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Resumo

A mastite é uma doença multifatorial de grande importância para a pecuária e a
indústria do leite, acarretando sérios prejuízos econômicos decorrentes da
diminuição da secreção láctea ou da perda total desta capacidade, além de
representar um importante problema de Saúde Pública. A fumaça líquida apresenta
compostos fenólicos que contribuem com o aroma e atuam como agentes
antioxidantes e antimicrobianos ativos, podendo ser utilizada para o controle de
microrganismos tais como Staphylococcus spp., alguns de cujas espécies produzem
mastite. Este trabalho visou à verificação da atividade inibitória dos extratos de
fumaça líquida obtida da pirólise de Bambusa vulgaris contra isolados da mastite
bovina (Staphylococcus spp.). Determinação de pH e acidez, identificação por
espectrofotometria UV e cromatografia em camada delgada (CCD) e quantificação
por espectrofotometria a 725 nm dos compostos fenólicos foram realizados nos
destilados e resíduos aquoso e alcoólico obtidos por destilação simples e fracionada
da fumaça líquida. A atividade inibitória de cada fração e resíduo foi avaliada
através de halos de inibição comparados com Gentamicina. A partir dos dados
obtidos, conclui-se que a fumaça líquida obtida da pirólise de Bambusa vulgaris
apresentou atividade antimicrobiana contra quatro cepas de estafilococos isolados
de mastite bovina. O maior efeito da atividade antimicrobiana foi observado para o
resíduo da destilação simples, o qual apresentou maior halo de inibição para as
quatro cepas isoladas, com cerca de 76,9% da atividade inibitória da amostra
controle com 10 µg de Gentamicina.
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Abstract

Mastitis is a highly important multifactorial disease for cattle-raising and the
dairy industry, causing serious economic damage due to the decrease of milk
secretion or its total loss, besides representing an important problem in Public
Health. Liquid smoke presents phenolic compounds that contribute with flavoring
and act as active antioxidant and antimicrobian agents, and can be used for the
control of microorganisms such as Staphylococcus sp., as some of its species
produce mastitis. This work aimed at verifying the inhibiting activity of liquid
smoke extracts obtained by pyrolysis of Bambusa vulgaris against isolated
microorganisms of bovine mastitis (Staphylococcus sp.). Determination of pH
and acidity, identification by UV spectrophotometry and thin-layer chromatography
and quantification  by spectrophotometry at 725 nm of the phenolic compounds
were conducted in the distilled products and aqueous and alcoholic residues
obtained by simple and fractioned distillation of liquid smoke. The inhibiting
activity of each fraction and residue was evaluated by means of inhibition halos
compared with Gentamicin. From the obtained data, it was concluded that liquid
smoke obtained from pyrolysis of Bambusa vulgaris presented antimicrobian
activity against four strains of staphylococcus isolated from bovine mastitis. The
strongest effect of the antimicrobian activity was observed in relation to the
residue of simple distillation, which presented bigger inhibition halo for the four
isolated strains, with about 76.9% of the inhibiting activity of the control sample
with 10 µg of Gentamicin.

Key words:  Mastitis. Liquid smoke. Staphylococcus. Antimicrobian.
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1 Introdução

As perdas na produção de leite atribuídas à mastite
subclínica alcançam de 10 a 26% do total de produção,
de acordo com grau de intensidade do processo
inflamatório, da prevalência da doença, da patogenicidade
do agente infeccioso e do estágio de lactação. Além
da diminuição na produção leiteira, torna o úbere uma
reserva de microrganismos patogênicos, o que ocasiona
perda na qualidade do leite. O animal não apresenta
alterações visíveis na glândula, porém o leite apresenta
alta contagem de células somáticas. Essas infecções,
além de contribuírem com significativas perdas econômicas,
podem ser consideradas como um problema sério para
a saúde pública.

