) foi realizada com 1 g do extrato + 2 

gotas de cremophor + 1 mL de SF 0,9%. Homogeneizado e macerado com bastão de vidro em 

um vidro de relógio. Despejado em frasco ampola e colocado em banho ultrassônico.
122

 

 

3.3.3.3 Concentração inibitória mínima (CIM) 

A microdiluição é uma das técnicas mais utilizadas quando se deseja realizar 

triagem. Além de apresentar boa reprodutibilidade, possibilita a avaliação da atividade 

antimicrobiana e proporciona a determinação da CIM dos extratos. A CIM foi definida como 

a menor concentração do extrato em µg/mL capaz de impedir o crescimento microbiano.
123

  

Os extratos vegetais que apresentaram atividade antimicrobiana para as cepas 

microbianas e halos de inibição iguais ou maiores que 9 mm nos ensaios de perfuração em 

Ágar foram submetidos ao teste de microdiluição em caldo para a determinação da CIM em 

placas de 96 cavidades estéreis.  

Foi utilizado o Protocolo de Microdiluição em Caldo Müller Hinton (Anexo B). 

Alíquota de 200 µL de cada extrato vegetal foi preparado na concentração de 2000 µg/mL, 

empregando-se um ml de SF 0,9% com duas gotas de cremophor como solvente na 

solubilização das amostras. Em seguida, os extratos solubilizados foram filtrados por filtros 

milipore 0,45 µm e inoculados nas colunas de 1 a 9 da linha A da placa de 96 poços. Os 

demais orifícios foram preenchidos com 100 µL de caldo Müeller-Hinton (duas vezes 

concentrado).
102 

Alíquota de 100 µL do conteúdo de cada orifício da linha A foi transferido 

para linha B e após homogeneização, o mesmo volume foi transferido para a linha C, 

repetindo-se até a linha H, obtendo-se assim concentrações decrescentes dos extratos (1000 

µg/mL- linha B; 500 µg/mL- linha C; 250 µg/mL- Linha D e sucessivamente).
123, 134

 
 

Os inóculos microbianos na concentração de 0,5 de McFarland (10
8
UFC/mL) foram 

diluídos 1/10 em solução salina estéril (0,9%) e desta diluição 5 µL (10
4
 UFC/mL) foram 

depositadas em todos os orifícios das linhas A-H. Os orifícios das colunas 10, 11 e 12 foram 

destinados para os testes de controle do experimento. Os orifícios da coluna 10 foram 

reservados para o controle negativo da atividade inibitória do diluente, utilizado na 

solubilização dos extratos. Nesta coluna, a solução de 1 ml de SF 0,9% homogeneizado com 2 
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gotas de cremophor foi diluída em caldo Mueller-Hinton até a linha H e o mesmo inóculo 

microbiano foi acrescido.
123,134

 

Os orifícios da coluna 11 receberam apenas caldo Mueller-Hinton e o inóculo 

microbiano, possibilitando o controle positivo da viabilidade bacteriana e os orifícios da 

coluna 12 receberam apenas caldo Mueller-Hinton para a verificação da esterilidade da placa.
 

As placas foram incubadas em estufa microbiológica a 36 
o
C por 18 horas. Decorrido este 

tempo foi acrescido a todos os orifícios 20 µL de solução aquosa de Cloreto 2,3,5 Trifenil 

Tetrazolium - TTC (VETEC) a 0,5%.  As placas foram reincubadas por mais três horas para a 

análise qualitativa.
123,134-5

 

Após esta última incubação a presença da coloração vermelha nos orifícios foi 

interpretada como prova negativa do efeito inibitório do extrato, enquanto a ausência da 

coloração vermelha foi considerada prova positiva da ação inibitória do extrato. 

O TTC é um reagente comumente utilizado na detecção de metabólitos de células 

eucarióticas. Ele produz hidrônio (H
+
) na sua forma reduzida formando o trifenil formazan 

que possui coloração vermelha, indicadora de atividade microbiana (Figura 7). Cada teste foi 

realizado em triplicata. 

 

 

Figura 6 - Esquema de redução do Cloreto 2,3,5 Trifenil Tetrazolium (TTC). 

Fonte: Vieira, 2008. 

 

O grau de atividade foi determinado segundo os critérios:
123

 a) CIM < 100 μg/mL: 

ativo; b) CIM = 100 < 500 μg/mL: moderadamente ativo; c) CIM > 500: inativo.  

 

3.3.4 Avaliação da citotoxicidade pelo ensaio de viabilidade celular / MTT 

O objetivo deste teste de viabilidade é verificar o potencial citotóxico dos extratos. 

Utilizou-se a técnica colorimétrica com a solução de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-

difeniltetrazólio (MTT), que se baseia na verificação da atividade e integridade celular, 
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através da clivagem do sal de tetrazólio, de cor amarela, em cristais de formazan, de cor 

violeta pela enzima succinato desidrogenase presente nas células ativas.
44,114-5, 133,162

 

A quantidade de cristais formada é diretamente proporcional ao número de células 

viáveis. Assim, quanto mais escura a coloração ao final da reação, maior é a viabilidade 

celular. A densidade óptica resultante do teste MTT foi determinada em espectrofotômetro. 

Este teste foi realizado em triplicata.
137 

Realizados os testes com os extratos brutos do Cocos nucifera Linn nas 

concentrações de 2000, 1000, 200 e 100 µg/mL correspondentes a 2,0; 1,0; 0,2 e 0,1 % de 

solvente DMSO respectivamente. As amostras foram preparadas a partir de 0,030 g do extrato 

em eppendorf por balança analítica e solubilizado em 300 µL de DMSO PA com auxílio do 

Vortex, formando a solução de 100 mg/mL filtrada com miliporo de 0,22 µm e 13 mm.
138 

Foram plaqueados, em placa de 96 poços, macrófagos da linhagem J774 na 

densidade de 2 x 10
5
 células/poço, contadas e ajustadas em meio DMEM suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB). Cada poço recebeu 200 µL do meio com as células. Nos 

poços testes foram acrescentados os extratos e a placa foi incubada em estufa a 37°, atmosfera 

úmida e 5% de CO2 no modo overnight por 48hs para adesão dos macrófagos.
 137-8,40

 

Após o período de incubação total (48 hs), o sobrenadante foi descartado e 

adicionado em cada cavidade 100 µL da solução de MTT (500 µg/mL) e reincubadas por 1 

hora para determinar a viabilidade celular. Após esse período o sobrenadante foi desprezado e 

o precipitado foi ressuspendido com 100 uL de DMSO.  

Para a quantificação do sal de formazan reduzido (coloração azul), as placas foram 

interpretadas em espectrofotômetro no comprimento de onda 550 nm. 

Os poços controles consistiram de células cultivadas apenas com meio de cultura 

suplementado com 10% de SFB (controle positivo) e células cultivadas acrescidas do diluente 

DMSO (controle negativo). O grupo de células mortas (Controle positivo - três poços) foi 

obtido 1 hora antes da adição do MTT por meio da lise celular com a adição de 2 μL de Triton 

100X para dissolver os cristais de Formazan. A viabilidade celular nos poços com os extratos 

foi comparada ao padrão de morte obtido nas culturas controles.
137-8,40

 

Essa técnica tem a capacidade de analisar a viabilidade celular e o estado metabólico 

da célula a partir da redução do sal de tetrazólio a formazan. Avalia citotoxidade.
137-8,40 
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3.3.5 Avaliação da capacidade sequestradora de radicais livres  

3.3.5.1 Avaliação qualitativa da capacidade sequestradora de radicais livres 

Todos os extratos brutos foram submetidos a ensaios para avaliação qualitativa da 

capacidade sequestradora de radicais livres frente ao radical sintético DPPH (Figura 7A)
140

  

As amostras dos extratos passaram por dissolução em Hexano (C6H12), Acetato de 

etila (AcOEt), Metanol (MeOH) e Clorofórmio (CHCl3). Alíquotas de 2µL de cada extrato 

foram aplicadas através de capilares de vidro em cromatoplacas (Sílica gel 60 PF254) e eluidas 

em sistemas de solventes adequados.
141

 

Após evaporação dos solventes em temperatura ambiente aplicou-se o controle 

positivo [(+)-catequina (2 µL, 1mg/mL em CHCL3)], conforme Figura 7B. As cromatografias 

foram imersas, durante 10 segundos, em solução metanólica do radical sintético DPPH a 0,4 

mM e em seguida secas a temperatura ambiente. O surgimento de manchas amarelas sob 

fundo roxo nos Rfs das substâncias sugere atividade antioxidante. O princípio consiste em: 

DPPH + Radical livre = coloração roxa / DPPH – Radical livre = cor amarela.
141-2

 

  

 

A 

 

 

B 

Figura 7 - Radical sintético: DPPH (A). Controle positivo: catequina (B). 

Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 

 

3.3.5.2 Avaliação quantitativa da capacidade sequestradora de radicais livres (DPPH) 

Os extratos brutos que apresentaram resultados positivos (mancha amarela) nos 

ensaios qualitativos foram submetidos a ensaios para avaliação quantitativa frente ao radical 

sintético DPPH, que é baseado na capacidade do radical livre estável 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil em reagir com substâncias doadoras de H (DPPH• + [AH]n ® DPPH-H + [A]n) 

incluindo compostos fenólicos. Foi utilizado DPPH em metanol espectroscópico seguindo a 

técnica descrita e determinar as CI50.
141-2

 

Após obtenção da curva de calibração, alíquotas de 0,1 mL de cada concentração dos 

extratos foram colocadas em cubetas e adicionadas 0,9 mL da solução do radical DPPH (100 
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µmol/L). As soluções foram protegidas da luz, homogeneizadas e as leituras das diferentes 

concentrações (200 a 12,5 µg/mL) foram realizadas nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos.  

As absorbâncias das soluções foram registradas contra o branco de Metanol 

espectroscópico. A percentagem de DPPH remanescente (DPPHREM) no meio reacional foi 

obtida a partir da equação matemática da curva de calibração e dos valores de absorbância 

obtidos após 60 minutos de análise para cada concentração testada:
143 

 

Onde: 

[DPPH]T=t = concentração de radical DPPH no meio após a reação com o extrato. 

[DPPH]T=0 = concentração inicial de radical DPPH no meio (40 mg/mL ou 100 µmol/mL) 

Os resultados de percentagens de radical DPPH remanescente versus as 

concentrações testadas (200 a 12,5 µg/mL) foram plotados, através do programa Microcal 

OriginPro 6.0. A quantidade de antiradical necessária para diminuir a concentração inicial de 

DPPH em 50% (CI50) foi obtida usando o modelo matemático Y= a+b.x 

Onde, x= concentração e Y= constante de Absorbância = 50%. 

 

Obtenção da curva de calibração 

Seguindo o Protocolo de Diluições para Curva de Calibração (Anexo C), nove 

concentrações (40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5 e 1 µg/mL) foram preparadas a partir da solução 

estoque de DPPH em MeOH, na concentração inicial de 40 mg/mL (100 µmol). A 

absorbância de cada solução a 515 nm foi determinada utilizando cubetas de poliestireno com 

percurso óptico de 1cm, contendo 1 mL de solução. Foi utilizado espectrofotômetro UV/VIS 

modelo UV-mini-1240 Shimadzu e MeOH espectroscópico grau HPLC como branco.
142-4

 

As absorbâncias resultantes foram medidas em diferentes intervalos de tempo: 0, 15, 

30, 45 e 60 minutos de reação. Para a construção da curva de calibração foram utilizadas as 

médias de absorbância obtidas versus as concentrações usadas (40 a 1 mg/L) através de 

análise de regressão linear utilizando o software Microcal OriginPro 6.0, para obtenção do 

desvio padrão (DP) e coeficiente de correlação R = 0,9997 das amostras testadas.
142-4

 

 

Preparo das soluções dos extratos brutos 

As soluções estoques foram preparadas a partir de 2 mg de extrato bruto 

solubilizados em 10 mL de metanol. De cada extrato, foram testadas as concentrações 200, 
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150, 100, 50, 25 e 12,5 µg/mL, seguindo o protocolo de concentração dos extratos (Anexo D). 

O ácido gálico e o BHT foram utilizados como antioxidantes padrões, submetido ao mesmo 

procedimento experimental: preparados a 40 µg/mL em MeOH espectroscópico.
142-4

 

 

Análise cinética da reação 

Analisada na concentração de 100 µg/mL para extratos e padrões como valor de 

referência par obtenção dos gráficos (DPPHREM x tempo). As análises tiveram duração de 60 

minutos, com frequência a cada 15 min. Os resultados foram comparados com os padrões e 

classificados em cinética lenta ou rápida.
142-4

 

 

3.3.6 Peso seco das amostras do vegetal 

O peso seco de cada parte (caule, folha e pecíolo) do C. nucifera L. foi obtido pelo 

método de liofilização que resulta no rendimento vegetal após sua desidratação, para na 

sequência identificar os rendimentos dos extratos. Este método oferece estabilidade por longo 

período de armazenagem.
 
