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Resumo 

VALENCIA QUECAN, B. X. Efeito de extratos orgânicos de variedades de cebola 
sobre o quorum sensing bacteriano. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018  

Muitos genes bacterianos são regulados pelo mecanismo de comunicação denominado 
quorum sensing (QS). Neste sistema, moléculas sinalizadoras ativam um comportamento de 
grupo, conforme a densidade celular, permitindo o controle da expressão gênica. Estudos 
sugerem o potencial de compostos extraídos de plantas sobre o QS, a exemplo da quercetina, um 
flavonol presente em concentrações elevadas em algumas frutas e hortaliças. Este composto é o 
flavonoide majoritário presente em cebola (Allium cepa), mas não existem estudos que mostrem a 
atividade anti-QS de extratos orgânicos deste vegetal. Este trabalho avaliou o potencial 
antimicrobiano e anti-QS de extratos orgânicos de cebola branca e cebola roxa, assim como de 
alguns de seus componentes majoritários identificados, em fenótipos regulados pelo QS como a 
produção de violaceína em Chrormobacterium violaceum ATCC 12472, a motilidade tipo 
swarming e a formação de biofilmes em Pseudomonas aeruginosa PAO1 e Serratia marcescens 
MG1. Extratos de cebola branca e roxa foram obtidos por extração em fase sólida utilizando 
coluna de poliamida e seus compostos identificados e quantificados pelas técnicas de 
Cromatografia líquida- ionização por elétron spray-espectrometria de massas e cromatografia 
líquida de alta eficiência acoplada a detector de arranjo de diodo. A atividade antimicrobiana foi 
avaliada pelas curvas de multiplicação de cada micro-organismo. O efeito dos compostos 
quercetina aglicona (inibidor do QS já relatado na literatura e encontrado no extrato de cebola 
roxa) e quercetina-3-β-D-glicosideo (um dos compostos majoritários encontrados em ambos 
extratos) sobre os micro-organismos utilizados neste estudo foi também avaliado. Foram obtidos 
três extratos: cebola branca em metanol (CB-MeOH), cebola branca em metanol amônia (CB-
MeOH/NH4) e cebola roxa em metanol (CR-MeOH). Os compostos quercetina 3,4’-
diglicosídeio, quercetina-4-glicosídeo, quercetina-3-β-D-glicosideo e quercetina aglicona foram 
os predominantes nos extratos das duas variedades de cebola. Cianidina-3-O-glicosideo também 
foi identificada no extrato de cebola roxa. A concentração inibitória mínima (MIC) dos extratos 
foi igual ou superior a 125 µg/ml (p/v) de extrato seco. Não foi observada inibição significativa 
da produção de violaceína em C. violaceum pelos extratos orgânicos de cebola e nem pela 
quercetina-3-β-D-glicosideo, nas concentrações sub-inibitórias avaliadas. No entanto, a 
quercetina aglicona inibiu significativamente a produção de violaceína em todas as 
concentrações. A glicosilação da quercetina pode ter afetado sua atividade sobre a inibição da 
produção de violaceina, já que estudos mostram menor atividade biológica deste composto 
quando glicosilado. Para a motilidade tipo swarming em P. aeruginosa PAO1 houve inibição 
significativa pelo extrato de cebola roxa, em todas as concentrações estudadas. Os demais 
extratos não apresentaram inibição contra este micro-organismo. Para S. marcescens MG1, foi 
observada inibição da motilidade swarming somente na concentração de 125 µg/ml de CB-
MeOH/NH4. As análises de comparação entre os dois tipos de quercetina revelaram que, embora 
para as duas bactérias testadas os dois compostos apresentaram atividade inibitória sobre a 
motilidade tipo swarming, a quercetina-3-β-D-glicosideo foi menos eficiente que a quercetina 
aglicona na concentração de 125 µg/ml. A formação de biofilmes não foi influenciada pelos 
extratos e, inesperadamente, não se detectou inibição da formação de biofilmes por ambos tipos 
de quercetina avaliados. De forma geral, os extratos orgânicos de cebola mostraram pouco efeito 



     

sobre os fenótipos controlados pelo quorum sensing e a glicosilação da quercetina provavelmente 
explica a baixa atividade antimicrobiana e anti-QS dos extratos. 

Palavras-chave: quorum sensing; atividade antimicrobiana; cebola; quorum quenching; 

quercetina, compostos fenólicos. 

  



     

Abstract 

VALENCIA QUECAN, B. X. Effect of organic extracts of onion varieties on bacterial 
quorum sensing. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade 
de São Paulo, São Paulo, 2018  

Many bacterial genes are regulated by a communication mechanism called quorum sensing 

(QS). In this system, signaling molecules activate a group behavior according to cell density, 

allowing the control of gene expression. Studies suggest the inhibitory potential of compounds 

extracted from plants on the QS system, like quercetin, a flavonol present in high concentrations 

in some fruits and vegetables. This compound is the main flavonoid found in onion (Allium 

cepa); however, there are no studies showing the anti-QS activity of organic extracts of this plant. 

The objective of this work was to evaluate the antimicrobial and anti-QS potential of organic 

extracts of white and red onions, and their major components studied in QS-regulated phenotypes 

such as violacein production in Chromobacterium violaceum, swarming motility and biofilm 

formation in Pseudomonas aeruginosa PAO1 and Serratia marcescens MG1.White and red 

onion extracts were obtained by solid phase extraction using a polyamide column and its 

compounds were identified and quantified by Liquid Chromatography - Electron Spray-Mass 

Spectrometry and high performance liquid chromatography coupled to diode array detector. O 

The antimicrobial activity was evaluated by growth curves of each microorganism. The effect of 

non-glycosylated quercetin (a QS inhibitor already reported in the literature and found in red 

onion extract) and quercetin-3-β-D-glycoside (one of the major compounds found in both 

extracts) on the microorganisms used in this study was also evaluated. Three extracts were 

obtained: white onion in methanol (CB-MeOH), white onion in methanol ammonia (CB-MeOH / 

NH4) and red onion in methanol (CR-MeOH). Our results showed that quercetin 3,4'-

diglycoside, quercetin-4-glycoside, quercetin-3-β-D-glycoside and non-glycosylated quercetin 

were predominant in the extracts of the two onion varieties. Cyanidin-3-O-glycoside has also 

been identified in the purple onion extract. The minimum inhibitory concentration (MIC) of 

extracts was equal or greater than 125 μg / ml (w / v) of dry extract. There was no significant 

inhibition of violacein production in C. violaceum by organic onion extracts or by quercetin-3-β-

D-glycoside at the sub-inhibitory concentrations evaluated. However, non-glycosylated quercetin 

showed a significant inhibition of violacein production in all tested concentrations. The 

glycosylation of Quercetin could have altered its inhibition activity towards violacein production, 



     

and in fact, some studies have shown less biological activity of some phenolic compounds when 

they have been glycosylated.  For swarming motility in P. aeruginosa PAO1 there was 

significant inhibition by red onion extract, in all studied concentrations. The other extracts did not 

present inhibition against this microorganism. For S. marcescens MG1, inhibition of swarming 

motility was observed only at the concentration of 125 μg / ml of CB-MeOH / NH4. Comparative 

analyses between the two types of quercetin showed that, although for the two bacteria tested the 

two compounds showed inhibitory activity on swarming motility, quercetin-3-β-D-glycoside was 

less efficient than non-glycosylated quercetin in the concentration of 125 μg / ml. Biofilm 

formation was not influenced by the extracts and unexpectedly, both types of quercetin evaluated 

did not show inhibition towards biofilm formation. In general, organic onion extracts showed 

little effect on quorum sensing controlled phenotypes and glycosylation of quercetin probably 

explains the low antimicrobial and anti-QS activity of the extracts. 