No intuito de solucionar ou minimizar os problemas
causados pela ação dessas bactérias no leite e em seus
derivados, diversas ações têm sido tomadas para inibir
o crescimento de agentes microbianos que promovem o
processo inflamatório nas glândulas mamárias de
bovinos no Brasil. A aplicação de antibiótico sintetizado
por via química tem sido a prática usual de criadores
de bovinos leiteiros, quando o animal é identificado. No
entanto, normas de vigilância sanitária internacional têm
criado barreiras sanitárias para a comercialização de
produtos de origem animal, quando do tratamento com
certos tipos de antibióticos.

A fumaça líquida usualmente tem sido empregada
para conferir aroma e cor a produtos cárneos, mas
também apresenta outros benefícios. Suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes tornam os produtos
mais seguros, aumentando sua vida-de-prateleira.
Relata-se atividade bacteriostática da fumaça líquida
quando testada em Proteus sp. e Staphylococcus sp.,
bem como o efeito bacteriano em peixes, obtendo-se
resultados positivos no controle do crescimento de
Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis e Proteus
vulgaris.

De modo geral, verifica-se que a resposta individual
dos microrganismos para a fumaça líquida é extremamente
variável, o que torna interessante a identificação dos
possíveis compostos ativos na inibição do crescimento
de bactérias presentes em processos inflamatórios de
glândulas mamárias de bovinos leiteiros.

Neste sentido, o objetivo do artigo foi o de verificar a
atividade inibitória dos extratos de fumaça líquida obtida
da pirólise de bambu comum (Bambusa vulgaris) contra
quatro bactérias identificadas como agentes etiológicos
da mastite bovina, sendo dois isolados de Staphylococcus
aureus e dois isolados de Staphylococcus sp.

2 Material e Métodos
2.1 Destilação fracionada da fumaça líquida

Um volume de 400 mL de fumaça líquida obtida por
pirólise de Bambusa vulgaris foi submetido à destilação
fracionada obtendo-se quatro frações destiladas que
foram denominadas: Destilado 1, Destilado 2, Destilado
3 e Destilado 4. O resíduo restante no balão foi dissolvido
com água (Resíduo aquoso). Em seguida, o balão ainda
possuía resíduo de fumaça líquida que foi solubilizado
em etanol (Resíduo alcoólico).

2.2 Destilação simples

Um volume de 300 mL de fumaça líquida, obtida por
pirólise de Bambusa vulgaris, foi submetido a uma
destilação simples a 97ºC obtendo-se uma fração
destilada de 280 mL (Destilado S) e um resíduo de 30
mL (Resíduo S).

2.3 Determinação de acidez

A acidez foi concluída por uma técnica simples de
titulação com uma base padronizada, utilizando o
potenciômetro de acordo com a técnica proposta por
Cecchi (1999).

2.4 Absorbância por espectrofotometria na região
ultravioleta

Os espectros na região ultravioleta das amostras
foram obtidos por meio da adição de uma alíquota de
50 µL da amostra com 15 mL de solução a 75% de
etanol. Os espectros de absorção foram determinados
na faixa de comprimento de onda de 190 a 362 nm, em
espectrofotômetro.

2.5 Quantificação de compostos fenólicos

A determinação de fenóis foi realizada de acordo
com a técnica empregada por Nozella (2001). Foram
testadas várias diluições das amostras dissolvidas em
água destilada, para obter uma melhor leitura de
absorbância. A diluição mais adequada foi a de vinte e
uma vezes para todas as amostras. Em tubos de ensaio,
foram adicionados 50 µL do sobrenadante referente a
cada diluição da amostra em água (em duplicata), 250
µL do reagente Folin-Ciocalteu (1 N) diluído 1:10, 450
µL de água destilada e 1,25 mL de carbonato de sódio
(20%). Os tubos foram agitados e, após quarenta
minutos, foi feita a leitura em um espectrofotômetro,
em absorbância de 725 nm. O teor de fenóis totais (FT)
foi calculado em equivalente de ácido tânico.