Para sua obtenção, 200 g das partes do C. nucifera L.foram pesados 

em balança analítica WTB 200 e congeladas em temperatura de - 8 ± 1ºC por 72 horas. Em 

seguida colocados nos vidros específicos do Liofilizador, permanecendo no aparelho Thermo 

Savant (Micro Modulyo, vácuo VLP 200 Valupump) por 72 horas, até a total desidratação.
145

 

Realizado no Laboratório de Pesquisa em Química dos Produtos Naturais - LPQPN 

do Instituto de Química e Biotecnologia. 

 

3.3.7 Análise estatística  

Os resultados dos ensaios antimicrobianos foram submetidos à Análise de Variância 

(ANOVA) seguida do teste de Tukey; os níveis de significância entre os grupos experimentais 

e controles foram feitos utilizando-se o Teste T de Student.  

Para os testes de citotoxicidade foi utilizado o software Excel e submetidos à Análise 

de Variância (ANOVA) do Prisma e aplicado teste de Dunnett cujos resultados da média da 

triplicata foram expressos em gráficos. 

Nos testes de Avaliação Quantitativa da Capacidade Sequestradora de Radicais 

Livres utilizou-se o software Microcal OriginPro 6.0. Os resultados foram expressos como 

média e desvio padrão de três determinações. Os dados foram submetidos à análise de 

variância de um fator (ANOVA one-way).  

Adotou-se nível de significância p<0,05 expressos como média de desvio padrão.
110
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3.3.8 Aspectos éticos 

Esta pesquisa foi aprovada com nº: 018748/2011-71 pelo Comitê de Ética e Pesquisa 

da Ufal (Anexo A). 

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados in vitro com células da linhagem J774. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO
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4.1 Rendimento do material vegetal  

 

Folha, pecíolo e caule do C. nucifera Linn, foram submetidas ao cálculo de 

rendimento de sua matéria após a desidratação de 200 g in natura pela técnica de liofilização. 

Rendimentos em grama e em percentagem estão dispostos na Tabela 2. 

 

Tabela 2 - Rendimento das amostras desidratadas de C. nucifera L. Maceió-AL, 2012. 

Partes do Cocos 

nucifera Linn. 

Peso “in 

natura”  

Rendimento desidratado/ 

peso seco 

(g) (g) (%) 

Folha  200  88,40  44,20 

Pecíolo da Folha  200  52,80  26,40 

Caule  200  46,50  23,25 

      Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012. 

Verifica-se que a espécie vegetal possui viabilidade de utilização no que se refere ao 

rendimento de sua matéria após a desidratação. Para este achado, foram registradas as 

condições edafoclimáticas na coleta do vegetal, quando no final do mês de setembro, os 

índices pluviométricos estão reduzidos na região do nordeste alagoano, coincidindo com o 

início da primavera.  

 

4.2 Rendimentos dos extratos brutos 

 

Os extratos brutos foram obtidos a partir das seguintes quantidades do vegetal 

desidratadas: folha extraído em etanol/metanol 2:1 (170,90 g); folha etanólica (200 g); pecíolo 

da folha etanólica (182,00 g) e caule etanólico(226,66 g). 

Após extração e filtração de plantas secas, usualmente, obtem-se extratos líquidos 

que, se levados a resíduos por evaporação, fornecem quantidade de material sólido na 

proporção de 30% aproximadamente, com variação de 5-50% dependente da solubilidade dos 

seus metabólitos.
146  

Os maiores rendimentos dos extratos brutos desta pesquisa com C. nucifera Linn 

foram obtidos das folhas extraídas pela solução de etanol/metanol (2:1) respectivamente, com 

percentagem de 28,1% considerado na média do bom rendimento, e dentro desta estimativa 

renderam as demais partes do C. nucifera Linn; valores específicos estão apresentados na 

Tabela 3.  
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Tabela 3 - Rendimentos dos Extratos brutos de Cocos nucifera L. Maceió-AL, 2012. 

Peso seco 

(g) 

Extratos Rendimentos 

(g) (%) 

200,00 Folha (EtOH) 21,10 10,60 

170,90 Folha (EtOH/MeOH 2:1) 43,40 28,10 

182,00  Pecíolo da Folha (EtOH) 19,40 10,70 

226,66 Caule (EtOH) 21,40 9,50 

     Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012. 

 

Quando comparados com estudo da mesma família Arecaceae e outras espécieis 

vegetais, por exemplo, os extratos etanólicos de folhas de Qualea grandiflora e raiz de 

Copernicia prunifera, no qual foram obtidos rendimentos de 9,8 e 4,6 % respectivamente
123 

pode-se
 
perceber o relevante rendimento das folhas, pecíolo e caule do C nucifera Linn. Estes 

percentuais de rendimentos viabilizam seu uso com sustentabilidade. Atrelado a isto, as 

quantidades produzidas foram mais do que suficiente para a realização dos experimentos. 

 

4.3 Resultados dos ensaios antimicrobianos in vitro 

Pesquisas na busca por novos tratamentos fitoterápicos que auxiliem profissionais da 

saúde no tratamento das doenças são imprescindíveis para a melhoria do acesso da população 

aos medicamentos, à inclusão social e regional, ao desenvolvimento industrial e tecnológico, e 

uso sustentável da biodiversidade brasileira.
147

 Além disso, atrelados ao combate à resistência 

microbiana e ao relato etnobotânico das propriedades biológicas e terapêuticas
148

; foram 

realizados testes antimicrobianos de difusão em disco, perfuração em Ágar e determinação da 

concentração inibitória mínima, com os extratos brutos do Cocos nucifera L. cujos resultados 

são corroborativos no combate ao Stafilococos aureus e Pseudomonas  aeruginosa 
 

 

4.3.1 Resultados dos ensaios antimicrobianos in vitro pela difusão em disco 

Os quatro extratos brutos foram avaliados frente às bactérias S. aureus; P. 

aeruginosa e E. coli; e ao fungo C. albicans, na concentração de 1.000 μg/disco pela técnica 

de difusão em disco.  

Frente ao S. aureus (Figura 8), apenas o extrato da pecíolo apresentou atividade, no 

entanto, forte atividade antimicrobiana com percentual de inibição do crescimento em 76,5%. 

Este valor frente à bactéria Gram positiva é considerado elevado quando correlacionado com 

os parâmetros existentes 
131, 146, 149-50 

 e significativa, pois apesar de fazer parte da microbiota 
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normal do corpo humano, o S. aureus é um patógeno que atua numa gama de infecções, 

dentre elas em feridas cirúrgicas, com maior gravidade em indivíduos imunocomprometidos; 

intensificada a problemática pelas cepas resistentes emergentes.
142

 

 

.  
Figura 8 - S. aureus. Corado pelo método de Gram (A). Micrografia eletrônica (B).  

Fonte: A) Smith, 2007. B) Todar K, 2012. 

 

Até a década de 60 o S. aureus era sensível à penicilina, porém, cepas resistentes 

tornaram-se problema de saúde pública. A criação do beta-lactâmico sintético (meticilina) foi 

a solução encontrada; porém, surgiram os S aureus resistentes a meticilina-MRSA, e 

apresentaram resistência a todos os beta-lactâmicos. A vancomicina passou a ser utilizada e 

em 2002 surgiram os primeiros registros de resistência.
46,77  

Diante desta trajetória de resistência, fazem-se necessárias alternativas 

antimicrobianas para este patógeno. A forte atividade inibitória apresentada pela pecíolo da 

folha do Cocos nucifera Linn parece ser uma opção promissora. 

Dos quatro extratos testados frente à bactéria Gram negativa. P aeruginosa, o extrato 

etanólico/metanólico (2:1) das folhas foi considerado ativo com percentual de inibição de 

76%. (halo de inibição ≥ 75%), o extrato etanólicoda pecíolo foi moderadamente ativo com 

halos 29,4% (inibição ≥ 25% e < 75%). Os extratos etanólicos do caule e folha não 

apresentaram halo, portanto inativos (inibição < 25%),
131

 conforme explicitado na Tabela 4.  

Outra classificação restrita à dimensão do halo formado pelo extrato remete que, os 

extratos brutos das folhas etanólico/metanólico (2:1) e pecíolo etanólico do C. nucifera L. 

foram ativos contra P aeruginosa (halos ≥ 9 mm)
142

 e apenas o extrato da pecíolo foi ativo 

para S aureus. Esta classificação foi adotada no estudo que testou o extrato da A. macrocarpa 

frente ao S. aureus e obtiveram sensibilidades com halos de inibição entre 19 a 25 mm.
54

 

Estes resultados são compatíveis com os descritos em estudos, nos quais a atividade 

antibacteriana contra Gram positivas apresentaram, em geral, halos de inibição maiores do 

http://www.life.umd.edu/cbmg/faculty/asmith/smith2.html
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que os das Gram negativas devido a maior susceptibilidade das Gram positivas, pois só 

possuem uma camada externa de peptidoglicano que não é barreira eficaz. 
77, 86, 131 

Os resultados encontram-se expressos em médias da triplicata dos halos de inibição do 

crescimento microbiano, na Tabela 4. 

 

Tabela 4 - Halos de inibição do crescimento microbiano pelos extratos brutos do C. nucifera 

L. por difusão em disco (1000 μg/disco). Maceió-AL, 2012. 

 

 

Micro-

organismos 

Média dos Halos de inibição (mm)  

Extratos brutos (1000 μg/disco).  

Folha 

EtOH 

Folha 

EtOH/MeOH 

2:1 

Pecíolo 

da folha 

EtOH 

Caule 

EtOH 

Controle 

Positivo 

 

S. aureus  

ATCC 25923 

0,0 0,0 13,0 0,0 17
B
 

P. aeruginosa  

ATCC 27853 

0,0 26,0 10,0 0,0 34
A
 

E. coli   

CCCD E008 

0,0 0,0 0,0 0,0 34
A
 

C. albicans  

CCCD/CC0001 

0,0 0,0 0,0 0,0 21
C
 

A
Ciprofloxacina 5µg; 

B
Gentamicina 10µg, 

C
Miconazol 50μg.  

   Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012. 

 

Nenhum dos extratos do C. nucifera L. inibiu a Gram negativa E. coli. Compatível 

com os resultados obtidos em pesquisa que relata que bactérias Gram negativas, como E. coli 

e P. aeruginosa podem oferecer barreira na permeabilidade, devido à composição química de 

sua parede celular.
77, 151-2

 

Os achados deste estudo corroboram com a pesquisa realizada na Índia, que utilizou 

outra parte desta mesma espécie vegetal, na qual a atividade antimicrobiana da raiz do C. 

nucifera foi demonstrada frente aos mesmos micro-organismos aqui testados.
153

 

As atividades antimicrobianas encontradas nos extratos brutos das folhas e pecíolo 

do C. nucifera L. são relevantes e estimulam a busca por atividade bactericida em outros 

micro-organismos Gram positivos e Gram negativos; visto que a descoberta de 

biocomponentes de plantas com atividade antimicrobiana pode levar a terapias opcionais.  
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4.3.2 Resultados dos ensaios antimicrobianos in vitro pela perfuração em Ágar 

O extrato da folha do C. nucifera Linn extraído por etanol/metanol (2:1) inibiu o 

crescimento de S. aureus (Figura 9) com média dos halos de inibição de 21 mm; valor este, 

aproximado do Controle Positivo – Ceftriaxona com 26,5 mm. Apresentou também atividade 

bactericida para P. aeruginosa (Figura 10) com halo de 12 mm, enquanto o Controle Positivo: 

Ciprofloxacina halo de 34 mm. 

 

 

        Figura 9 - Inibição de S. aureus. Halo de 21 mm do extrato etanólico/metanólico (2:1) das 

folhas do C. nucifera L. (A). Controle Ceftriaxona - halo 26 mm (B). 

Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 

 

 
 

Figura 10 - Inibição de P. aeruginosa. Halos 12 mm pelo extrato etanólico/metanólico 

(2:1) das folhas do C. nucifera L.(A). Controle Ciprofloxacino - halo 34 mm (B). 

Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 

Os resultados frente à Gram negativa foram positivos (halo de inibição de 12 mm) 

visto que P. aeruginosa apresenta resistência conferida por: degradação enzimática do 

medicamento, pouca expressão de proteínas de membrana, resistência a diferentes 

B 
A 

A 
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antimicrobianos como cefalosporinas e carbapenêmicos, alteração do sítio de ação; vias 

metabólicas alternativas e diminuição da concentração intracelular do antimicrobiano 

(diminuição da permeabilidade, alteração de sistemas de transporte na célula, afluxo ativo – 

eliminação do medicamento por hiper-expressão de bombas de efluxo).
151

 

Os testes realizados com os extratos etanólicos do caule, pecíolo e folha etanólica a 

10% contra: S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e C. albicans não apresentaram atividade 

antimicrobiana nos ensaios de perfuração em Ágar (Tabela 5). 

 

Tabela 5 - Halos de inibição do crescimento microbiano pelos extratos brutos do C. nucifera pela 

técnica de perfuração em Ágar. Maceió-AL, 2012. 

 

 

Micro-

organismos 

 Média dos halos de inibição (mm)  

 Extratos brutos a 10%  

Folha 

EtOH 

Folha 

EtOH/MeOH 

2:1 

Pecíolo 

da folha 

EtOH 

Caule 

EtOH 

 

CP 

S. aureus  

ATCC 25923 

0,0 21 0,0 0,0 26,5
A
 

P. aeruginosa  

ATCC 27853 

0,0 12 0,0 0,0 34
B
 

E. coli   

CCCD E008 

0,0 0,0 0,0 0,0 34
B
 

C. albicans  

CCCD/CC0001 

0,0 0,0 0,0 0,0 21
C
 

        CP= Controle Positivo: 
A
Ceftriaxona 30µg; 

B
Ciprofloxacina 5µg; 

C
Miconazol 50μg. 

         Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012. 

 

A ausente atividade inibitória dos extratos sobre a bactéria Gram-negativa E coli 

pode estar relacionada com as diferenças estruturais que estas bactérias apresentam em 

relação às Gram-positivas. Por exemplo, por possuírem parede celular com membrana dual 

em forma de envelope complexo, o que lhe confere proteção e maior resistência.
154

 

A atividade seletiva em Gram negativas também foi observada no estudo que testou 

extratos de folhas e ramos da Ilex paraguariensis e identificou sensibilidade de P. aeruginosa 

e Proteus mirabilis ao extrato e resistência para E. coli, levantando a hipótese de que pode 

existir características específicas da E. coli que a tornam  resistentes aos extratos.
155 
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Os resultados dos testes antimicrobianos pela perfuração em Ágar são valiosos, pois, 

os extratos brutos das folhas e pecíolo do C. nucifera apresentaram efeito inibidor do 

crescimento de bactérias Gram-positiva e Gram-negativa seletivo. 

 

4.3.4 Concentrações inibitórias mínimas (CIM / MIC) 

 

A microdiluição é uma das técnicas mais utilizadas para triagem antimicrobiana. 

Apresenta boa reprodutibilidade e proporciona a determinação da CIM. Sua leitura auxiliada 

pelo reagente cloreto de 2,3,5 trifenil tetrazólio (TTC) eficiente na detecção do metabólitos de 

células eucarióticas; produz hidrônio (H +) na sua forma reduzida formando o trifenil 

formazan que possui coloração vermelha, indicador de atividade bacteriana.
156 

 

Foram realizados ensaios de microdiluição em eppendorfs (Figura 11) e placas de 96 

poços (Figura 12) com os extratos ativos nos ensaios de difusão em Ágar: folhas e pecíolo do 

C. nucifera Linn a partir da concentração de 20 mg (10%), frente aos micro-organismos 

sensíveis: S. aureus e P. aeruginosa (Tabela 6).  

 

 

Tabela 6 - Avaliação da menor concentração inibitória do crescimento microbiano (MIC) dos extratos 

brutos do C. nucifera Linn. Maceió-AL, 2012. 

 

 

Micro-organismos 

 Extratos brutos  

CC 

 

CN 
Folha 

EtOH 

Folha 

EtOH/MeOH 

2:1 

Pecíolo da 

folha 

EtOH 

 

 

S. aureus  

ATCC 25923 

00 Ativo a 5% 

(10mg) 

Ativo a 5% 

(10 mg) 

 + - 

P. aeruginosa  

ATCC 27853 

00 Ativo a 10% 

(20mg) 

Ativo a 10% 

(20mg) 

 + - 

 CC= controle de crescimento; CN= controle negativo: CE= controle de esterilidade. 

 Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012. 

 

 

Observa-se a atividade inibitória do crescimento de S. aureus pelos extratos etanólico 

da pecíolo e folha etanólica/metanólica (2:1) do C. nucifera L, na concentrações de 10% 

(20mg/mL) a 5% (10mg/mL). Tais sensibilidades devem ser exploradas; a fim de combater 

esta Gram positiva que tem um importante marcador de patogenicidade, por ser coagulase 
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positiva - capacidade de coagular plasma que é a principal responsável por infecções
46 

e desde 

o início da era antimicrobiana demonstra capacidade de resistir à ação dos antibióticos e 

quimioterápicos antinfecciosos
77

. 

 

 

 

Figura 11 - Eppendorfs. Inibição do crescimento de S. aureus pelos extratos do pecíolo 

EtOH (A) e da folha EtOH/MeOH (B) do C. nucifera L. MIC em 10 mg (5%)  

Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 

 

Em comparação com outros estudos antimicrobianos com S. aureus, dentre eles, o 

realizado em 2009 que avaliou o potencial antimicrobiano e antifúngico de Coutarea latiflora 

(Rubiaceae) pela técnica de microdiluição e verificaram que a CIM do extrato em metanol 

para S. aureus ficou entre 500 a 700 μg/mL.
157

 Percebe-se que a MIC apresentada pelo extrato 

do Cocos nucifera Linn é elevada, no entanto ativa; correlacionada ao escore que considera 

plantas que apresentam valor de CIM inferior a 600 mg/mL como ativas, entre 600 a 1.500 

mg/mL são moderadamente ativas, e as que apresentam CIM maior que 1.600 mg/mL são 

consideradas fracamente ativas.
142, 136
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Figura 12 - Placas de 96 poços: MIC em 20mg frente a P. aeruginosa pelos extratos das 

folhas em EtOH/MeOH e pecíolo EtOH do C. nucifera L.  

Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 

 

Neste escore, os extratos etanólico do pecíolo e etanólico/metanólico (2:1) da folha 

foram ativas frente a P. aeruginosa (Figuras 13 e 14). Este patógeno está associado à infecção 

e insuficiência pulmonar, principalmente, em indivíduos com fibrose cística, o que o torna 

responsável pela maior causa de morbidade e mortalidade neste grupo.
131 

 

Figura 13 - Eppendorf: MIC do pecíolo EtOH frente a P. aeruginosa. 

Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012. 

 

      Folha EtOH/MeOH/   Folha eTOH     /      Pecíolo          / CC      CN    CE 



56 

 

 

 

Figura 14 - Eppendorf: MIC da folha MeOH/EtOH frente a P. aeruginosa. 

Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 

 

Não existe consenso sobre o nível aceitável de concentrações para extratos de plantas 

quando comparados com antibióticos padrões,
 

portanto estes resultados de atividade 

antimicrobiana nas concentrações de 20 mg/mL para P. aeruginosa e 10 mg/mL para S. 

aureus são corroborativos nas alternativas antibióticas; diante do metabolismo e reprodução 

acelerados das bactérias associado ao mecanismo de troca de material genético que lhe 

permitem, ao longo do tempo, que desenvolvam formas de resistência intrínsecas à estrutura 

física celular e mutações.
159

  

Atividades antimicrobianas a partir de plantas para estes patógenos também foi 

buscada na Peperomia pellucida (erva-de-jabuti) e na Portulaca pilosa (amor-crescido), que 

apresentaram inibição nas concentrações de 500 a 62,5 μg/mL
160 

e no extrato de Miconia 

rubiginosa (Melastomataceae) obtiveram para S. aureus CIM superior a 400 µg/mL.
148

 

A necessidade de alternativas para estes patógenos incentiva inovações como estudos 

que mostraram compostos alcalóides em combinação com os antibióticos convencionais 

(meticilina, ampicilina) possuem efeitos antimicrobianos e o berberine contra o biofilme do 

gênero Candida.
161-2 

Nesta perspectiva, os extratos etanólico do pecíolo e etanólico/metanólico (2:1) da 

folha do Cocos nucifera Linn. possuem atividade antibacteriana que pode ser utilizado no 

tratamento de infecções. 

 

4.4 Resultados dos testes de citotoxicidade  

Toxicidade é um fator que limita a liberação e consumo de fármacos, portanto, sua 

análise associada à atividade biológica de compostos é fundamental para determinar a 

aplicação e estabelecer o índice terapêutico.
42-3

 

Foram realizados ensaios para identificar a viabilidade celular de macrófagos da 

linhagem J774 pelo método MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolio].
44
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Método colorimétrico rápido estabelecido para determinar o número de células viáveis 

baseado no teste de atividade das células pela redução do MTT.
  

A redução do MTT se dá pela clivagem do sal de tetrazólio-MTT (amarelo), para 

formar o formazan (violeta), pela ação da enzima succinato desidrogenase presente nas 

células ativas (Figura15). A quantidade de formazan é diretamente proporcional ao número de 

células vivas. Assim, quanto mais escura a coloração, maior é a viabilidade celular, cuja 

densidade óptica é identificada em espectrofotômetro.  

 

 

 
 

Figura 15 - Redução do sal de tetrazólio (MTT) em cristais de formazan 

Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 

 

Na Figura 16 pode-se observar os resultados do ensaio de citoxicidade nas 

concentrações de 1000, 200 e 100 µg/mL pois os controles negativo(meio) e lise controle 

positivo(lise) apresentaram excelência. O controle negativo (DMSO 2%) utilizado na 

solubilização dos extratos na concentração de 2000 µg/mL causou lise celular (p < 0,01), 

portanto os experimentos CNL1, 2, 3 e 4 a 2000 µg/mL ficaram inviabilizados. 

Foram testados os extratos da folha extraído em etanol/metanol (2:1) e extratos 

etanólicos das folhas (lâmina), pecíolo e caule do C. nucifera L.; nas concentrações de 1000, 

200 e 100 µg/mL, correlacionados aos controles negativos DMSO a 1%, 0,2% e 0,1% 

respectivamente.  

Nas concentrações de 200 e 100 µg/mL, os extratos etanólicos da folha-lâmina 

(CNL1), pecíolo (CNL3), caule (CNL4) e folha etanólica/metanólica (CNL2) não 

apresentaram citotoxicidade estatisticamente significantes em macrófagos da linhagem J774 

(p > 0,05). 

Succinato 

Desidrogenase 
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Nos testes na concentração de 1000 µg/mL, o extrato etanólico do pecíolo não 

apresentou citotoxicidade, enquanto as lâminas das folhas (p < 0,001) e caule (p < 0,01) 

apresentaram-se tóxicas nesta concentração.  
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Figura 16 - Atuação dos extratos do C. nucifera L. (CNL) nas concentrações de 2000, 1000, 200 e 

100 µg/mL em macrófagos da linhagem J774.  

Os dados representam a média e o erro padrão da média. **(p < 0,01) e ***(p < 0,001). 

Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 

 

 Os extratos das folhas e caule do Cocos nucifera Linn não apresentaram citotoxicidade 

nas concentrações de 200 e 100 µg/mL, enquanto o extrato etanolicodo pecíolo foi atóxico à 

partir de 1000 µg/mL. (Figura 17). 

 

Figura 17 - Atoxicidade dos extratos do C. nucifera L. a 200 µg/mL (colunas 7,8 e 9) e 

100 µg/mL (colunas 10, 11 e 12). Caule - CNL3 (E) atóxico a partir de 1000 µg/mL 

(colunas 4, 5, 6) e pecíolo a 1000 µg/mL citotóxico - CNL4 (F). 

Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 
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4.5 Resultados da avaliação da capacidade sequestradora de radicais livres  

Os compostos fenólicos encontrados nas plantas são conhecidos por possuírem 

atividade antioxidante, principalmente devido as suas propriedades redutoras e estrutura 

química.
151-152 

Todos os extratos do Cocos nucifera Linn foram testados em triplicata quanto o 

potencial antioxidante, pela capacidade de sequestrar radicais livres frente ao DPPH, por meio 

dos ensaios qualitativos e quantitativos.  

 

4.5.1 Avaliação qualitativa da capacidade sequestradora de radicais livres: 

Os extratos foram expostos a 30 mL no sistema eluente de solventes, primeiramente 

em Hexano, entretanto não apresentaram eluição. Na sequência, Hexano/Acetato nas 

proporções 9:1; 8:2; 7:3 e 6:4 e demais solventes até eluição (Tabela7).  