KEYWORDS: Quorum sensing, antimicrobial activity, onion, quorum quenching, 
quercetin, phenolic compounds. 
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1. INTRODUÇÃO  

    Até a década de 1990, acreditava-se que as bactérias apresentavam comportamento 

individual e de pouca complexidade e seriam incapazes de utilizar estratégias de comportamento 

em grupo. No entanto, este conceito mudou, uma vez que hoje se sabe que as bactérias também 

têm a capacidade de se comunicar umas com as outras, formar comunidades e apresentar um 

comportamento social complexo e sofisticado. Muitas bactérias utilizam sinais químicos para se 

comunicar e controlar suas atividades de uma forma dependente da densidade celular por um 

sistema conhecido como quorum sensing (QS) (Fuqua et al., 1994; Parsek e Greenberg, 2000; 

Papenfort e Bassler, 2016). 

 Processos como a expressão de fatores de virulência, transferência de plasmídeos 

conjugativos, formação de biofilmes, entre outros, são modulados pelo QS (Smith et al., 2004; 

Hawver et al., 2016; Papenfort e Bassler , 2016). Na área de microbiologia de alimentos o QS 

pode estar envolvido, direta ou indiretamente, na deterioração dos alimentos, devido a sua 

associação com a produção de enzimas proteolíticas, lipolíticas, quitinolíticas e pectinolíticas 

(Bai e Raí, 2011). Tais constatações aumentaram o interesse de pesquisadores pela busca de 

alternativas que interrompam o sistema, diminuindo os processos de deterioração e interferindo 

na virulência de patógenos (Ammor et al., 2008; Skandamis e Nychas, 2012). 

 O potencial apresentado pelas plantas é de grande relevância no controle da comunicação 

bacteriana. Extratos preparados de fontes alimentícias como alho, cenoura, camomila, broto de 

feijão, baunilha, soja, rabanete, entre outros, foram associados à produção de compostos com 

capacidade de interferir no sistema QS (Rasmussen et al., 2005; Szabo et al., 2010; Kalia, 2013). 

Dentre os estudos que buscam encontrar compostos com atividade inibitória sobre o QS, 

flavonoides como a quercetina têm sido testados. A quercetina é um flavonol que está geralmente 

presente em concentrações elevadas em algumas frutas e hortaliças, particularmente em cebola, 

sendo um dos flavonoides mais abundantes e comuns na dieta humana (Behling et al., 2008). A 

cebola é uma das hortaliças condimentares mais usadas no mundo como resultado de seu sabor e 

aroma, sendo usada como base para a fabricação de muitos produtos alimentícios processados. 
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Além disso, esta planta é conhecida pela ação terapêutica atribuída à presença de compostos 

orgânicos sulfurados, abundantes nos tecidos desse vegetal (Stajner e Varga, 2003). 

 As folhas de cebola também contêm altos níveis de quercetina, a qual está associada a 

efeitos protetores na redução do risco de doenças cardiovasculares, como agente quimio-

preventivo e antioxidante (Queiroz et al., 2009). A quercetina pode ser encontrada na parte 

comestível de vegetais do gênero Allium, incluindo alho-poró, cebolinha (Allium fitulosum) e 

alho em concentrçoes de aproximadamente 0,03 a 1g/kg. A concentração de quercetina pode 

variar dependendo da cor do bulbo e o tipo de cultivo, dentre outros aspectos. Porém, as cebolas 

coloridas vermelhas (Allium cepa var. cepa) e amarelas (Allium cepa var. agregatum) têm níveis 

mais elevados deste composto (Feng e Liu, 2011).  Este trabalho visa avaliar o potencial anti-QS 

e antimicrobiano de variedades de cebola encontradas no comércio local. Os resultados obtidos 

forneceram novas informações relativas ao potencial inibitório sobre o mecanismo de 

comunicação em bactérias. 

2 OBJETIVO 

Avaliar o efeito dos extratos orgânicos de cebola roxa e cebola branca e seus constituintes 

majoritários sobre o sistema QS. 

2.1 Objetivos específicos  

● Identificar os compostos fenólicos majoritários presentes nos extratos; 

● Determinar a atividade antimicrobiana dos extratos orgânicos de cebola roxa e branca; 

● Determinar a atividade anti-quorum sensing dos extratos, por meio de ensaios fenotípicos 

em bactérias modelo do sistema QS. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 Quorum sensing  

O quorum sensing (QS) é um processo de comunicação bacteriana que envolve a produção 

e detecção de moléculas de sinalização conhecidas como autoindutores, que também costumam 

ser referidos como feromônios bacterianos (Lazdunski et al., 2004). Essas moléculas se 

acumulam no meio em função da densidade populacional (Fuqua et al., 1994; Whitehead et al., 

2001; Waters e Bassler 2005; Pinto et al., 2012). O tipo de molécula sinalizadora varia de acordo 

com o micro-organismo e os sistemas de comunicação empregados também podem ser distintos. 

Em bactérias Gram-negativas, a sinalização normalmente é mediada por moléculas de 

homoserina lactona aciladas ou AHLs também conhecidas como autoindutores-1 (AI-1). Outra 

molécula sinalizadora denominada de autoindutor-2 (AI-2) é conhecida por estar associada com o 

QS nos dois grupos bacterianos e funciona para comunicação intra e interespecífica (Miller e 

Bassler, 2001; Fuqua e Greenberg, 2002). A sinalização mediada por peptídeos de baixo peso 

molecular, conhecidos como peptídeos autoindutores – AIP (autoinducer peptides) também e 

dada em micro-organismos Gram-positivos. Também se conhece a existência de outras moléculas 

como quinolonas, dicetopiperazinas, indol hidroxicetonas, que podem atuar tanto em micro-

organismos Gram positivos como Gram negativos (Waters e Bassler 2005; Platt e Fuqua 2010; 

Tsai e Winans 2010; Papenfort e Bassler, 2016), e  moléculas como gama butyro-lactonas que 

podem atuar em actino-bactérias (Bai e Rai 2011; Roy, Adams e Bentley, 2011; Skandamis e 

Nychas 2012). 

Um grande número de bactérias Gram-negativas usa as AHLs como moléculas 

sinalizadoras, que são compostas por uma cadeia de ácido graxo ligado a um anel lactona, por 

meio de uma ligação amida. A variação que existe entre as diferentes moléculas de AHL ocorre 

tanto pelo tamanho quanto pela composição dos ácidos graxos que variam de 4 a 18 carbonos e 

apresentam substituições na cadeia (Figura 1) (Whitehead et al., 2001; Lazdunski et al., 2004; La 

Sarre e Federle, 2013). Na década de 1970, o sistema QS (que ainda não havia recebido este 

nome) mediado por AHLs foi descoberto e descrito em duas espécies de bactérias marinhas 

bioluminescentes: Vibrio fischeri e Vibrio harveyi (Nealson e Hastings 1979) (Figura 2). Nas 
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duas espécies, as enzimas responsáveis pela produção de luz são codificadas pelo operon 

estrutural luxICDABEG, e a emissão só ocorre a uma alta densidade celular, em resposta ao 

acúmulo dos autoindutores no meio (Miller e Bassler, 2001). 

Figura 1- Estrutura geral das N-acyl homoserina lactonas e suas diferentes substituições de R: =O, - OH ou H 

produzidas por diferentes bactérias Gram-negativas. Fonte: (Pinto, 2005). “n” normalmente varia de 0 a 14 carbonos. 