2.6 Atividade antimicrobiana das frações da fumaça
líquida

Os microrganismos utilizados para analisar a
atividade antimicrobiana das frações de fumaça líquida
destilada de Bambusa vulgaris foram isolados pelo prof.
L. C. Silva (UNOPAR) de animais com mastite. O meio
de cultura utilizado foi agar-nutriente (15 g de agar-agar
e 8g de caldo-nutriente para cada litro de água destilada).
A reativação dos microrganismos Staphylococcus
aureus (SA1 e SA2) e Staphylococcus sp. (STA1 e STA2)
realizou-se em duplicata em que os microrganismos foram
repicados em tubos de ensaio contendo 10 mL de agar-
nutriente inclinado e incubados a 37ºC por 18 h. O
antibiograma foi realizado por comparação com um
antibiótico (Gentamicina, 10 µg) e com um disco-
controle de etanol. Em discos de papel filtro de 5 mm,
foram aplicados 20 µL dos destilados, dos resíduos e
dos controles, sendo em seguida incubados a 100ºC
por 5 min para evaporar o excesso de álcool das
amostras. Foram acrescentados 5 mL de água
destilada estéril no tubo do inóculo STA1 e repassado
5mL deste inóculo para outro tubo da mesma espécie
STA1, repetindo o processo para os outros microrganismos.
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Após o processo, foram retirados 150 µL de cada tubo
com os diferentes inóculos e transferidos para placas
de Petri contendo agar-nutriente e emplacados em
superfície. Logo após, foram adicionados os discos
contendo as amostras, o controle e o antibiótico, sendo
ambos incubados a 37ºC por 18 h.

2.7 Cromatografia em camada delgada em fase
normal

A cromatografia em camada delgada foi realizada
adicionando-se 5 µL de cada amostra de fumaça líquida,
de resíduo alcoólico e de resíduo da destilação simples,
em uma cromatoplaca sílica-gel 60 F254 (10 x 4 cm).
Uma solução de solventes (tolueno, 40 mL; clorofórmio,
25 mL; acetona, 35 mL) foi utilizada como fase móvel,
sendo a cuba cromatográfica coberta para completa
saturação. O tempo de corrida cromatográfica foi de 40
min. A placa foi retirada da cuba e revelada em luz
ultravioleta e em solução reveladora de anisaldeído-
sulfúrico (ácido acético, 50 mL; ácido sulfúrico, 1 mL;
anisaldeído, 0,5 mL), sendo colocada a 100ºC por 5
min para revelação das bandas.

3 Resultados e Discussão

Vários fracionamentos das amostras de fumaça
líquida foram desenvolvidos por destilação fracionados
a temperatura constante de 97ºC, mas nenhuma
variação no teor de fenólicos totais foi percebida após o
fracionamento. No entanto, a variação no teor de
compostos fenólicos totais foi percebida nas amostras
residuais da fumaça líquida, ou seja, resíduo alcoólico
(408,6 µg) e resíduo aquoso (1317,1 µg). Na Figura 2,
pode-se observar nos espectros de absorção das
frações destiladas de fumaça líquida que há um aumento
na absorção na região de 280 nm, característica de
compostos fenólicos. Porém, nenhuma variação no perfil
dos espectros foi observada, o que pode caracterizar que
as amostras não apresentam diferenças de composição
química das várias frações obtidas da destilação fracionada.
As frações residuais foram as que apresentaram maiores
absorções nas regiões de 200-220 nm e 280 nm, o que
poderia corroborar o aumento da concentração de
compostos fenólicos (ver Tabela 2).

A cromatografia em camada delgada dos destilados
de fumaça líquida foi feita para permitir uma visualização
rápida que distinguisse compostos ou grupos de
compostos químicos presentes nas amostras. Pelos
resultados obtidos, diferentes compostos químicos
foram isolados das amostras destiladas e dos resíduos
(Figura 2). Os compostos foram eluídos nos cromatogramas
em camada delgada e, após irradiação a 366 nm,
obtiveram-se os perfis das bandas presentes nas
amostras (Figura 2a), bem como após aplicação de
solução reveladora de anisaldeído-sulfúrico (Figura 2b).