 

Tabela 7 - Sistema de eluição dos extratos do C. nucifera L. frente aos solventes: Hexano, 

Hexano/Acetato, Clorofórmio, Clorofórmio/Metanol. Maceió-AL, 2012. 

 

Parte  

do Cocos 

nucifera 

Linn. 

 

Extratos 

Sequência de exposição dos solventes para eluição 

dos extratos 

C6H12 C6H12/ AcOEt CHCl3 CHCl3/ 

MeOH 

Caule EtOH 30 mL* 9:1*/8:2*/7:3*/6:4* 30 mL* 9:1 

Pecíolo  EtOH 30 mL* 9:1*/8:2*/7:3*/6:4* 30 mL* 9:1 

Folha EtOH 30 mL* 9:1*/8:2*/7:3*/6:4   

Folha EtOH/MeOH  30 mL* 6:4   

        *Sem eluição. 
         Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012. 

 

Na Cromatografia de camada delgada (CCD), a fase estacionária é constituída por uma 

fina camada de um sólido finamente dividido (adsorvente: sílica gel) que reveste a placa de 

vidro ou alumínio; de modo que o processo de separação ocorre em superfície plana, 

essencialmente bidimensional. Ao conjunto denomina-se Placa de cromatografia.
166 

De forma resumida, uma gota da solução da amostra (soluto) é colocada a cerca de 1 

cm da base da placa. Após evaporação do solvente, a placa é colocada em contato com a fase 

móvel em cuba cromatográfica. Desenvolve-se com a fase móvel migrando através da fase 

estacionária por ação da capilaridade; a este processo chama-se corrida. Como a amostra 
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interage com a fase móvel e a fase estacionária, na medida em que o solvente vai ascendendo 

na placa a amostra vai sendo “arrastada” pelo solvente.
166

 

Os extratos das folhas eluiram no Hexano/Acetato na proporção 6:4, portanto estas 

placas cromatográficas foram reveladas em lâmpada ultravioleta nos comprimentos de ondas 

de 254 e 365 nm, em seguida foi realizado o ensaio na placa de sílica gel em alumínio e 

revelado no iodeto de potássio por 10 segundos (Figuras 18 e 19).  

 

 

Figura 18 - Extrato  folha EtOH do C. nucifera L. Revelação em iodo (A). Eluição 

em Hexano/Acetato(B). Placa de cromatografia.(C). Controle catequina (*). 

Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 

 

 

Figura 19 - Cromatografia em camada delgada. Folha EtOH/MeOH 

(CNL). Eluição Hexano/Acetato (A). Controle catequina (*B).  

Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 

* 

* 

* 
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Observa-se que os extratos brutos etanólicos (Figura 18) e etanólico/metanólico 

(Figura 19) das folhas do C. nucifera Linn apresentaram atividade quanto à capacidade 

sequestradora de radicais livres frente ao DPPH no ensaio qualitativo. Visível pela coloração 

amarelada e esbranquiçada que se pode observar na placa de cromatográficaa e comparada ao 

controle padrão catequina que se encontra na margem inferior. 

Há então placas de sílica impregnadas com  material fluorescente revelando-se suas 

manchas com  lâmpada de UV. Compostos não polares interagem através da força fraca de 

Van der Walls, isto é, tais moléculas se ligarão fortemente ao adsorvente, a menos que 

possuam elevado peso molecular. Quanto mais polar for a molécula mais fortemente ela 

estará ligada ao adsorvente.
153 

Diante do exposto presume-se que os extratos brutos das folhas 

do C nucifera Linn possuem compostos polares visto que na “corrida” cromatográfica de 

camada delgada, além de coloração similar ao controle positivo catequina, atingiu altura 

significativa e não apresentou rastros residuais (Figuras 18 e 19). 

Os extratos do Caule e Pecíolo, visto que não apresentaram eluição em Hexano ou 

soluções de Hexano/Acetato (9:1/8:2/7:3 e 6:4) e nem em Clorofórmio, foram expostas a 

solução de Clorofórmio/Metanol (9:1). Neste último eluiram bem, portanto seguiram para 

revelação em iodo (Figura 18). 

 

 

 Figura 20 - Placa de cromatografia. Capacidade sequestradora de 

radicais livres. Caule (A) e Pecíolo (B). Controle: catequina (*). 

     Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 

 

Diante desses resultados pode-se inferir que todas as amostras do C. nucifera L. 

foram ativas (mancha amarela) no que se refere à capacidade sequestradora de radicais livres 

nos testes qualitativos comparados com o controle positivo catequina (*); o que indica 

A B 

* 
* 
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potencial ação antioxidante dos extratos. Portanto foram submetidas à avaliação quantitativa 

frente ao radical sintético DPPH, visando à confirmação das atividades (Figura 20). 

 

4.5.2 Avaliação quantitativa da capacidade sequestradora de radicais livres  

Baseado na capacidade do radical livre estável sintético DPPH
• 

(2,2-difenil-1-

picrilhidrazil) em reagir com substâncias doadoras de H (DPPH
•
 + [AH]n ® DPPH-H + [A]n) 

inclusive compostos fenólicos presentes em extratos vegetais. Mede a capacidade de 

substâncias potencialmente antioxidante de seqüestrar o radical livre DPPH
•
.
36,140,163 

Nestes ensaios os valores da CI50 são inversamente relacionados à atividade e esta 

aumenta com a diminuição do DPPH remanescente no meio reacional. A absorbância foi 

revelada em espectrofotômetro UV-VIS (UV mini-1240 mod. Shimadzu). Nestes ensaios, 

quando o radical é seqüestrado a solução sofre descoloração. Quanto maior for o potencial 

antioxidante, mais descorada ficará, e consequentemente haverá menor absorção em 517 nm
 

(Figuras 21 e 22). Foi adicionoda à solução do reagente DPPH
•
 uma solução do extrato do C 

nucifera L em MeOH nas concentrações de 200, 150, 100, 50 e 25 µg/mL (Figura 23).
,36,165-6 

 

 

       Figura 21 - Espectofotômetro e calibração da absorbância.  

       Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 

 

 

Figura 22 - Cubetas com extrato do C. nucifera L. e DPPH. 

Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 
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Figura 23 - Soluções metanólicas dos extratos.
 

Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 

 

Substâncias antioxidantes presentes em extratos doam um radical hidrogênio à 

estrutura do DPPH
•
, reduzindo-a e formando difenil-picril-hidrazina (DPPH-H), de coloração 

amarela, com conseqüente desaparecimento da absorção. A atividade é avaliada pelo 

monitoramento do decréscimo da absorvância, sendo esta proporcional à concentração de 

substâncias antioxidantes presentes na amostra.
 
Quanto maior o consumo de DPPH por uma 

amostra, menor será a sua CI50 e maior a sua atividade antioxidante.
165-6,36

 

A Tabela 8 monstra as médias das triplicatas dos valores obtidos nas curvas de 

calibração do espectrofotômetro. 

 

Tabela 8 - Curva de calibração dos testes quantitativos frente ao DPPH. 

Concentrações 

(mg/mL) 

Folhas em 

EtOH 

Pecíolo e Caule Folhas em 

MetOH/EtOH 

40 0,907 1.511,66 1,706 

35 0,799 1.252,33 1,472 

30 0,666 1.028,00 1,211 

25  0,666 0.929,33 0,899 

20 0,423 0.742,66 0,695 

15 0,336 0.475,00 0,546 

10 0,302 0.288,66 0,540 

05 0,125 0.118,66 0,288 

01 0,034 0.014,33 0,142 

     Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012. 
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Os extratos brutos do C. nucifera L. (caule com CI50 135,034 ± 0,04 µg/mL; folha 

etanólica com CI50 179,222 ± 2,1 µg/mL, pecíolo etanólico e folha etanólica/metanólica (2:1) 

com CI50 779,704 ± 1,025 µg/mL), quando comparadas com os padrões [ácido gálico (CI50 

20,53 ± 1,34 µg/mL) e BHT (CI50 97,86 ± 2,52 µg/mL)], caule e folhas apresentaram 

potencial antioxidante. Os extratos etanólico do pecíolo e etanólico/metanólico (2:1) da folha 

apresentaram valores de CI50 superior a 200 µg/mL, assim, considerados inativos.
141

 

As Tabelas 9, 10, 11 e 12 apresentam as médias de absorbâncias dos radicais livres 

pelos extratos brutos etanólicos das folhas, pecíolo e caule, e folhas etanólica/metanólica (2:1) 

do C. nucifera L. respectivamente, nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos nas concentrações 

de 200, 150, 100, 50 e 25 µg/L. 

 

Tabela 9 - Absorbâncias do extrato etanólico da folha do C. nucifera. Maceió-AL, 2012. 

Concentrações do 

extrato (µg/L) 

Médias das absorbâncias nos tempos (minutos) 

T0 T 15 T30 T45 T60 

200 0,707 0,437 0,423 0,420 0,430 

150 0,732 0,522 0,535 0,531 0,541 

100 0,710 0,579 0,616 0,628 0,644 

50 0,685 0,674 0,723 0,741 0,767 

25 0,779 0,748 0,807 0,831 0,864 

Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012. 

 

Tabela 10 - Absorbâncias do extrato do caule do C. nucifera L. Maceió-AL, 2012. 

Concentrações do 

extrato (µg/L) 

Médias das absorbâncias nos tempos (minutos) 

T0 T 15 T30 T45 T60 

200 1.374 0,482 0, 393 0,356 0,336 

150 1.172 0,701 0,638 0,614 0,605 

100 1.161 0,874 0,839 0,841 0,847 

50 1.340 1,228 1.240 1.266 1,298 

25 1.254 1,193 1.224 1.263 1,316 

Fator de correlação para o caule= 0,99711.  

Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012. 

 

Significa que a atividade antioxidante é considerável visto que se apresenta com fator 

de correlação > 0,98. 
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Tabela 11 - Absorbâncias do extrato do pecíolo do C. nucifera L. Maceió-AL, 2012. 

Concentrações 

do extrato (µg/L) 

Médias das absorbâncias nos tempos (minutos) 

T0 T 15 T30 T45 T60 

200 1.314 1.142 1.1135 1.172 1.193 

150 1.309 1.210 1.224 1.256 1.268 

100 1.278 1.214 1.218 1.259 1.305 

50 1.273 1.233 1.288 1.321 1.343 

25 1.337 1.305 1.372 1.410 1.349 

       Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012. 

 

 

 
Tabela 12 - Absorbâncias do extrato da folha MetOH/EtOH do C. nucifera L.  

 

 Médias das absorbâncias nos tempos (minutos) 

Concentrações do 

extrato (µg/L)  

T0 T 15 T30 T45 T60 

200 1,420 1,296 1,305 1,340 1,325 

150 1,386 1,211 1,211 1,207 1,183 

100 1,473 1,238 1,239 1,231 1,198 

50 1,490 1,400 1,419 1,426 1,413 

25 1,519 1,412 1,437 1,441 1,435 

     Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012. 

 

 

As percentagens de DPPH remanescente versus as concentrações dos extratos do C. 

nucifera Linn testadas, foram plotados pelo programa Microcal OriginPro 6.0 e estão 

apresentados nas Tabelas 13 a 16. Nestas, observa-se a quantidade de antiradical necessária 

para diminuir a concentração inicial de DPPH em 50% (CI50) obtida pelo modelo matemático 

Y= A+B.X, onde A= coeficiente linear da reta da curva de calibração e B= coeficiente 

angular, X= concentração de DPPH no T60 e Y= constante de Absorbância = 50%. 
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Tabela 13 - Tatamento estatístico da capacidadede sequestradora de radicais livres pelos extratos 

etanólicos das folhas do C. nucifera Linn. Maceió-AL, 2012. 

 

Parâmetro da folha etanólica Valor  Erro 

A 98,58899  1,84798 

B - 0,27111  0,01503 

R SD (desvio padrão) N P 

- 0,99542 2,15142 5 3,71378 

       Fator de correlação = - 0,99542,  

  Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012. 

 

  X= Y-A  X= 50 – 98,58899 / - 0,27111 X= 179,222 µg/L 

                         B 

 

O extrato etanólico das folhas apresentou capacidade sequestradora do radical livre 

DPPH, conferido por apresentar concentração de DPPH remanescente inferior a 200 µg/L no 

tempo 60 minutos; no entanto após aplicação da estatística observa-se p>0,05 o que torna 

duvidoso o resultado e necessitando que o teste seja repetido. 