 

 No caso da bactéria Vibrio fischeri (Figura 2) a comunicação é mediada pelo 

sinalizador N-3-oxohexanoil-L-homoserina lactona (OHHL) que é produzido pela proteína 

sintase LuxI (Eberhard et al., 1981). Esta bactéria vive em associação simbiótica com uma 

diversidade de hospedeiros eucariontes, como por exemplo a lula Euprymna scolopes (Miller e 

Bassler, 2001). Neste caso, as moléculas de OHHL se difundem pela membrana celular 

bacteriana e se acumulam no órgão luminoso da lula. Quando a concentração atinge um limiar, o 

que coincide com alta densidade celular, a molécula sinalizadora é capaz de retornar à célula, se 

ligando à proteína receptora LuxR que, por sua vez, forma um dímero e ativa a transcrição dos 

genes responsáveis pela bioluminescência. Essa associação permite que a lula se camufle dos 
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predadores, já que a luz evita projetar uma sombra embaixo dela nas noites claras, quando a luz 

da lua e das estrelas penetra a água (Miller e Bassler, 2001; Fuqua e Greenberb, 2002).  
Figura 2- Mecanismo de regulação da bioluminescência em V. fischeri. a) Em densidade celular baixa a transcrição 
dos genes para a bioluminescência (luxICDABEG) é insuficiente para a emissão de luz, como resultado do baixo 
nível do sinalizador OHHL. b) Ao atingir uma alta densidade celular, correspondente a uma concentração crítica de 
OHHL, a proteína LuxR é ativada e dirige a transcrição de luxICDABEG, permitindo a emissão de luz. Fonte: 
Whitehead et al. 2001. 

 

 
Sistemas homólogos a LuxR/LuxI são encontrados em várias bactérias e promovem a 

regulação de diversos fenótipos, coordenando um comportamento de grupo que controla a 

expressão de fatores de virulência, enzimas extracelulares, formação de biofilmes, conjugação, 

produção de metabólitos secundários, simbiose, esporulação, síntese de antibióticos, evasão das 

defesas do hospedeiro, tolerância a estresse, motilidade, entre outros (Whitehead et al. 2001; 

Smith et al. 2004; Waters e Bassler 2005; Pinto et al., 2007; Skandamis e Nychas 2012; 

Bhardwaj et al., 2013). Muitos desses fenótipos têm grande influência na deterioração de 

alimentos tornando o produto indesejável ou inaceitável para o consumo. Conhece-se que a 

expressão de várias enzimas extracelulares microbianas como algumas proteolíticas, 

pectinolíticas, lipolíticas, entre outras, é modulada pelo sistema QS (Ammor et al., 2008). Por 

este motivo, pesquisadores têm buscado estratégias que possam interromper ou controlar esta 

comunicação célula-célula, usando compostos inibidores para interferir ou bloquear o sistema e 

assim melhorar a qualidade e segurança dos alimentos (Bai e Rai, 2011; Skandamis e Nychas, 

2012). 
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Além de V. fisheri e V. harveyi existem outros micro-organismos modelo bastante 

estudados como, por exemplo: Chromobacterium violaceum, Pseudomonas aeruginosa, 

Agrobacterium tumefaciens, Erwinia carotovora e Serratia liquefaciens. Estes micro-organismos 

são de grande interesse para o estudo do sistema QS já que possuem caraterísticas que são 

reguladas especificamente pelo sistema. Por exemplo, P. aeruginosa é um patógeno oportunista 

que infecta indivíduos imunocomprometidos e é conhecido por ser um dos micro-organismos 

com maior resistência a agentes antimicrobianos incluindo antibióticos, solventes orgânicos e 

detergentes (De Kievit e Iglewski, 2000). Esta bactéria representa um dos modelos para o estudo 

do QS mais importantes, já que utiliza o sistema para a regulação de diferentes fatores de 

virulência, os quais tem uma ampla importância na patogenicidade deste micro-organismo (De 

Kievit e Iglewski, 2000). P. aeruginosa possui pelo menos três sistemas QS: (a) LasI/LasR o qual 

sintetiza a molécula N-3-oxo-dodecanoyl homoserina lactona (OdDHL) que se liga ao ativador 

transcricional LasR, (b) RhII/RhIR que sisntetiza a N-butanoyl homoserina lactona (BHL) que se 

liga ao receptor RhIR (c) e o sistema PQS (2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolona) reconhecido pelo 

receptor PqsR. Estes sistemas de QS regulam a síntese de diferentes fatores de virulência, como a 

produção de piocyanina, ramnolipidos, elastases e a formação de biofilmes (De Kievit e Iglewski, 

2000; Tashiro et al., 2013; O’Connor et al., 2012; Lee e Zhang, 2015; Rai e Venkatesh, 2015).  

Outro micro-organismo bastante estudado é C. violaceum, uma bactéria Gram-negativa 

com uma ampla distribuição geográfica, que se desenvolve facilmente em solo e água. Possui um 

sistema QS tipo CviI/CviR (homólogos de LuxI/LuxR) usado para regular a produção de um 

pigmento púrpura insolúvel em água conhecido como violaceína, o qual é regulado por genes 

vioD, vioC, vioB e vioA através de um sistema QS mediado por AHL (Morohoshi et al., 2008). 

Além da estirpe selvagem, pesquisadores desenvolveram uma estirpe mutante incapaz de 

produzir AHL, a estirpe CV026, por meio de mutagênese via mini-T5 no gene cviI. Assim, para a 

produção de violaceína, existe a necessidade de adição exógena de AHL, permitindo que este 

mutante atue como uma ferramenta efetiva na detecção de moléculas sinalizadoras de quorum e 

na procura de inibidores do QS (Mcclean et al.,1997; Kalia, 2015).  

 Serratia marcescens é um patógeno emergente predominantemente envolvido em 

infecções do trato urinário, nosocomiais e infecções oculares. Além de causar infecções em 
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mamíferos, S. marcescens também é comumente encontrada em solos e pode se aderir com 

facilidade a tecidos vegetais (Labbate et al., 2007; Salini & Pandian, 2015). Esta espécie, 

conhecida por secretar uma ampla variedade de enzimas hidrolíticas, apresenta motilidade do tipo 

swimming e swarming; esta última regulada por AHL através do controle dos genes flagelares 

flhD-flhC (Eberl, Molin, e Givskov, 1999b). Além disso, também se conhece sua capacidade 

como formadora de biofilme dependendo de um sistema QS funcional, o qual se acredita que 

tenha consequências importantes para a interação entre bactérias (Eberl, Molin, e Givskov, 1999; 

Labbate et al., 2007; Rasmussen et al., 2018). 

3.2  Inibição do Quorum sensing 

Com o surgimento de estirpes bacterianas resistentes a antibióticos, as opções para o 

tratamento de infecções estão mais limitadas, justificando pesquisas por alternativas de inibição 

da multiplicação bacteriana e sua patogenicidade. Mecanismos como o quorum quenching (QQ), 

ou inibição do quorum sensing, estão sendo pesquisados como opção para substituir ou 

complementar o uso dos antibióticos tradicionais e para o controle de doenças (Kalia, 2013). 

Nestes casos, o objetivo não é matar o micro-organismo ou limitar a sua multiplicação, mas sim, 

evitar a expressão dos genes de virulência do patógeno (Clatworthy et al., 2007). 

Existem várias maneiras de interferir com o QS como, por exemplo: inibir ou reduzir a 

síntese do autoindutor (inibindo os homólogos de LuxI); inativar o autoindutor com o uso de 

enzimas que o degradam como as lactonases e as acilases; utilizar moléculas com efeito 

antagônico aos autoindutores; e sequestrar o autoindutor com o uso de anticorpos (Clatworthy et 

al., 2007; Rasko e Sperandio 2010; LaSarre e Federle 2013; Kalia 2013; Hirakawa e Tomita 

2013; Allen et al., 2014).  