Conforme observado na Figura 1, diferentes compostos
químicos foram isolados das amostras de fumaça líquida
e suas frações. As bandas obtidas na eluição cromatográfica
e reveladas pela solução de anisaldeído-sulfúrico
apresentaram diferentes colorações conforme as reações
específicas com o composto ou grupo de compostos

separados. Na análise em cromatoplacas de sílica-gel
60 F254, em todas as frações de fumaça líquida, alguns
compostos apresentaram similaridade de Rf’s e
colorações (do amarelo ao vermelho, bem como uma
banda azul-clara) após revelação com anisaldeído-
sulfúrico e em luz ultravioleta (Tabela 1).

Na tentativa de obter diferentes perfis cromatográficos
entre as amostras da fumaça líquida de Bambusa
vulgaris, diferentes frações foram obtidas (Destilado 1,
Destilado 2, Destilado 3, Destilado 4, Resíduo Alcoólico
e Resíduo Aquoso); no entanto, pôde-se observar que
os espectros sob luz ultravioleta (366 nm) e revelados
por solução de anisaldeído apresentaram acentuada
similaridade, mostrando uma certa correlação entre os
compostos químicos presentes nas amostras de fumaça
líquida independentemente da fração analisada neste
trabalho. A diferença nos espectros cromatográficos se
deu pelo aumento na concentração de compostos
fenólicos totais. As concentrações de fenólicos totais,
expressos em ácido tânico, foram determinadas e
podem ser observadas na Tabela 2.

A Tabela 2 mostra os valores de pH e acidez das
frações obtidas da fumaça líquida de Bambusa vulgaris.

A fumaça líquida obtida da pirólise de Bambusa
vulgaris foi testada quanto às suas propriedades
antimicrobianas contra quatro cepas de Staphylococcus
sp. e isoladas de vacas leiteiras clinicamente identificadas
com mastite bovina. Os valores de inibição microbiana
foram expressos em milímetros de halo de inibição,
conforme Tabela 3.

Como pode ser observado na Tabela 3, não se
apresenta diferença na atividade antimicrobiana. E pelo
fato de não apresentar diferença na atividade
antimicrobiana, o processo de fracionamento dos
compostos fenólicos através da destilação fracionada
foi modificado. Trocando o método de destilação
fracionada pela destilação simples, a qual resultou na
obtenção das amostras Destilado S e Resíduo S, os
valores de inibição são apresentados na Tabela 4.

O maior efeito da atividade antimicrobiana foi percebido
para a amostra do Resíduo da Destilação Simples
(RhS), a qual apresentou maiores halos de inibição para
as quatro cepas isoladas. Para as cepas de S. aureus
(STA1 e STA2), os halos de inibição representaram 71,4
e 88,2% da atividade inibitória da amostra controle com
10 mg de gentamicina. Para as cepas de Staphylococcus
sp. (SA1 e SA2), os halos de inibição representaram
73,3 e 75,0% da atividade inibitória da amostra controle
com 10 µg de gentamicina.

4 Conclusão

A partir dos dados obtidos no presente trabalho, pôde-
se concluir que a fumaça líquida obtida da pirólise de
Bambusa vulgaris apresentou atividade antimicrobiana
contra quatro cepas de estafilococos isolados de mastite
bovina. O maior efeito da atividade antimicrobiana foi
percebido para Resíduo da Destilação Simples, o qual
apresentou maior halo de inibição para as quatro cepas
isoladas, com cerca de 76,9% da atividade inibitória da
amostra controle com 10 µg de gentamicina.
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Figura 1 . Espectro de absorção na região do ultravioleta das frações destiladas de fumaça líquida obtida de 400
mL de fumaça líquida de Bambusa vulgaris.
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Figura 2 . Cromatografia em camada delgada em fase normal (CCDFN), (a) irradiada a 366 nm e (b) revelada com
solução de anisaldeído, das frações destiladas de fumaça líquida de Bambusa vulgaris. FL: fumaça líquida; ReF:
resíduo alcoólico fracionado; RhS: resíduo aquoso simples.

Tabela 1 . Relações de frente (Rf) e cores desenvolvidas para os compostos separados em CCD das amostras de
fumaça líquida e suas frações.

Reveladores 

Anisaldeído Luz Ultravioleta Amostra  

FL ReF RS FL ReF RS 

Banda #1 
0,85 

Vermelho 

0,84 

Vermelho 
n.d. n.d. n.d. n.d. 