Tabela 14 - Tratamento estatístico da incapacidadede sequestradora de radicais livres pelo extrato 

etanólico do pecíolo do C nucifera L. Maceió-AL, 2012. 

 

Parâmetro pecíolo  Valor  Erro 

A 94,49776  0,88058 

B - 0,05707  0,00716 

R SD (desvio padrão) N P 

- 0,9772 1,02518 5 0,00412 

  Fator de correlação = - 0,9772 

  Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012. 

 

X= 50 - 94,49776     X = 779,704  

                        - 0,05707 

 

 O extrato etanólico do pecíolo não apresentou capacidade sequestradora frente ao 

radical sintético livre DPPH tratado estatisticamente e média da triplica com p<0,005. 
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Tabela 15 - Tratamento estatístico da capacidadede sequestradora de radicais livres pelo extrato 

etanólico do caule do C. nucifera L. Maceió-AL, 2012. 

 

Parâmetro caule  Valor  Erro 

A 102,37975  3,86949 

B - 0,3879  0,03146 

R SD (desvio padrão) N P 

- 0,99027 4,50488 5 0,00115 

  Fator de correlação = - 0,99027. 

  Fonte: Autor da pesquisa, 2012. 

 

X= 50 - 102,37975    X= 135,034 µg/L 

              - 0,3879  

 

O extrato etanólico do caule apresentou capacidade sequestradora de radicais livres 

com concentração de DPPH remanescente inferior a 200 µg/L no tempo 60 minutos; com 

variância sem significância estatística visto que na média da triplica p<0,005. 

 

Tabela 16 - Tratamento estatístico da incapacidadede sequestradora de radicais livres pelo extrato 

etanólico da folha MetOH/EtOH do C. nucifera L. Maceió-AL, 2012. 

Parâmetro 

folha MetOH/EtOH  

Valor  Erro 

A 0,05097  0,06193 

B 0,0389  0,0026 

R SD (desvio padrão) N P 

0,9847 0,09943 9 <0.0001 

  Fator de correlação = 0,9847. 

  Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 

 

X= 50 – 0,05097  X= 1.284,036 µg/L. 

               0,0389 

Estes resultados sugerem que os extratos brutos etanólicos da folha e caule do C. 

nucifera Linn possuem compostos químicos com alta capacidade sequestradora de radicais 

livres frente ao DPPH, pois apresentaram Concentração inibitória CI50 de 135,034 ± 0,04 

µg/mL e 179,222 ± 2,1 µg/mL respectivamente, o que remete a atividade antioxidante. 
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O valor elevado apresentado pelos extratos brutos do pecíolo e folha 

metanólico/etanólico indicam que não apresentam capacidade sequestradora de radicais livres 

frente ao DPPH, portanto não demonstraram potencial antioxidante. 

Todos os resultados foram tratados estatisticamente, plotados em gráfico da cinética 

de adsorção do radical livre DPPH (Figura 23) e comparados em gráfico com os padrões 

utilizados: BHT e acido gálico. (Figura 24) 

 

      Figura 24 - Cinética do DPPH REM aos extratos do C. nucifera L. 

      Fonte: Autora da pesquisa, 2012. 

 

 

 
       

        Figura 25 - Cinética do DPPH REM aos controles padrões: ácido gálico e BHT. 

        Fonte: Autor da pesquisa, 2012. 
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Observa-se na figura 24, a cinética rápida dos extratos brutos do caule e folha 

etanólica do C. nucifera Linn, na redução do percentual do radical livre sintético DPPH, de 

95% para 35% nos primeiros 15minutos e continuando em redução pelo extrato do caule, e 

redução de 77% para 45% pela folha, mantendo-se até o tempo de 60 minutos avaliados; 

resultados equivalentes ao padrão ácido gálico visualizável na figura 25.  

Os extratos etanólico do pecíolo e etanólico/metanólico (2:1) das folhas não foram 

capazes de sequestrar o radical livre DPPH conforme figura 24, onde a %DPPH remanescente 

permanece quase inalterado ao longo dos 60 minutos, em comparação com o padrão BHT 

(figura25) de cinética lenta mas que é capaz de reduzir a 50% os radicais livres até o tempo de 

60 minutos. 

Diante dos resultados obtidos, sugere-se a continuidade dos testes antioxidantes com o 

extrato etanólico da casca do caule do C. nucifera L. e repetição do teste quantitativo da 

capacidade sequestradora de radicais livres do extrato etanólico da folha a fim de obter análise 

de variância da média da triplicata, ao tratamento estatístico, não significativo (p<0,05). 
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5 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS
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Os resultados desta pesquisa indicam atividade antimicrobiana, potencial 

antioxidante por apresentar capacidade sequestradora de radicais livres e ausência de 

citotoxicidade em alguns dos extratos brutos da espécie vegetal Cocos nucifera Linn. 

Corroborativo para o estabelecimento da Enfermagem na produção do conhecimento 

científico na pesquisa básica e para inovação tecnológica no setor saúde. O estudo permitiu 

relacionar as seguintes conclusões: 

1. Os rendimentos dos quatro extratos foram satisfatórios, viabilizando o uso do extrato 

vegetal de forma sustentável. A melhor obtenção após rotaevaporação foi de 28% pela 

extração etanólica/metanólica (2:1) das folhas (lâmina). 

2. Todos os extratos apresentaram capacidade sequestradora de radicais livres nos ensaios 

qualitativos.  

3. Os extratos etanólicos do caule (CI50= 135,034 ± 0,04 µg/mL) e folha (CI50= 179,222 ± 2,1 

µg/mL) do Cocos nucifera Linn apresentaram capacidade sequestradora de radicais livres 

nos ensaios quantitativos espectrométricos, frente ao radical sintético DPPH, o que 

confere-lhes potencial antioxidante. 

4.  Os extratos etanólico do pecíolo e etanólica/metanólica (2:1) da folha (CI50= 779,704 ± 

1,025 µg/mLe CI50= 1.284,036 ± 0,1 µg/L respectivamente) apresentaram valores de CI50 

superior a 200 µg/mL, portanto, não apresentaram capacidade sequestradora de radicais 

livres no ensaio quantitativo frente ao DPPH. 

5. Quanto aos experimentos antimicrobianos, os extratos brutos etanólicos do pecíolo e 

etanólico/metanólico (2:1) da folha (lâmina) do Cocos nucifera Linn inibiram o 

crescimento bacteriano de S aureus e P aeruginosa; nos ensaios de difusão em placas de 

Ágar.  

6. A menor concentração inibitória do crescimento do S aureus pelos extratos brutos da folha 

etanólico/metanólico (2:1) e o extrato etanólico do pecíolo do Cocos nucifera Linn foi de 

10mg (5%). 

7. A menor concentração capaz de inibir o crescimento microbiano da Gram negativa 

Pseudomonas aeruginosa foi de 20mg (10%); apresentado pelos extratos brutos da folha 

etanólico/metanólico (2:1) e o extrato etanólico do pecíolo do Cocos nucifera Linn. 

8. O extrato do caule a 10% não inibiu o crescimento bacteriano de S aureus, P aeruginosa 

ou E coli. 

9. Nenhum dos extratos a 10% apresentou atividade para E coli e nem antifúngica frente a C. 

albicans na concentração de 1,5 x 10
6
 UFC.  
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10. Os extratos brutos do C. nucifera Linn não apresentaram citotoxicidade nas concentrações 

de 200 e 100 µg /ml frente às células da linhagem J774.  

11. O extrato bruto etanólico do pecíolo do Cocos nucifera Linn não causou citotoxicidade 

celular significativa estatisticamente (p < 0,05), na concentração de 1000 µg/mL; 

enquanto as folhas e caule apresentaram-se tóxicas nesta concentração (p < 0,001).  

12. Os ensaios de citotoxicidade com 2000µg foram inviabilizados por atividade citotóxica do 

solvente DMSO à 2%. 

As atividades antibacterianas apresentadas reforçam a viabilidade da continuação dos 

ensaios antimicrobianos com estas partes ativas, lâmina e pecíolo das folhas da espécie 

vegetal C. nucifera Linn, ultrapassando o proposto neste estudo, visto que foram ativas tanto 

para bactérias Gram positiva como para Gram negativa, sugere-se a realização de screen 

antibacteriano.  

Esta pesquisa contribui para a ampliação do conhecimento do potencial terapêutico e 

biológico da espécie vegetal C. nucifera Linn coletado em solo alagoano, no que se refere a: 

1) identificação de atividade antimicrobiana frente à Gram positiva S aureus e Gram negativa 

P. aeruginosa encontrada nas folhas - lâmina e pecíolo; 2) sua capacidade sequestradora de 

radicais livres observada nas folhas (lâmina) e caule; 3) ausência de citotoxicidade no pecíolo 

do Cocos nucifera Linn na concentração de 1000 µg/mL; e nas folhas (lâmina) e caule em 200 

e 100 µg/mL.  

Os achados desta pesquisa remetem à necessidade de associação com outros extratos 

de plantas ou drogas que possuam atividade antimicrobiana para Gram positivas e Gram 

negativas a fim de potencializar as atividades encontradas na folha (lâmina) e pecíolo do C. 

nucifera Linn. frente à P. aeruginosa e S. aureus. Quanto à capacidade sequestradora de 

radicais livres, sugere-se a continuidade de testes com os extratos etanólicos da casca do caule 

e folha do C. nucifera L. para refinar a atividade antioxidante. No que se refere a segurança de 

seu uso em humanos, recomenda-se a partir dos resultados deste estudo frente a células do 

tipo J774, a utilização dos extratos brutos etanólicos do pecíolo na concentração a partir de 

1000 µg/mL e da folha (lâmina) e caule à partir de 200 µg/mL; e outros testes com menores 

concentrações do solvente (DMSO 2%) a fim de identificar se existe toxicidade do extrato 

bruto etanólico do pecíolo do C. nucifera L. a em concentrações superiores a 1000 µg/mL. 

As implicações para a prática da Enfermagem dos resultados deste estudo são, 

principalmente, a possibilidade de alternativas antimicrobianas e antioxidantes para o cuidado 

de Enfermagem com autonomia e ampliação dos campos de atuação do enfermeiro.  
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ATIVIDADE BIOLÓGICA DO COCOS NUCIFERA L. E SEU PERFIL NO 

TRATAMENTO DE DOENÇAS: UMA REVISÃO INTEGRATIVA* 

 

RESUMO 

O Cocos nucifera é uma palmeira conhecida como coqueiro. Esta revisão integrativa analisou 

a produção científica sobre a atividade biológica do coqueiro no tratamento de doenças. 

Foram incluídos 14 artigos com busca em bases de dados, no período de 2002 a 2011. Os 

resultados indicaram que a maioria dos estudos foram publicados em periódicos 

internacionais, porém produzidos por brasileiros. Na análise constatou-se que, nove artigos 

descrevem as atividades biológicas das fibras das cascas e cascas do fruto do C. nucifera. Esta 

planta tem as seguintes indicações terapêuticas: antioxidante, antimicrobiana, leshmanicida, 

anti-helmíntica, antinflamatória, antinociceptiva, antineoplásica, pró-inflamatória e não 

tóxica, além de tratar diabetes e hiperplasia prostática. Assim, futuras investigações devem ser 

desenvolvidas, na busca de novas atividades biológicas e consolidação das já relatadas. 

Ressalta-se que pesquisadores enfermeiros necessitam engajarem-se no campo da pesquisa 

básica, visando a consolidar a inovação tecnológica na Enfermagem.  

PALAVRAS-CHAVE: Terapia biológica; Coqueiro; Enfermagem.  

 

INTRODUÇÃO 

As plantas têm sido utilizadas desde a antiguidade, como fonte de alimento e no 

tratamento de diversas doenças que acometem o homem. Desde as duas últimas décadas do 

século XX observa-se uma crescente tendência mundial, do uso de plantas como recurso 

terapêutico, influenciado por fatores econômicos, sociais e culturais
(1)

.
 

O emprego de plantas como tratamento alternativo vem sendo estimulado pela 

Organização Mundial de Saúde, por meio de programas. No Brasil, o Ministério da Saúde tem 

investido na aplicabilidade de terapias complementares na rotina dos serviços de saúde, sendo 

uma delas, a instituição da Política Nacional de Práticas Integrativas e Complementares 
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(PNPIC) em 2006, em referência a manifestação do conhecimento popular em saúde, para 

uma nova abordagem terapêutica, que favoreça e promova a universalização do acesso aos 

usuários do Sistema Único de Saúde/Sus
(2)

.  