O uso de moléculas com efeito antagônico aos autoindutores é um mecanismo promissor. 

Acredita-se que estas moléculas sejam capazes de se ligar à proteína receptora do QS (homólogo 

de LuxR), e impedir a ativação do sistema. As furanonas halogenadas, produzidas pela alga 

Dalisea pulchra, foram umas das primeiras substâncias testadas que apresentaram esta atividade 

(Manefield et al., 2002). Vários trabalhos mostraram a interferência das furanonas com o sistema 

QS em bactérias, inclusive influenciando a formação de biofilmes e a expressão de fatores de 
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virulência (Givskov et al., 1996; Manefield et al., 1999; Rice et al., 1999; Manefield et al., 2002; 

Ren et al., 2002; Viana et al., 2009). No entanto, deve-se mencionar que as furanonas 

halogenadas são quimicamente reativas e não estáveis e podem ser muito tóxicas para serem 

usadas no tratamento de infecções bacterianas em seres humanos ou letais para alguns animais 

(Hentzer e Givskov, 2003; Rasch et al., 2004). 

É por isso que autores como Rasmussen e colaboradores avaliaram diferentes alternativas 

de inibição do QS. Assim, o grupo avaliou o potencial de inibição do sistema QS por 53 

compostos, divididos entre extratos de plantas ou ervas e compostos químicos sintéticos 

(Rasmussen et al., 2005). Dentre as substâncias avaliadas, a molécula 4-Nitro-piridina-N-oxido, e 

o extrato bruto de alho, mostraram especificidade contra genes de virulência regulados pelo QS 

em P. aeruginosa. Desde então, outros estudos revelaram que extratos preparados de plantas 

(inclusive algumas utilizadas na alimentação humana) mostraram efeito inibitório sobre o QS 

(Vikram et al., 2010; Jakobsen et al., 2012; Romero et al., 2012; Kalia 2013; Tolmacheva et al., 

2014; Oliveira et al., 2016; Rodrigues et al., 2016). Porém, a maioria dos estudos não avaliou o 

mecanismo de ação dos compostos e faltam dados sobre a especificidade de inibição do sistema 

QS (Quecán et al. 2018). 

 Defoirdt e colaboradores (2013) afirmaram que é essencial ter os controles adequados 

para confirmar se os compostos testados realmente são inibidores específicos do sistema QS. 

Muitos dos estudos sobre inibidores, tanto de fontes naturais como sintéticas, são baseados na 

inibição de fenótipos regulados pelo QS em cepas biosenssoras. Porém, é importante averiguar se 

o composto testado também apresenta efeito sobre o fenótipo repórter de forma independente do 

QS (Defoirdt et al., 2013). Os autores também demostram a importância de considerar a 

toxicidade dos compostos avaliados, já que embora existam estudos de inibição de QS que 

utilizam concentrações sub-inibitorias, estas podem apresentar efeitos não percebidos sobre a 

multiplicação dos micro-organismos e potencialmente levar a falsos inibidores (Defoirdt et al., 

2013).  
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3.2.1 Compostos fenólicos e sua importância como inibidores do sistema QS  
 Os compostos fenólicos constituem um grupo diverso de substâncias químicas, 

consideradas metabólitos secundários de plantas, com diferentes estruturas químicas e atividades, 

os quais são importantes para a reprodução e crescimento das plantas, além de atuarem como 

protetores frente ao ataque de patógenos (Martinez-Flores et al., 2002). Também estão 

relacionados com a qualidade sensorial dos alimentos, pigmentação dos vegetais, adstringência 

de algumas frutas, entre outros (Rice, Miller e Paganga, 1997; Martínez-Flórez et al., 2002; 

Balasundram, Sundram e Samman, 2006). Os compostos fenólicos podem ser classificados em 

diferentes grupos em função do número de anéis de fenol e do tipo de elementos que ligam esses 

anéis uns aos outros. As principais classes de compostos fenólicos são: ácidos fenólicos, 

flavonoides, estilbenos e lignanas (Rodriguez, 2016). 

Os flavonoides são uma classe importante de produtos naturais sendo metabólitos 

secundários de plantas com estrutura polifenólica, amplamente encontrada em frutas, vegetais e 

certas bebidas (Panche et al.,  2016). Sua característica estrutural básica é o composto 2-fenil-

benzo-α-pirano que consiste em dois anéis de benzeno (A e B) ligados através de um anel de 

pirano heterocíclico (C) (Figura 3)  (Cushnie e Lamb, 2005). Estes podem ser subdivididos em 

diferentes subgrupos dependendo do carbono do anel C em que o anel B está ligado. Os 

flavonoides com o anel B ligado na posição 3 do anel C são chamados de isoflavonas. Aqueles 

em que o anel B está ligado na posição 4 são chamados de neoflavoides, enquanto aqueles em 

que o anel B está ligado na posição 2 podem subdividir-se em vários subgrupos com base nas 

características estruturais do anel C. Estes subgrupos são: flavonas, flavonóis, flavanonas, 

catequinas, antocianinas e chalconas (Arabbi et al., 2004; Panche et al., 2016) . Os flavonoides 

são cada vez mais pesquisados em virtude de suas propriedades anti-inflamatória, antimicrobiana, 

antialérgica, antioxidante, antitumoral citotóxica, entre outras (Cushnie e Lamb 2005; 2011; 

Silveira, 2012; Rodriguez, 2016).  
Figura 3- Estrutura básica de um flavonoide com seus respectivos carbonos enumerados. Fonte: (Martínez-Flórez et 

al., 2002). 
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Além de todas as propriedades anteriormente mencionadas, os flavonoides também 

ganharam importância como inibidores potenciais do sistema QS. Um estudo de Vandeputte e 

colaboradores (2010) demostrou que o flavonoide catequina, encontrado no extrato de 

Combretum albiflorum, teve um efeito inibitório significativo sobre a produção de piocianina, 

elastase e a formação de biofilmes, bem como sobre a expressão dos genes moduladores do QS 

lasI, lasR, rhlI, e rhlR em P. aeruginosa PAO1 (Vandeputte et al., 2010). 

Os mesmos pesquisadores também avaliaram diferentes flavonoides como luteolina, 

taxifolina, kaempferol, quercetina, naringenina, naringina, eriodictyol, entre outros, para 

determinar sua capacidade de interferência no sistema QS de P. aeruginosa PAO1 e C. violaceum 

CV026.  O estudo demostrou que a naringenina reduziu drasticamente a produção das acyl-

homoserina lactonas 3-oxo-C12-HSL e C4-HSL, e que os outros flavonoides como eriodictyol e 

taxifolina reduziram significativamente a produção de pyocyanina e elastase em P. aeruginosa, 

sem afetar o crescimento (Vandeputte et al., 2011). 

O estudo de Paczkowski e colaboradores (2017) também demostrou que flavonoides como 

apigenina, baicaleína, quercetina, 7,8-dihidroxiflavona, 3,5,7-trihidroxiflavona e pinocembrina 

inibem a sinalização por QS por meio do antagonismo dos receptores de ligação LasR e RhlR ao 

autoindutor. As análises bioquímicas revelaram que os flavonoides funcionam de forma não 

competitiva para prevenir a ligação de LasR/RhlR ao DNA. A administração dos flavonoides a P. 

aeruginosa alterou a transcrição de promotores alvos controlados pelo QS e inibiu a produção de 

fatores de virulência (Paczkowski et al., 2017).  