Banda #2 
0,77 

Vermelho 

0,76 

Vermelho 

0,81 

Vermelho 

0,77 

Azul 
n.d. 

0,81 

Azul 

Banda #3 n.d. 
0,75 

Vermelho 

0,76 

Vermelho 

0,73 

Amarelo 

0,73 

Amarelo 
n.d. 

Banda #4 
0,5 

Vermelho 
n.d. 

0,52 

Vermelho 
n.d. n.d. n.d. 

Banda #5 n.d. n.d. 
0,48 

Vermelho 
n.d. n.d. n.d. 

Banda #6 
0,36 

Amarelo 
n.d. 

0,38 

Amarelo 
n.d. n.d. n.d. 

Banda #7 
0,14 

Azul 

0,09 

Azul 
n.d. n.d. n.d. n.d. 
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Acidez 
Amostras pH a 

meq H+/100 mLb % ácido acético c 

Fenólicos 

Totais d 

Destilado 1 2,69 13,4 1,18 78 

Destilado 2 2,64 16,6 1,46 43 

Destilado 3 2,58 21,5 1,89 37 

Destilado 4 2,63 42,5 3,74 172 

Destilado S n.d.e n.d.e 3,05 190 

Res. Aquoso 3,37 7,0 0,62 245 

Res. Álcool n.d.e 5,1 0,45 408 

Res. Simples n.d.e n.d.e 11,8 1317 

Fumaça Líquida n.d.e n.d.e 4,34 337 

aA medida dos potenciais hidrogeniônicos foram avaliados pela medida direta em potenciômetro Tecnal Mod. Tec-2. 
bAcidez foi avaliada por titulação potenciométrica (CECCHI, 1999). dO teor de fenólicos totais foi avaliada a partir da 
reação com solução de Folin Ciocalteau contra curva padrão de ácido tânico e expresso como microgramas de 
compostos fenólicos. en.d. Medida não determinada. 

Tabela 2 . Valores de pH, acidez e compostos fenólicos totais das frações destiladas de fumaça líquida de
Bambusa vulgaris (n=3).

Tabela 3 . Valores de inibição do crescimento bacteriano pelas amostras da destilação fracionada de fumaça
líquida de Bambusa vulgarisa.

Frações 

(Código de controle) 

S. aureus 

(STA1) 

S. aureus 

(STA2) 

Staphylococcus sp. 

(SA1) 

Staphylococcus sp. 

(SA2) 

Destilado 1 n.d.c n.d.c n.d.c n.d.c 

Destilado 2 n.d.c n.d.c n.d.c n.d.c 

Destilado 3 n.d.c n.d.c n.d.c n.d.c 

Destilado 4 n.d.c n.d.c n.d.c n.d.c 

Controle (etanol) n.d.c n.d.c n.d.c n.d.c 

Resíduo alcoólico  7 7 n.d.c n.d.c 

Resíduo aquoso  n.d.c n.d.c n.d.c n.d.c 

Fumaça líquida 8 7 7 8 

Gentamicinab 14 17 15 16 

aValores médios obtidos da amostra em duplicata, expressos em mm. bGentamicina foi empregada como um 
antibiótico de controle-positivo, 10 µg. cn.d.: atividade inibitória do crescimento microbiano não foi detectada. 
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Tabela 4 . Valores de inibição do crescimento bacteriano pelas amostras da destilação simples da fumaça líquida
de Bambusa vulgarisa.

Frações 

(Código de controle) 

S. aureus 

(STA1) 

S. aureus 

(STA2) 

Staphylococcus sp. 

(SA1) 

Staphylococcus sp. 

(SA2) 

Destilado S n.d.c n.d.c n.d.c n.d.c 

Resíduo S 10 15 11 12 

Fumaça líquida 8 7 7 8 

Gentamicinab  14 17 15 16 

aValores médios obtidos da amostra em duplicata, expressos em mm. bGentamicina foi empregada como um 
antibiótico de controle-positivo, 10 µg. cn.d.: atividade inibitória do crescimento microbiano não foi detectada. 
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