Um estudo relatou que extratos de plantas mostraram-se eficientes no controle de 

diversas doenças, bem como, o envolvimento de pesquisadores das áreas de farmácia e 

medicina na investigação de atividades biológicas de plantas medicinais orientadas pelo uso 

popular
(3)

. Nesse contexto, incentiva-se a participação do enfermeiro para além de usuário de 

novas tecnologias e, seu engajamento no desenvolvimento de inovações tecnológicas nessa 

área
(4)

, visando a promoção da saúde, com ações que possam ser implementadas pelo Sus. 

O Brasil é detentor da maior variedade de plantas do mundo, porém menos de 10% 

foram avaliadas com relação aos seus aspectos biológicos. A flora brasileira possui cerca 55 

mil espécies, que corresponde a aproximadamente 22 % do universo de plantas conhecidas no 

planeta
(5)

. 

O Cocos nucifera Linn. é uma palmeira, pertencente à família Palmae, conhecida, 

popularmente, no Brasil, como coqueiro. Coco é o fruto produzido pelo coqueiro uma espécie 

vegetal de região tropical, oriunda do continente asiático, mais precisamente da região Indo-

Malásia. Esta palmeira foi introduzida no Brasil pelos portugueses, com boa adaptação
(6)

. O 

coqueiro tem importância mundialmente reconhecida, tanto para consumo "in natura" quanto 

para fins industriais. 

O Nordeste brasileiro tem condições edafoclimáticas satisfatórias para seu cultivo
(7)

. 

Frente a esta constatação o C. nucifera tem potencial para desenvolvimento de pesquisas que 

busquem maiores evidências de sua atividade biológica. A concha de coco tem composição 

química idêntica à madeira, adequada para a extração de compostos fenólicos (taninos, 

flavonoides e xantonas), responsáveis pela atividade antimicrobiana, antiulcerogênica, 

antineoplásica e antinflamatória
(8-10)

.  
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Pelo exposto, o objetivo deste estudo é analisar a produção científica sobre a atividade 

biológica do coqueiro no tratamento de doenças. Este estudo justifica-se por ampliar a 

fundamentação teórica de uma pesquisa experimental vinculada ao PPGEnf/Ufal à nível de 

mestrado e ao Laboratório de pesquisa em Tratamento de Feridas – LpTF/Ufal. 

METODOLOGIA: 

Optou-se pelo método da revisão integrativa para reunir e sintetizar o conhecimento 

existente sobre a atividade biológica do C. nucifera L., referente ao seu perfil para tratamento 

de doenças. Este tipo de revisão favorece discussões sobre métodos, resultados de pesquisas e 

reflexões para o desenvolvimento de futuros estudos
(11-12)

.  

Nesta revisão foram adotadas as etapas: estabelecimento da questão de pesquisa, busca 

na literatura para identificar o tema escolhido; seleção dos estudos a serem incluídos; 

avaliação da literatura; análise e síntese dos dados
(11)

. Para conduzir esta revisão, a seguinte 

questão foi formulada: Que conhecimentos foram produzidos sobre as atividades biológicas 

dos extratos das diferentes partes do C. nucifera L.? 

Para a seleção dos artigos foram consultadas as seguintes bases de dados: National 

Library of Medicine (MEDLINE), Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciências da 

Saúde (LILACS), Chemical Abstracts Service (SciFinder Scholar/CAS), Banco de Dados em 

Enfermagem (BDEnf), Scientific Electronic Library Online (SciELO), por meio dos seguintes 

descritores e suas combinações nas línguas portuguesa, espanhola e inglesa: coqueiro (coco; 

coconut) and atividade biológica (actividad biológica; biological activity) or atividade 

antimicrobiana (actividad antimicrobiana; antimicrobial activity).  

Buscaram-se artigos que respondessem a questão da revisão adotando como critérios 

de inclusão: artigos publicados no período de 2002 a 2011 em periódicos nacionais e 

internacionais (português, espanhol e inglês); que descrevem a atividade biológica do C. 

nucifera com resumo e texto completos disponíveis online; e exclusão, artigos relacionados à 
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polpa e água do fruto do coqueiro e artigos que não se relacionam com o uso biológico. 

Foram identificadas 180 produções. Foi procedida leitura dos resumos e selecionadas as 

produções para leitura na íntegra, sendo a amostra final constituída por 14 artigos. 

Para a coleta de dados dos artigos elaborou-se um formulário que contemplou 

informações sobre identificação do artigo, objetivo dos estudos, características metodológicas 

da pesquisa, análise dos dados, resultados, discussão e conclusões
(11)

. A apresentação dos 

resultados e discussão dos dados foi realizada de forma descritiva possibilitando a 

aplicabilidade desta revisão na prática da pesquisa básica, bem como mostrar a importância 

do envolvimento do enfermeiro neste tipo de investigação. 

RESULTADOS  

Analisaram-se 14 artigos que atenderam aos critérios de inclusão, localizados nas 

bases de dados: seis no SciFinder Scholar/CAS, cinco no MEDLINE, dois no LILACS e um 

no SciELO. Destes, 13 estão na língua inglesa e um na portuguesa. Não foram encontradas 

publicações sobre esta temática em periódicos da Enfermagem. No Quadro 1 estão algumas 

informações sobre os artigos da revisão e no Quadro 2  a síntese dos artigos selecionados.  

Quadro 1 - Artigos incluídos na revisão integrativa. Maceió/AL, 2012.  

Título do artigo 

 

Periódico País que 

publicou 

Idioma Ano 

1. 1. Comparative in vitro antioxidant activity 

of different parts of C. nucifera on reactive 

oxygen and nitrogen specie
(9)

 

Int J Pharm 

Pharm Sci 

Índia Inglês 2011 

2. 2. Preliminary phytochemical screening 

and anti-bacterial activity of C. nucifera L. 

root
(10)

 

Res J pharm 

Biol Sci. 

Índia Inglês 2011 

3. 3. In vitro antilisterial properties of crude 

aqueous and n-hexane extracts of the husk 

of C. nucifera
(13) 

Afr. J. 

Biotechnol 

Nigéria Inglês 2011 

4. 4. In vitro antibacterial properties of crude 

aqueous and n-hexane extracts of the husk 

of C. nucifera
(14)

 

 

Molecules.  

 

África 

do Sul 

Inglês  

2011 

5. 5. Effect of ethyl acetate extract from husk 

fiber water of C. nucifera in Leishmania 

braziliensis infected hamsters
(15)

 

Rev. bras. 

farmacogn.  

Brasil Inglês 2011 

Continua 
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6. Continuação 

7. 6. Anthelmintic activity of C. nucifera L. 

on intestinal nematodes of mice
(16)

 

 

Res Vet Sci. 

 

Brasil 

 

Inglês 

 

2010 

     

8. 7. Avaliação toxicológica e efeito do 

extrato acetato de etila da fibra de Cocos 

nucifera L. (Palmae) sobre a resposta 

inflamatória in vivo
(17)

 

Rev. bras. 

plantas. med; 

Brasil Português 2009 

8. American palm ethnomedicine: a meta-

analysis
(18)

 

J Ethnobiol 

Ethnomed 

Polônia Inglês 2009 

9. Characterization of the antinociceptive 

and anti-inflammatory activities from 

Cocos nucifera L. (Palmae)
(19)

 

J 

Ethnopharma

col 

Brasil Inglês 2009 

     

10.The husk fiber of Cocos nucifera L. 

(Palmae) is a source of anti-neoplastic 

activity
(20)

 

Braz J Med 

Biol Res.  

Brasil Inglês 2007 

11. Antinociceptive and free radical 

scavenging activities of C. nucifera L. 

(Palmae) husk fiber aqueous extract
(21)

 

J 

Ethnopharma

col 

Brasil Inglês 2004 

12. Leishmanicidal activity of 

polyphenolic-rich extract from husk fiber 

of C. nucifera L. (Palmae)
(22)

 

Res 

Microbiol.  

Brasil Inglês 2004 

13. The effect of a catechin-rich extract of 

Cocos nucifera on lymphocytes 

proliferation
(23)

 

Phytother 

Res. 

Brasil Inglês 2003 

 

14. Antimicrobial and antiviral activities of 

polyphenols from C. nucifera L. (Palmae) 

husk fiber extract
(24)

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

Res 

Microbiol. 

Brasil Inglês 2002 

 

 

Quadro 2 - Síntese dos artigos incluídos na revisão integrativa. Maceió/AL, 2012.  

Nº do Artigo/Objetivo Metodologia Resultados Indicação 

Terapêutica 

1. Avaliar a atividade do C.  

nucifera como antioxidante
(9)

 

Experimental 

in vitro
(9)

 

Testes de fenóis totais 

revelaram ação 

antioxidante
(9)

 

Antioxidante
(9)

 

2. Aferir a atividade 

antibacteriana C.  

nucifera
(10)

 

Experimental 

in vitro
(10)

 

O extrato é ativo para S. 

aureus e P. aeruginosa
(10)

 

Atividade 

antibacteriana 
(10)

 

3. Avaliar extratos da casca 

do C. nucifera para infecção 

Listerial
(13)

 

Experimental 

in vitro
(13)

 

O extrato foi ativo contra 

30 e o aquoso 29 diferentes 

cepas de Listeria
(13)

 

Atividade 

antilisterial
(13)

 

4. Testar o potencial 

antimicrobiano dos extratos 

brutos da casca do C. 

nucifera
(14)

 

Experimental 

in vitro
(14)

 

O extrato aquoso foi ativo 

contra 17 e 31 e o n-hexano 

21 e 38 bactérias e vibriões, 

respectivamente
(14)

 

Atividade 

antibacteriana 
(14)

 

5. Avaliar o extrato  

das fibras do C. nucifera 

contra a L. braziliensis
(15)

 

Experimental 

in vivo
(15)

 

Ausência de estimulo 

imunológico, porém, os 

animais melhoraram
(15)

 

Controle da L. 

braziliensis
(15) 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Research%20in%20Microbiology%20155%20(2004)%20136%E2%80%93143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Research%20in%20Microbiology%20155%20(2004)%20136%E2%80%93143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Research%20in%20Microbiology%20155%20(2004)%20136%E2%80%93143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Research%20in%20Microbiology%20155%20(2004)%20136%E2%80%93143
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Continua 

Continuação 

6. Avaliar a atividade anti 

helmíntica do extrato da 

casca do coco
(16)

 

 

Experimental 

in vivo
(16)

 

 

Ratos tratados com extrato 

mostraram redução da 

carga parasitária
(16)

 

 

Controle de 

nematóides      

intestinais
(16)

 

7. Investigar o extrato 

acetato de etila de C. nucifera 

sobre a inflamação tópica
(17)

 

Experimental 

in vivo
(17)

 

O extrato tem fenóis e 

esteroides, foi atóxico e não 

inibiu a inflamação
(17)

 

Atóxico
(17)

 

8. Analisar estudos 

sobre os usos medicinais das 

palmeiras americanas
(18)

 

Estudo de 

Revisão
(18)

 

Das palmeiras estudadas, 

106 são tidas como 

medicinal
(18)

 

Estudo de 

revisão 

da Palmae
(19)

 

9. Testar extrato e frações 

de C. nucifera para 

inflamação e dor
(19)

 

Experimental 

in vivo
(19)

 

Agiram como analgésico e 

inibiram o edema de pata 

induzido em ratos
(19)

 

Analgésico e 

antinflamatório 
(19)

 

10. Investigar a atividade 

anti-tumoral da fibra da casca 

do C. nucifera
(20)

 

Experimental 

in vitro
(20)

 

Extratos e frações do C. 

nucifera têm atividade 

antitumoral
(20)

 

Fonte de ante-

neoplásicos
(20)

 

11. Avaliar o efeito 

analgésico e anti-radical livre 

da casca de C. nucifera
(21)

 

Experimental 

in vitro e in 

vivo
(21)

 

Ausência de irritação 

dérmica e ocular por via 

tópica. In vitro teve ação 

anti-radicalar
(21)

 

Atóxico para 

pele e mucosa 

ocular. É anti- 

radicalar
(21)

 

12. Avaliar o C.nucifera 

contra L. amazonensis
(22)

 

Experimental 

in vitro e in 

vivo
(22)

 

A CIM do extrato inibiu o 

crescimento do parasita em 

camundongo
(22)

 

Potencial 

leishmanicida 
(22)

 

13. Avaliar as catequinas 

do C. nucifera como anti-

tumoral
(23)

 

Estudo 

experimental 

in vitro
(23)

 

Proliferação e viabilidade 

celular em células K562 e 

linfócitos normais
(23)

 

Anti-tumoral 

para 

linfócitos
(23)

 

14. Avaliar a atividade 

antimicrobiana do C. 

nucifera
(24)

 

Experimental 

in vitro
(24)

 

Mostrou atividade contra S. 

aureus e aciclovir-

resistente
(254)

 

Antimicrobiano 
(24)

 

 

DISCUSSÃO 

Os estudos de 1 a 4, 10 e 14 foram experimentais in vitro, de 5 a 7, 9 e 10 foram in 

vivo, o 8 tratou de uma revisão do tipo metanálise, os estudos 11 e 12 utilizaram experimentos 

in vitro e in vivo, na mesma pesquisa. Apesar da maioria dos artigos serem de origem 

brasileira, predominou a publicação em inglês, significando a preocupação de 

internacionalizar o conhecimento produzido no país. 