Entre os flavonoides, existe o grupo dos flavonóis que apresentam uma dupla ligação entre 

os carbonos C2 e C3, sendo os flavonoides com maior representatividade nos alimentos. Seu 

composto mais comum é a quercetina, um antioxidante geralmente encontrado em altas 

concentrações em alimentos como cebola (284-486 mg/ kg), couve (100 mg/ kg), vagem (32-45 

mg/ kg), brócolis (30 mg/ kg), repolho (14 mg/ kg) e tomate (8mg/ kg) (Behling et al., 2008). Em 

um estudo realizado por Gopu e colaboradores (2015), foi testada a atividade inibitória de 
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quercetina sobre o QS usando a estirpe biosensora C. violaceum CV026 e a propriedade anti-

biofilme contra patógenos de origem alimentar como Bacillus spp., Pseudomonas spp., 

Salmonella spp., Campylobacter jejuni e Yersinia enterocolitica. Nas análises, a quercetina inibiu 

a produção de violaceína em todas as concentrações testadas e adicionalmente o composto 

permitiu uma redução significativa dos fenótipos regulados pelo QS, como a formação de 

biofilmes, produção de exopolissacarídeos, motilidade e produção de alginato. 

Outro estudo  mostrou o efeito da quercetina na formação de biofilmes e na produção de 

fatores de virulência de P. aeruginosa PAO1(Ouyang et al., 2016). Os autores observaram que, 

embora a quercetina não tenha um impacto no crescimento de PAO1, nas concentrações 

avaliadas, este composto inibiu significativamente a formação de biofilmes e a produção de 

fatores de virulência como a produção de piocianina, proteases e elastases. Também foi 

observado que a expressão dos genes lasI, lasR, rhII e rhIR foi significativamente reduzida em 

resposta a presença da quercetina (Ouyang et al., 2016). 
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3.3 A cebola (Allium cepa) e seus compostos fenólicos  

Cebola é o nome popular da planta cujo nome científico é Allium cepa Lineu, que pertence 

à família das Liliaceas e a subfamília das Alioideas.  Trata-se de um dos vegetais cultivados mais 

produzidos no mundo. Ela é utilizada tanto fresca como processada como ingrediente em muitos 

pratos (Cabrera e Salazar 2004).  Seus bulbos são a principal parte comestível, com um sabor 

forte distintivo e odor pungente e são classificados com base na sua cor em amarelos, roxos e 

brancos e com base no seu sabor como doce e não doce (Kwak et al., 2017). 

Sabe-se que este vegetal possui diferentes propriedades biológicas como atividade 

antimicrobiana, antioxidante, anticancerígena, antimutagênica, antiasmática, imunomoduladora e 

prebiótica (Fukushima et al., 1997; Stajner e Varga , 2003; Corzo-Martínez et al., 2007). Alguns 

estudos também demostram que este produto é eficaz na prevenção de doenças cardiovasculares, 

por causa de seus efeitos hipocolesterolêmicos, hipolipidêmicos, anti-hipertensivos, 

antidiabéticos, antitrombóticos e anti-hiperhomocisteinêmicos (Corzo-Martínez et al., 2007).  

Este produto também possui um alto conteúdo de vitaminas B1 (tiamina) e B2 

(riboflavina), potássio, enxofre, fósforo, magnésio, entre outros minerais (Mujica, 2012) e 

representa uma das maiores fontes de fito nutrientes como flavonoides, fructo-oligosacarideos, 

tiosulfatos e outros compostos sulfurados (Slimestad, Fossen e Vågen, 2007). Dois subgrupos de 

compostos do tipo flavonoide, os quais fazem parte do diverso grupo dos compostos fenólicos, 

predominam em cebolas: quercetinas e as antocianinas (Costa e Resende, 2007).   

Portanto, os principais flavonoides encontrados em cebolas são quercetina, quercetina-4'-

glicosídeo, quercetina-3,4'-diglicosídeo, quercetina-7,4-diglicosídeo, isorhamnetina, quercetina-

3-glicosídeo e quercetina-5-glicosídeo (Lombard et al., 2005). Também foram identificadas 

antocianinas do tipo cianidina em cultivares de cebola roxa que conferem a coloração 

avermelhada ou roxa aos bulbos. As quantidades de quercetina nas cebolas variam de acordo com 

a cor e o tipo de bulbo, sendo distribuídos principalmente nas peles e anéis exteriores (Arabbi, 

Genovese, e Lajolo, 2004; Lombard et al., 2005; Corzo-Martínez et al., 2007; Kwak et al., 2017). 

Devido à ampla variedade de compostos encontrados e as propriedades biológicas deste vegetal, 

é de grande importância seu estudo como possível inibidor do sistema QS.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Estirpes bacterianas 

Os micro-organismos utilizados neste trabalho foram Chromobacterium violaceum ATCC 

12472 (30 °C/24 h), Serratia marcescens MG1 (anteriormente conhecida como Serratia 

liquefaciens) (Labbate et al., 2007) (30°C/24h), e Pseudomonas aeruginosa PAO1 (37°C /24 h) 

cultivadas em caldo ou ágar Luria Bertani-LB contendo peptona 1%, extrato de levedura 0.5%, 

cloreto de sódio 0.5% e ágar 1.2%. 

4.2 Preparo do material vegetal 

 Amostras de 5 kg de cebola branca e roxa foram adquiridas no entreposto do CEAGESP-

São Paulo. As amostras foram selecionadas, picadas e congeladas com nitrogênio líquido e 

armazenadas a -80  ºC, até o uso. Posteriormente, as amostras foram trituradas em almofariz de 

porcelana e guardadas à temperatura de -80 °C até análise. 

4.3 Extração e caracterização de compostos fenólicos de cebola  

Os extratos foram preparados no Laboratório de Química, Bioquímica e Biologia 

Molecular de Alimentos da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo. 

Amostras de 20 g de cebola foram homogeneizadas por um minuto utilizando Ultra-Turrax 

(Polytron-Kinematica GmbH, Kriens-Luzern, Suíça) em 100 ml de metanol 70%, ou metanol 

70% acidificado com ácido acético 5% para a cebola roxa. Em seguida, as amostras foram 

filtradas a vácuo em funil de Buchner, utilizando papel de filtro qualitativo de 80 g/m². O resíduo 

foi recuperado e o procedimento foi repetido mais duas vezes com 50 ml de metanol 70%. Os 

extratos obtidos foram agrupados e concentrados em rotaevaporador (Rotavapor 120, Büchi, 

Flawil, Suíça) a uma temperatura de 40 °C, até a remoção do metanol para a etapa de separação 

em fase sólida, conforme Arabbi et al., (2004). As extrações foram feitas em duplicata. 

4.3.1 Extração de fase sólida 

 As amostras livres de metanol foram aplicadas em uma coluna de 10 g de poliamida (CC 

6, Macherey-Nagel, Germany), preparada em seringa própria de 60 ml (HPLC Technology) e 
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pré-condicionada pela passagem de 100 ml de metanol e 100 ml de água destilada. Após 

aplicação do extrato, a coluna foi lavada com 100 ml de água e a eluição dos flavonoides foi feita 

com 150 ml de metanol  o qual gerou os primeiros extratos metanolicos de cebola branca e roxa,  

e 150 ml de metanol:amônio (95, 5:0,5 v/v) que originou o extrato amônico de cebola branca e 

que permitiu retirar qualquer composto que ainda estivesse aderido à coluna.  Para a eluição dos 

flavonoides da cebola roxa foi utilizado 0,3% HCl em metanol. Os eluatos obtidos foram secos 

completamente em rotaevaporador a 40 °C, sob vácuo e ressuspendidos em 1 ml de metanol 

(extratos de cebola branca) e 2,5% ácido acético em metanol (extrato de cebola roxa) (grau 

HPLC). Estes extratos foram utilizados para identificação e quantificação dos flavonoides por 

LC-ESI MS/MS (Cromatografia líquida- ionização por eletron spray-espectrometria de massas) e 

CLAE-DAD (Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a detector de arranjo de diodo).   

4.3.2 Cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas no modo tandem (LC-ESI-

MS/MS) 

 A identificação dos flavonoides foi conduzida no aparelho de cromatografia líquida modelo 

Prominence (Shimadzu, Japão) acoplado ao espectrômetro de massas do tipo íon trap, modelo 

Esquire HCT (Bruker Daltonics, Alemanha) (LC-MS, do inglês Liquid Chromatography – Mass 

Spectrometry) e interface de ionização por electrospray (ESI, do inglês Electron Spray Ionization). 

A coluna utilizada foi a Prodigy 5 (ODS3 (250 x 4,60 mm) (Phenomenex Ltd., Reino Unido) com 

fluxo de 1 ml/min, 25 °C, e a eluição foi realizada com gradiente de solventes constituído por A: 

ácido fórmico 0,5 % em água e B: acetonitrila adicionado de 0,5% ácido fórmico.  O gradiente de 

concentração dos solventes consistiu em 8% de B no início, 10% em 5 min, 17% em 10 min, 25% 

em 15 min, 50% a 25 min, de 90% em 30 min, 50% em 32 minutos, 8% em 35 minutos (tempo de 

corrida, 35 min). Após a passagem pelo DAD, o fluxo foi alterado para 0,2 ml/min para a passagem 

no espectrômetro de massas. O ESI foi mantido em modo positivo. O detector de massas foi 

programado para realizar full scan entre m/z 100-1000. A energia de ionização para o modo positivo 

foi de 3.500 V. A identidade dos compostos foi realizada pela comparação do espectro de massas 

obtido de padrões comerciais e/ou dados de literatura, espectro de absorção e ordem de eluição. Para 
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a confirmação da identidade, o tempo de retenção foi comparado com aquele de padrões comerciais, 

quando possível. 

4.3.3 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada a detector de arranjo de diodo (CLAE-

DAD) 

 A quantificação dos flavonoides foi realizada através de cromatografia líquida de alta 

eficiência. O cromatógrafo utilizado foi da marca Agilent (modelo Infinity 1120), equipado com 

injetor automático de amostras, bomba quaternária e detector com arranjo de diodo (DAD), 

controlado pelo software próprio da Agilent. As condições cromatográficas foram às mesmas 

descritas no item 4.3.2. A corrida foi monitorada nos comprimentos de onda de 270, 370 e 525 nm. 

Para a quantificação, todos os picos correspondentes a glicosídeos de quercetina foram 

quantificados utilizando curva de calibração da quercetina-3-O-glicosídeo, enquanto que todas as 

antocianinas foram quantificadas utilizando curva de calibração da cianidina-3-O-glicosídeo 

(Extasynthese, Genay, France). 

4.4 Atividade antimicrobiana dos extratos  

4.4.1 Determinação da concentração inibitória mínima (MIC)  

 A concentração inibitória mínima de cada extrato foi determinada por meio do método de 

microdiluição em caldo, segundo a metodologia de Wiegand e colaboradores (2008), com 

modificações. Os extratos suspendidos em caldo LB foram testados nas concentrações de 125, 62 

e  31 µg/ml em placas de 96 poços por meio de diluições seriadas para cada um dos extratos a 

partir da concentração maior, deixando um volume de 50 µl em cada poço. Então, as culturas de 

C. violaceum ATCC12472, S. marcescens MG1 e P. aeruginosa PAO1 crescidas overnight em 

placas com ágar LB foram suspendidas em solução salina (0.85%) e ajustadas usando solução 

McFarland 0.5 para atingir uma concentração aproximada de 1,0 x108 UFC/ml. Posteriormente, 

cada cultivo foi diluído em caldo Luria Bertani (marca Sigma Aldrich) na proporção de 1:100 e 

colocou-se 50 µl desta diluição em cada poço, obtendo uma concentração bacteriana final 

aproximada de 5,0 x 105 UFC/ml nas concentrações finais indicadas por extrato. Os controles 

utilizados foram o cultivo da bactéria em caldo LB sem extratos, o caldo com cada um dos 
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extratos, em cada uma das concentrações testadas sem bactéria, e um controle com caldo 

(controle de esterilidade). Realizou-se um ensaio com seis réplicas de cada uma das 

concentrações e três repetições biológicas. Os testes de inibição do QS foram feitos com 

concentrações sub-MIC para garantir que os extratos não interferissem no crescimento 

bacteriano. O crescimento bacteriano foi avaliado na densidade ótica OD595nm determinada a cada 

três horas de cultivo, durante 24 horas, no leitor de microplacas Multiskan FC Thermo Scientific. 

4.5 Determinação in vitro da atividade anti-QS dos extratos de cebola 

4.5.1 Teste Quantitativo da Inibição do QS em C. violaceum ATCC 12472 

O teste foi realizado conforme Tan e colaboradores (2012; 2013), com modificações. A 

cultura de C. violaceum ATCC foi crescida overnight e cultivada seguindo os mesmos 

parâmetros do item 4.4.1, diluída em caldo Luria Bertanii (LB) na proporção de 1:100 e colocou-

se 50 µl desta diluição em cada poço, obtendo uma concentração bacteriana final aproximada de 

5,0 x 105 UFC/ml para as concentrações de extrato testadas 31,2, 15,6 e 7,8  µg/ml, 

respectivamente. Uma placa de 96 poços contendo as amostras foi incubada a 30 ºC sob agitação 

de 120 rotações por minuto (rpm). Depois de 24 horas, a placa foi completamente seca a 60 °C e 

foram adicionados 100 µl de Dimetilsulfóxido (DMSO) em cada poço, mantendo a placa em 

agitação a 210 rpm por aproximadamente 12 horas. A absorbância de cada poço foi medida a 595 

nm usando o leitor de microplacas Multiskan FC Thermo scientific. Foram feitos os controles de 

crescimento da bactéria, o controle do extrato e o controle do caldo LB puro. As análises foram 

feitas em seis réplicas para cada concentração e o ensaio foi repetido três vezes. 

4.5.2  Efeito dos extratos de cebola sobre a motilidade tipo swarming em P. aeruginosa PAO1 

e S. marcescens MG1 

 A motilidade tipo swarming foi avaliada em ágar LB semi-sólido preparado com 0,5% de 

ágar, conforme descrito por Oliveira e colaboradores (2016). Alíquotas dos extratos nas 

concentrações de 125, 62.5 e 31.2 µg/ml foram colocadas em placas de Petri estéreis de 49 x 9 

mm e, em seguida, adicionou-se 10 mL de ágar LB fundido. As placas ficaram abertas por 10 

minutos em câmara de fluxo laminar, até a solidificação do ágar. Em seguida, 2 µl da cultura de 
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bactéria crescida overnight foram inoculados em forma de ponto (spot) no centro do ágar. Uma 

vez que o inoculo secou (cerca de 20 minutos após a inoculação), as placas foram fechadas e 

incubadas por 24h/30 °C para S. marcescens e 24h/37 °C para P. aeruginosa. Os resultados da 

motilidade tipo swarming foram observados visualmente comparando o diâmetro de crescimento 

da bactéria com relação ao controle de crescimento, sem extrato. Como controle positivo para 

inibição da motilidade tipo swarming foi usado uma placa de ágar LB contendo furanona C-30 na 

concentração de 100 µM e o experimento foi repetido três vezes (Oliveira et al., 2016).  