Contatou-se maior incidência de estudos brasileiros em relação ao restante do mundo, 

sendo isso, possivelmente, influenciado pelas condições propícias para o cultivo desta planta 

no Brasil. Quanto à autoria, nove foram de pesquisadores brasileiros e cinco do exterior, dos 
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seguintes países: Índia, Nigéria, Polônia e África do Sul. Não foi identificada a categoria 

profissional dos pesquisadores, no entanto todos os estudos foram realizados em laboratórios 

de pesquisa experimental de universidades, envolvendo mais de uma área do conhecimento.  

Dos sete estudos experimentais in vitro, quatro averiguaram a atividade 

antimicrobiana das cascas, fibras do fruto e raízes do C. nucifera. Dois deles buscaram 

investigar a inibição da proliferação de células neoplásicas nas cascas do fruto, bem como das 

catequinas isoladas desta mesma parte. E um estudo utilizou diversas partes testando a 

atividade antioxidante desta planta.  

Identificou-se nos estudos in vitro que o C. nucifera possui atividade antimicrobiana, 

contra S. aureus, P. aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Streptococcus 

faecalis, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Serratia marscens, Salmonella sp., 

Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Vibrio vulnificus, V. fluvialis, V. sp. V. 

metschnkovii, V. parahaemolyticus
(9-10,14)

 e a Listeria. monocytogenes
(13)

 - bactéria 

patogênica, capaz de causar meningite e induzir aborto
(14)

. Também, se evidenciou que o 

extrato bruto e as catequinas das fibras das cascas apresentaram atividade contra o herpes 

vírus simples humano tipo 1, resistente ao Aciclovir, sendo inativo para os fungos Candida 

albicans, Fonsecaea pedrosoi e Cryptococcus neoformans
(24)

. 

Quanto ao potencial antitumoral encontraram-se dois estudos que relatam esta 

atividade contra a proliferação de células K562, responsáveis pela Leucemia Mielóide. Tanto 

o extrato das fibras das cascas
(20)

, quanto as catequinas isoladas das cascas do C. nucifera
(23)

 

produziram uma inibição dose-dependente, avaliadas pelo teste do MTT [3-(4,5-

Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazólio] – método colorimétrico de redução do 

sal de tetrazólio avaliando a citoxicidade da amostra testada
(25) 

e de estudo de ciclo por 

citometria de fluxo para conferir o efeito antiproliferativo sobre a linhagem K562
(26)

. 
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A atividade antioxidante foi encontrada em um artigo, que investigou o potencial de 

diferentes partes do C. nucifera
(9)

 por meio dos métodos da capacidade redutora de fenóis 

totais – quantificação espectrométrica de compostos fenólicos utilizando o reagente Folin-

Ciocalteu e pela atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila – 

DPPH
(9)

.  

Dos quatro artigos experimentais in vivo, um avaliou o potencial leishmanicida do 

extrato das cascas do C. nucifera. Neste estudo foram usados 12 hamsters divididos em três 

grupos, no qual o grupo 1 recebeu apenas o extrato, o grupo 2 foi infectado com a L. 

braziliensis e o grupo 3 foi infectado com a L. braziliensis e tratado com o extrato. Nestes 

animais observou-se que as dosagens séricas do hemograma comprovaram a não eliminação 

do agente etiológico, pela ausência de estimulação do sistema imunológico. Entretanto, os 

animais apresentaram melhoras nas condições físicas
(15)

, indicando que seu uso etnobotânico 

para tratar essa doença deve ser mais estudado. 

O artigo seis trabalhou com ratos para avaliar a atividade anti-helmíntica de extratos 

do C. nucifera. Os animais foram infectados e distribuídos em seis grupos. Quatro grupos 

foram tratados com o extrato em diferentes dosagens, um com a droga padrão e o outro com 

dimetilsulfóxido a 3%, como controle negativo. Observou-se que o extrato butanólico na dose 

de 1000 mg/Kg de peso reduz a carga parasitária. Testes fitoquímicos revelaram a presença de 

triterpenos, saponinas e taninos condensados neste extrato
(16)

. 

Dois dos estudos investigaram a ação antinflamatória de extrato das cascas do C. 

nucifera. No artigo sete, além da atividade antinflamatória, também se realizou testes de 

toxicidade. Os ensaios foram conduzidos usando-se camundongos, sendo a inflamação tópica 

induzida por xileno aplicado na orelha e tratados com dose única diária do extrato por via 

orogástrica. No final do experimento sacrificaram-se os animais para contagem dos leucócitos 

totais, pesagem de parte das orelhas, fígado, baço, timo e rim. Não foi identificado efeito 
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tóxico e a nem redução da inflamação induzida
(17)

. O artigo nove utilizou ratos para avaliar 

analgesia e atividade antinflamatória do extrato e frações das fibras das cascas do C. nucifera, 

apresentando resultados condizentes com a ação antinociceptiva e antinflamatória
(19)

. 

Uma revisão do tipo metanálise foi encontrada no estudo oito. Ela identificou 703 

artigos que descrevem sobre as palmeiras mundiais. Destes, 106 relatam o uso medicinal, com 

destaque para o C. nucifera que apresentou atividades biológicas no tratamento de distúrbios 

gastrintestinais e respiratórios, doenças dermatológicas e microbianas, dores do sistema 

musculoesquelético, hiperplasia prostática, diabetes e leishmaniose
(18)

. 

Dos artigos selecionados dois realizaram estudos experimentais in vitro e in vivo. No 

estudo 11 realizou-se experimento in vitro para investigar a atividade antioxidante das fibras 

das cascas do C. nucifera, através do teste de DPPH e a atividade antinociceptiva foi avaliada 

in vivo usando camundongos nos testes de contorção e placa quente, observando-se que a 

administração do extrato atenuou a resposta à dor induzida pelo ácido acético e ao calor pela 

placa quente. Também, realizou-se o teste de toxicidade dérmica em coelhos, cuja resposta foi 

a ausência de toxicidade
(21)

. 

No estudo 12 programou-se ensaio in vitro utilizando formas promastigotas da L. 

amazonensis frente aos extratos polifenólicos das fibras das cascas do C. nucifera, por um 

período de incubação de 24 horas em meio de cultivo. A concentração inibitória mínima deste 

extrato foi de 10 µg/mL, sendo considerado ativo. Frente a este resultado conduziu-se ensaio 

in vivo de pré-tratamento dos macrófagos peritoniais em camundongos com 10 mg/mL do 

mesmo extrato, diminuindo em 44% o índice de agregação entre esses macrófagos e 

promastigotas da L. amazonensis. Estes resultados indicam novas perspectivas para 

desenvolvimento de fitoterápicos contra a leishmaniose
(22)

. 



103 

103 

 

Em relação ao enquadramento metodológico verificou-se predominância de estudos 

quantitativos experimentais com foco na pesquisa básica (93%) e emprego de uma metanálise 

(7%); demonstrando a necessidade de mais estudos que abordem esse tipo de revisão. 

O tratamento dos dados nos 14 artigos explorados consistiu no uso da estatística com 

delineamento experimental, pela estatística descritiva (média, variância, desvio padrão, 

intervalo de confiança, nível de significância e coeficiente de variação), testes de comparação 

de médias (Tukey, Duncan e Dunnett), Análise de variância (ANOVA), testes de relação e 

correlação, bem como, a utilização de programas softwares [Statsoft versão 5.0; GraphPad 

Prism 3,0, Statistical Analysis System 4.1]. A estatística é uma ciência responsável pela 

interpretação dos dados de uma pesquisa, visando compreender as situações encontradas para 

tirar conclusões acerca do objeto de estudo
(27)

. 

O uso das plantas, em especial, do C. nucifera, com atividade contra diversas doenças 

representa uma fonte, em potencialidade, de acesso para a população mais carente, 

possibilitando a descoberta de novas terapias que apresentam tratamento de difícil prognóstico 

ou oneroso. Entretanto, como qualquer outra forma de tratamento, aqueles oriundos de 

plantas, também, devem apresentar eficácia e segurança para uso
(28)

.  

Nessa perspectiva, os enfermeiros no desempenho de suas funções, especialmente no campo 

da saúde pública, podem orientar os usuários interessados em utilizar a medicina natural, com 

respaldo em bases científicas
(29)

. Também, cresce o interesse destes profissionais na 

participação em grupos de pesquisa que visam esta linha de investigação, uma vez que, o 

campo da pesquisa básica na Enfermagem é um novo horizonte a ser explorado, com 

possibilidade de impulsionar a profissão para o atendimento das políticas de inovação 

tecnológica do país. 

Diante do exposto, afirma-se, que existem fortes evidências para o uso medicinal do C. 

nucifera, por apresentar diversas atividades biológicas no tratamento de algumas patologias, 

recomendando-se a continuação de pesquisas básicas experimentais, na busca de novos 

fitoterápicos. 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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Em relação aos 14 artigos analisados, constatou-se que, a maioria, descreve as atividades 

biológicas das fibras das cascas e cascas do fruto do C. nucifera, não sendo encontrados 

estudos referentes às folhas e caule. As atividades biológicas identificadas apresentam 

indicação terapêutica como antioxidante, antimicrobiana, leshmanicida, anti-helmíntico, 

antinflamatória, antinociceptiva/analgésica, antineoplásica, pró-inflamatória e não tóxica, 

além de tratar diabetes e hiperplasia prostática.  

Os estudos foram realizados em laboratórios de pesquisa experimental envolvendo mais de 

uma área do conhecimento. Esta temática tem sido alvo de investimento das políticas de saúde 

e inovação tecnológica no Brasil, o que torna imprescindível a continuação de estudos pré-

clínicos e clínicos visando à aplicabilidade de extratos do C. nucifera em humanos, na 

perspectiva da obtenção de tratamentos naturais, menos agressivos para o paciente.  

O envolvimento das várias áreas do conhecimento nesse tipo de pesquisa é importante, pois 

favorece o encontro de saberes na busca para melhorar as condições de saúde da população. 

Neste contexto, a Enfermagem deve estar engajada, pois pode contribuir do início ao final do 

processo investigatório. 
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ANEXO A - Cópia da aprovação do projeto pelo Comitê de ética em pesquisa/ Ufal 
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ANEXO B - POP microdiluição para concentração inibitória mínima  
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ASSUNTO:Microdiluição em caldo MH para a determinação da concentração 

inibitória mínima (CIM)  

Elaboração: Cristiane do Nascimento Tavares Figueira  

Orientação: Profª Drª Maria Lysete de Assis Bastos 

 

Este ensaio é realizado em placas estéreis de 96 poços com fundo em forma de “U”, que 

apresentam 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Os poços das colunas de 1 a 9 são 

destinados para o teste com amostras, enquanto os poços das colunas 10, 11 e 12 são 

destinados para o teste de controle do experimento, respectivamente, Controle de crescimento 

(CC), Controle negativo (CN) e Controle positivo (CP). Cada concentração da amostra é 

testada em triplica e, portanto, em cada placa é possível testar três amostras distintas em 

triplicata simultaneamente (por exemplo: extrato X nas colunas 1, 2 e 3; extrato Y nas colunas 

4,5 e 6; extrato Z nas colunas 7,8 e 9. 

Este protocolo segue a Metodologia descrita por Ayres et al (2008): 

1. Prepara o caldo MH duplamente concentrado, conforme rótulo do fabricante. 

2. Pesa, em balança analítica, 2000 µg do extrato e solubiliza em 1 ml de SF0,9% e 2 

gotas de cremophor (preparados na concentração de 2000 µg/mL) 

3. Filtrados utilizando filtros milipore 0,45 µm  

4. Em seguida inoculados nas colunas de 1 a 9 da linha A. Um volume de 200 µL dos 

diversos extratos vegetais. 