4.5.3 Efeito dos extratos sobre a formação de biofilmes em P. aeruginosa PAO1 e S. 

marcescens MG1 

 A quantificação da formação de biofilme na presença dos extratos foi conduzida segundo 

o descrito por Borges e colaboradores (2012), com modificações. Placas de 96 poços foram 

condicionadas previamente com os extratos diluídos segundo o item 4.5.1. As culturas das 

bactérias crescidas overnight em ágar LB foram diluídas em caldo LB e ajustadas conforme 

solução Mcfarland 0.5 (aproximadamente 108 UFC/ml). Inoculou-se uma alíquota de 20 µl, 

completando um volume final de 200 µl contendo o caldo LB e os extratos nas diferentes 

concentrações. As placas foram incubadas a 37 °C/24h para P. aeruginosa PAO1 e 30 °C/24h no 

caso de S. marcescens MG1. Em seguida, os sobrenadantes foram descartados e os poços lavados 

3 vezes com 200 µl de água destilada estéril. As bactérias aderidas à superfície dos poços foram 

fixadas com 200 µl de metanol por 15 minutos, sendo o solvente descartado após esse período e 

as placas foram secas à temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 200 µl de uma solução 

de cristal violeta a 0.3% (p/v) em cada poço em temperatura ambiente por 5 minutos. O excesso 

de cristal violeta foi removido suavemente e lavado 5 vezes com água destilada estéril. O corante 

aderido às células foi extraído com 200 µl de ácido acético a 33% (v/v). A densidade ótica de 

cada poço foi medida a 595 nm usando o leitor de microplacas Multiskan FC Thermo Scientific. 

O ensaio foi realizado com seis réplicas de cada concentração e três repetições biológicas. Foram 

feitos os controles de crescimento sem extrato, caldo LB com extrato e caldo LB puro.  

Para confirmar a produção de biofilme, foi realizado um teste adicional, segundo Minei e 

colaboradores (2008), com modificações. Placas de 96 poços crescidas overnight com um volume 
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final de 200 µl contendo o caldo LB e os compostos nas diferentes concentrações foram 

incubados a 37 °C/24h para P. aeruginosa PAO1. Após este período, as células planctónicas 

foram removidas com 200 µl de solução salina 0,85%, por três vezes.  Então, as células aderidas 

(biofilme) foram removidas manualmente das paredes de cada um dos poços com uma haste de 

algodão esterilizada e humedecida levemente em solução salina 0,85%, até a remoção total do 

biofilme. Para estimar a adesão, cada uma das hastes foi transferida para tubos de 10 ml contendo 

solução salina 0,85% e homogeneizada em vortex durante um minuto. Em seguida, diluições 

seriadas até a 10-10 foram  realizadas. Para a semeadura de cada uma das diluições foi utilizada a 

técnica de microgotas, na qual 20 µl de cada diluição foram colocados em forma de ponto em 

ágar LB. Este procedimento foi realizado em três repetições para cada uma das diluições e as 

placas foram incubadas até o aparecimento das microcolônias a 37°C. Após este período, as 

colônias foram contadas e os resultados foram expressos como Log10 UFC por poço.  

O efeito dos compostos quercetina aglicona (inibidor do QS já relatado na literatura e 

encontrado no extrato de cebola roxa) e quercetina-3-beta-D-glicosideo (um dos compostos 

majoritários encontrados em ambos extratos) sobre os micro-organismos utilizados neste estudo 

foi também avaliado. 

4.6 Analise estatística 

Todos os experimentos foram realizados em no mínimo três repetições. Os dados representam 

as medias das repetições e suas diferenças com relação aos controles. Todas as amostras foram 

analisadas utilizando a análise de variância ANOVA a um fator com p ≤ 0.05 e o teste de Turkey 

posterior para determinar as diferenças dos tratamentos com relação aos controles. 

5  RESULTADOS E DISCUSSAO  

5.1 Caracterização dos compostos fenólicos presentes nas amostras de cebolas 

 Os cromatogramas obtidos por CLAE-DAD de flavonoides das cebolas branca e roxa 

estão apresentados nas Figuras 4 e 5 e sua respectiva identificação detalhada na Tabela 1. O 
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flavonol majoritário encontrado nas duas variedades de cebola foi a quercetina 4´-O-glicosídeo, 

apresentando íon molecular ([M+H]+) a m/z 465 e fragmento MS2 característico da quercetina 

(m/z 303 ([M+H]+-162) com perda neutra correspondente a uma hexose (162). O segundo 

flavonol majoritário encontrado foi identificado como quercetina 3,4´-O-diglicosídeo, 

apresentando íon molecular [M+H]+ a m/z 627 e fragmentos MS2 a m/z 465 ([M+H]+-162) e a 

m/z 303 (m/z 465-162) correspondentes a quercetina. Na cebola roxa, além dos derivados de 

quercetina, apresentou-se como antocianina majoritária a cianidina 3-O-glicosídeo, responsável 

pela pigmentação roxa, apresentando íon molecular [M]+ a m/z 449 e fragmento MS2 

característico (m/z  287, [M]+-162). 

 As concentrações de flavonoides dos extratos de cebola branca e roxa estão 

apresentadas na Tabela 2. No extrato metanólico de cebola branca a quercetina-3,4´-diglicosídeo 

e a quercetina 4´-O-glicosídeo corresponderam a 37% e 52% do total de flavonoides, 

respectivamente. Por outro lado, no extrato da cebola roxa, os principais flavonoides foram 

quercetina 4´-O-glicosídeo e quercetina aglicona, representando 57% e 20% do total de 

flavonoides. O extrato amônico de cebola branca foi composto somente de quercetina 4´-O-

glicosídeo. 
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Figura 4- Cromatograma obtido por CLAE-DAD  ( 370 nm) de cebola roxa e cebola branca. (A) Cebola roxa, (B) 

cebola branca, (C) padrão quercetina-3-O-glicosídeo. Picos identificados: Pico 1- quercetina-3,4´-O-diglicosídeo; 

pico 2-isoramnetin 3,4´-diglicosídeo, pico 3- quercetina-3-O-glicosídeo; pico 4- quercetina-4´-O-glicosídeo; pico 5-

isohaminetina, pico 6- desconhecido; pico 7- quercetina. Identificação apresentada na Tabela 1. 

 

 

 

Figura 5- Cromatograma obtido por CLAE-DAD  ( 525 nm) de cebola roxa. (A) Cebola roxa, (B) padrão 

cianidina-3-O-glicosídeo. Picos identificados: Pico 8- cianidina-3-O-glicosídeo. Identificação apresentada na Tabela 

1.  
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Tabela 1- Espectro de massas de flavonoides de cebola branca e cebola roxa obtido por LC-ESI-

MS/MS. 

Pico TR 
(min) 

Ion 
molecular 

(m/z) 

MS2 
(m/z) 

Identidade Cebola 
roxa 

Cebola 
Branca 

1 18.1 627 465/303 Quercetina 3,4-diglicosídeo   
2 19.0 641 479/317 Isoraminetina 3,4´-diglicosídeo   
3 22.7 465 303 Quercetina 3-glicosídeo*   
4 27 465 303 Quercetina 4´-glicosídeo   
5 29.5 479 317 Isorhaminetina 4-glicosídeo   
6 34.4 507 303 Quercetina glicosídeo   
7 35.2 303 257/229/16

5/137 
Quercetina aglicona*   

8 11.9 449 287 Cianidina-3-O-glicosídeo   
*identidade confirmada com padrão comercial. Modo positivo. TR, tempo de retenção. 