5. Os demais orifícios preenchidos com 100 µL de caldo Mueller-Hinton.  

6. Uma alíquota de 100 µL do conteúdo de cada orifício da linha A é transferido para os 

orifícios da linha B, e após homogeneização, o mesmo volume é transferido para a linha C, 

repetindo-se este procedimento até a linha H, e desprezando-se após homogeneização o 

excesso da diluição, obtendo-se assim concentrações decrescentes dos extratos (1000 µg/mL-

linha B; 500 µg/mL-linha C; 250 µg/mL-Linha D, e assim por diante) 
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7. Os inóculos microbianos na concentração de 0,5 de McFarland (10
8
 UFC/mL) devem 

ser diluídos 1/10 em solução salina estéril (0,9%) e desta diluição um volume de 5 µL (10
4
 

UFC/mL) depositadas em todos os orifícios das linhas A-H. 

8. Os orifícios das colunas 10, 11 e 12 foram destinados para os testes de controle do 

experimento. 

coluna 10 reservada para o controle negativo da atividade inibitória do diluente utilizado na 

preparação dos extratos. Nesta coluna, a solução de 2 gotas de cremophor com 1 ml de 

SF0,9% foi diluída em caldo Mueller-Hinton até a linha H e o mesmo inóculo 

microbiano 5 µL (10
4
 UFC/mL) acrescido.  

coluna 11 recebe apenas caldo Mueller- Hinton e o inóculo microbiano 5 µL (10
4
 

UFC/mL), possibilitando o controle positivo da viabilidade bacteriana. 

coluna 12 recebe apenas caldo Mueller-Hinton para a verificação da esterilidade da placa. 

9. As placas devem ser incubadas em estufa bacteriológica a 35 
o
C por 18 horas. 

10. Decorrido este intervalo de tempo deve ser acrescido a cada um dos orifícios 20 µL de 

uma solução aquosa de TTC (cloreto de trifenil tetrazolium) a 0,5% e as placas 

novamente re-incubadas por mais três horas a 35 
o
C. 

11. Após esta última incubação a presença de uma coloração vermelha nos orifícios é 

interpretada como prova negativa do efeito inibitório do extrato, enquanto a ausência da 

coloração vermelha é considerada prova positiva da ação inibitória do extrato.  

A CIM foi definida como a menor concentração do extrato em µg/mL capaz de impedir o 

crescimento microbiano (impedir o aparecimento da coloração vermelha). Cada teste deve ser 

realizado em triplicata.  

 

 

 

Referência: Ayres MCC, Brandão MS, Vieira-Júnior GM, Menor JCAS, Silva HB, Soares 

MJS, Chaves MH. Atividade antibacteriana de plantas úteis e constituintes químicos da raiz 

de Copernicia prunifera. Rev Bras Farmacogn. 2008.(18) 90-7.  

 

 

 

 

Preparo da solução do TTC a 0,5% 

Pesar 0,05g de TTC e solubilizar em 10 mL de água destilada estéril. 
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ANEXO C - Protocolo e POP de diluições para curva de calibração  

 

Preparação de Solução Estoque 40mg/L:2mg DPPH + 50 ml MeoH. 

 40 mg/L: 1ml DPPH 

     875 µl                 125 µl 

 35mg/L: 0,875 ml DPPH + 0,125 ml MeoH 

                     750 µl             250 µl 

 30mg/L: 0,75 ml DPPH + 0,25 ml MeoH 

                625 µl     375 µl  

 25mg/L: 0,625 ml DPPH + 0,375 ml MeoH 

                   500 µl         500 µl 

 20mg/L: 0,5 ml DPPH + 0,5 ml MeoH 

                 375 µl      625 µl 

 15mg/L: 0,375 ml DPPH + 0,625 ml MeoH 

               250 µl               750 µl 

 10mg/L: 0,25 ml DPPH + 0,750 ml MeoH 

            125 µl               875 µl 

 5mg/L: 0,125 ml DPPH + 0,875 ml MeoH 

                25 µl               975 µl 

 1mg/L: 0,025 ml DPPH + 0,975 ml MeoH 

Retirado 20 µl e depois 5 µl 

 

Procedimento Operacional Padrão (POP) para Curva de calibração: 

 

1. Ligado UV mini – 1240 / UV - VIS – spectrophotometers 

2. Calibrado em intervalo UV 515 nm – 514 nm 

3. Pipetado 1 ml de metanol a 100% para o controle branco  

4. Realizado controle branco entre cada concentração. 

5.  Colocado as cubetas de 1 ml dentro da caixa para fotossensíveis. 

6. Acionado o “Auto zero” 

7.  Pipetado 1 ml da solução de DPPH para testar a amostra de 40 mg/L de metanol. 

8. Pipetado 875 µl de DPPH + 125 µl de Metanol para testar 35 mg/ml 

9. Sucessivamente seguindo o protocolo de Curva de Calibração. 

10. Tomando o cuidado de colocar primeiro a substância em menor quantidade 
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ANEXO D - Protocolo de preparação dos extratos e DPPH 

 

Concentração dos extratos: 

 

 200 µl/mL: 200x 10ml de metanol= 2mg do extrato + 10mlMeOH 

 150 µl/ mL: 200. v1= 150. 5  v1= 3,75ml 

 100 µl/ mL: 200. v1= 100. 5  v1= 2,5ml 

   50 µl/ mL: 100. v1= 50. 5  v1= 2,5ml 

   25 µl/ mL:   50. v1= 25. 5  v1= 2,5ml 

   12,5 µl/ mL: 25.v1= 12,5. 5 v1= 2,5ml 

 

Preparo das soluções dos extratos brutos: 

As soluções estoques foram preparadas a partir de 2mg de extrato bruto solubilizados 

em 10 mL de metanol. De cada extrato, foram testadas as concentrações 200, 150, 100, 50, 25 

e 12,5 µg/mL, seguindo o Protocolo de Concentração dos Extratos abaixo. O ácido gálico e o 

BHT foram utilizados como antioxidantes padrões, submetido ao mesmo procedimento 

experimental: preparados na concentração de 40 µg/mL em MeOH espectroscópico. 

 

POP de diluição dos extratos: 

 

1. Pesado 0,002g do extrato. Solubilizado em 10 ml de metanol espectroscópico, em 

Balão volumétrico de 10ml. Ista utilizada como Solução estoque = 0,002g do extrato 

em 10 ml de Metanol espectroscópico= 200 µl/mL. 

2. Identificado seis FA com as concentrações: 200, 150, 100, 50, 25 e 12,5 µl/ml. 

Reservado cinco balões volumétricos de 5ml. 

3. Com pipeta de 5ml, coletado 0,375L da solubilização estoque. Adicionado metanol até 

o menisco dos 5 ml do Balão volumétrico. Despejado no FA = 150 µl/ml. 

4. Sucessivamente seguindo o protocolo de concentração dos extratos.  
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POP de Preparo do DPPH: 

 

1. Pesado 2 mg (0,0020g) de DPPH 

2. Colocado Metanol espectroscópico em frasco amola para solubilização por 

homogeneização, em seguida despejado no balão de 50 ml. 

3. Completado o balão com Metanol espectroscópico até o menisco dos 50 ml, após 

passar pelo frasco ampola da solubilização afim de não deixar resíduos. Reservado 10 

ml para uso imediato e colocado o balão e frasco ampola no congelador. Mantendo-os 

durante todo o preparo e armazenamento protegidos da luz, visto que DPPH é 

fotossensível. 
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ANEXO E - Formulário de avaliação para difusão em Ágar. 

 

Microorganismo testado: __________________________________ 

 

Data:_____/_____/_______ 

 

Extrato CP CN 1 2 3 Observações 

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

       

 

Disco (tipo papel ou perfuração em placa): 

Diâmetro disco ou poço:  

Concentração extrato/disco ou poço: 

Controle positivo (CP): 

Controle negativo (CN): 

 

Responsável pela leitura:  
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ANEXO F - Formulário para avaliação da concencentração inibitória mínima (MIC) 

 

 

 

 

 

 

 

Microorganismo: 

Extratos (triplicata): 

Controle negativo(CN): 

Controle de crescimento (CC): 

Controle de esterilidade(CE): 

Controle positivo(CP): 

Meio de cultivo: 

Temperatura da estufa: 

Assinatura da preparação da placa:____________________________Hora:________ 

 

Assinatura da leitura: _________________________Data:_________Hora:________ 
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ANEXO G - Difusão em disco - Preparação dos discos teste com os extratos  

 

 

À 50 mg do extrato bruto, adicionou-se 1 mL de MeOH ou EtOH, para obtenção de 

uma solução estoque de 50.000 µg/mL. Quando necessário, para facilitar a solubilização, a 

mistura foi colocada em sonicador (estufa à vapor com ultra-som). Discos de papel de filtro 

Whatman nº 1 de 6 mm foram confeccionados com auxílio de perfurador de papel e 

esterilizados em autoclave a 121 ºC por 15 min. Posteriormente, os discos foram colocados 

um a um, com auxílio de uma pinça estéril, em placas de poliestireno com 96 orifícios. 

Adicionou-se em cada poço 20 µL da solução estoque em triplicata (1000 µg/mL). Os discos 

foram mantidos na capela de fluxo laminar e, após secagem, eram tampados e levados a 

geladeira até o momento do uso. 
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ANEXO H - Meios e Reagentes utilizados / Preparo dos micro-organismos 

 

 

a) Brain-Heart Infusion (BHI): Utilizou-se 37g do pó dissolvido em 1 litro de água destilada. 

O meio era esterilizado em autoclave por 15 min. a 121 ºC e posteriormente mantido em de 

geladeira até o momento do uso. b) Ágar Müller Hinton (AMH): Este meio foi utilizado para 

os testes com as bactérias. Para prepará-lo utilizou-se 38 g do pó solubilizados em 1 litro de 

água destilada e esterilizado em autoclave por 15 min. a 121 ºC. Em seguida, o meio era 

vertido em placas de Petri descartáveis de 90x15 mm em capela de fluxo laminar, onde 

permanecia por 24 horas para verificação da esterilidade. Após esse período as placas eram 

identificadas e guardadas em geladeira para serem usadas nos ensaios biológicos. c) Ágar 

Sabouroud Dextrose (ASD): Este meio foi utilizado nos testes com fungo. Em seu preparo 

utilizou-se 65 g do pó dissolvido em 1 litro de água destilada. Após esterilização em autoclave 

por 15 min. a 121 ºC, o meio era depositado em placa d) Solução Salina Tamponada (SST): 

No preparo da SST utilizou-se 5,61 g de Cloreto de Sódio, 0,11 g de Cloreto de Potássio, 1,0 

g de Fosfato de Potássio Monobásico e 2,0 g de Fosfato de Sódio Dibásico, solubilizados em 

1 litro de água destilada e levados à autoclave a 121ºC por 15 min. A SST era mantida em 

geladeira até o momento do uso. e) Solução de Sulfato de Bário da Escala de McFarland: 

Foram utilizadas soluções padrões de turbidez, conhecida como Escala de McFarland (Figura 

11, p 40), para padronização do inóculo dos micro-organismos nos testes in vitro. Esta escala 

foi preparada utilizando-se 10 tubos de ensaio com tampa rosqueável, os quais receberam 

quantidades sequenciais de solução de Sulfato de Bário (BaSO4 ) a 1% (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6; 

0,7; 0,8; 0,9; 1,0 mL) e ácido sulfúrico (H 2SO4) a 1% q.s.p. 10 mL. A turbidez de cada tubo 

corresponde respectivamente às seguintes densidades do inóculo (Unidades Formadoras de 

Colônias-UFC): Nos testes utilizou-se o tubo nº 5 como referência para a densidade de 1,5x10 

6 UFC/mL (SILVA, 1999).  

 

 

Preparo dos micro-organismos 

 

 

Os micro-organismos utilizados nos ensaios foram oriundos do American Type Cell 

Colection (ATCC) e do (CCCD). A seleção dos micro-organismos foi baseada na dificuldade 

em tratar as infecções causadas pelos mesmos, em decorrência da resistência aos 

antimicrobianos padrões. Para ativação dos micro-organismos foram colocados 10 a 15 mL de 
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BHI em dois tubos de ensaio. Em cada tubo adicionava-se um disco do microorganismo, que 

era incubado por 24h a 35 ºC para as bactérias, e durante 48h a 28 ºC para o fungo. Após esse 

período o BHI assumia uma coloração turva, característica da presença do microorganismo 

ativado. Com auxílio de uma alça de platina, os inóculos eram repicados em duas placas de 

Petri, contendo o meio apropriado para cada microorganismo. Após incubação em estufa por 

24h a 35 ºC para as bactérias, e durante 48h a 28 ºC para o fungo, as placas com os micro-

organismos estavam prontas para a realização dos bioensaios. 
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ANEXO I - Declaração de reconhecimento e catalogação da espécie vegetal – IMA 

 

 
 