 Estudos, como os desenvolvidos por Slimestad e colaboradores (2007),  revelam que 

em cultivares de cebola os flavonoides derivados de quercetina são os mais encontrados, 

principalmente os glicosilados, os quais possuem açúcares ligados nas posições 4, 3 ou 7 das 

agliconas. A quercetina 4'-glicosídeo e a quercetina 3,4'-diglicosídeo são os flavonois 

majoritários da cebola e os compostos derivados de kaempferol e isorhamnetina foram 

identificados como flavonoides minoritários (Slimestad et al., 2007; Lee et al., 2011; Perez-

Gregorio et al., 2010). Outro estudo de Arabbi e colaboradores (2004) também demostrou que 

são encontradas quantidades significativas de quercetina aglicona em concentrações de 48-56 mg 

/100 g de peso fresco em cebolas brancas e quantidades de 38-94 mg /100 g peso fresco em 

cebolas roxas. Além disso, eles relatam que a antocianina cianidina também foi encontrada em 

variedades de cebola roxa contribuindo com 9,2% dos flavonoides totais (Arabbi et al., 2004) 
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Tabela 2. Quantificação de flavonoides presente no extrato de cebola roxa e cebola branca. 

Flavonol Cebola roxa-MeOH Cebola branca-
MeOH 

Cebola branca- 
MeOH NH4 

Quercetina 3,4´-diglicosídeo 0,68±0,001 7,84±0,080 nd 
Isoraminetina 3,4´-diglicosídeo Nd 0,19±0,001 nd 
Quercetina 3-glicosídeo 0,35±0,001 0,41±0,001 nd 
Quercetina 4´-glicosídeo 10,54±0,02 11,03±0,010 1,47±0,005 
Isoraminetina 4-glicosídeo 0,50±0,001 1,26±0,008 nd 
Quercetina glicosídeo 1,44±0,004 nd nd 
Quercetina aglicona 3,74±0,050 nd nd 
Total de flavonol 17,27 20,73 1,47 
Antocianidina    
Cianidina-3-O-glicosídeo 1,16±0,007   
Nd, não detectado. Valores expressos em equivalente de quercetina 3-O-glicosídeo (mg/100 mg de extrato seco). Em 

negrito, os compostos majoritários identificados.                                                                                                                                                                                                          

5.2 Determinação da concentração inibitória mínima (MIC) e das curvas de crescimento 

microbiano na presença dos extratos 

 Os resultados das MICs dos extratos de cebola branca e roxa avaliados sobre C. 

violaceum ATCC 12472, P. aeruginosa PAO1 e S. marcescens MG1, são apresentados na 

Tabela 3. Adicionalmente, são mostrados os resultados do efeito dos extratos de cebola branca e 

roxa sobre a cinética de crescimento de cada uma das bactérias testadas durante 24 h, por meio 

das curvas de multiplicação (Figura 6, 7 e 8).  É possível observar que a MIC dos três extratos 

foi igual ou superior a 125 µg/ml (p/v) de extrato seco para todos os micro-organismos avaliados. 

Para os experimentos de inibição do sistema QS foram utilizadas aquelas concentrações sub-MIC 

que não afetaram o crescimento microbiano, conforme avaliado nas curvas de multiplicação. 
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Tabela 3. Concentração inibitória mínima dos extratos de cebola. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(CB-MeOH) cebola branca em metanol 
(CB-MeOH/NH4) cebola branca em metanol amônia  
(CR-MeOH) cebola roxa em metanol  

 

O experimento determinou o comportamento de cada uma das bactérias estudadas e 

verificou a possível toxicidade de cada um dos extratos. Na Figura 6 para C. violaceum ATCC 

12472, tanto o extrato metanólico de cebola roxa quanto o extrato amônico de cebola branca 

apresentaram efeito inibitório na concentração de 125 µg/ml, caracterizando-se como a MIC 

destes extratos. A multiplicação da bactéria também foi levemente afetada em relação ao controle 

para os dois tipos de extrato de cebola na concentração de 62 µg/ml, caracterizando uma inibição 

parcial do crescimento (Figura 6). Por este motivo, nos experimentos de inibição do QS, foram 

utilizadas concentrações menores que 62 µg/ml para evitar efeitos tóxicos. 

O estudo de Al-Yousef e colaboradores (2017) avaliou a fração de acetato de etila da 

casca de cebola e seu composto majoritário quercetina 4′-O-β-D glicopiranosideo como um 

possível inibidor do QS em C.  violaceum CV12472 e P.  aeruginosa PAO1. A concentração 

inibitória encontrada para C. violaceum ATCC 12472 foi de 500 μg/ml pelo qual, concentrações 

menores foram utilizadas para os testes de inibição (Al-Yousef et al., 2017). 

 Gopu e colaboradores (2015) avaliaram a quercetina aglicona como composto anti QS. 

No estudo, a MIC do composto foi de 120 μg/ml para C. violaceum CV026, ressaltando que este 

composto foi identificado como um dos compostos fenólicos majoritários presentes no extrato de 

cebola roxa do presente estudo.  

Micro-organismo                                                     MIC (µg/ml) 

 CB-MeOH CB-MeOH NH4 CR-MeOH 

C. violaceum ATCC 12472 >125 125 125 

P. aeruginosa PAO1 >125 >125 >125 

S. marcescens MG1 >125 >125 125 
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Figura 6- Curvas de multiplicação para C. violaceum ATCC 12472 durante 24h de incubação a 30ºC (a) Extrato 
metanólico de cebola branca, (b) Extrato amônico de cebola branca, (c) Extrato metanólico de cebola roxa. c+b: 
controle de crescimento. 

 

 

Para P. aeruginosa PAO1 (Figura 7) constatou-se que o comportamento da bactéria 

durante sua multiplicação, na presença dos extratos, foi similar ao controle. Em P. aeruginosa 

PAO1 somente o extrato amônico de cebola branca provocou um atraso na curva de crescimento 

até entrar na fase exponencial, já que esta só começou depois de 9h de incubação na 

concentração de 125 µg/ml, enquanto no controle se iniciou a partir das 3h.  Assim, a MIC foi 

maior que 125 µg/ml, a maior concentração testada, já que em nenhum dos casos houve inibição 
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total do crescimento durante o período avaliado de 24h. Estes resultados se relacionam com 

aqueles encontrados por Adonizio e colaboradores (2008), os quais determinaram o efeito de 

extratos aquosos das plantas Conocarpus erectus, Chamaesyce hypericifolia, Callistemon 

viminalis, Bucida buceras, Tetrazygia bicolor, e Quercus virginiana, sobre o crescimento de P. 

aeruginosa PAO1, durante 24h. Os resultados mostraram que os extratos tiveram um efeito 

pouco significativo no crescimento de P. aeruginosa PAO1. A fase estacionaria foi atingida em 

todas as amostras depois de 8h de incubação, mas a densidade celular final não foi afetada 

significativamente (Adonizio, Kong, e Mathee, 2008).  

Em S. marcescens MG1 (Figura 8) a presença dos três tipos de extratos, em todas as 

concentrações testadas, não afetou o crescimento do micro-organismo, revelando um 

comportamento similar ao controle.  
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Figura 7- Curvas de multiplicação para P. aeruginosa PA01 durante 24h de incubação a 37ºC. (a) Extrato 
metanólico de cebola branca, (b) Extrato amônico de cebola branca, (c) Extrato metanólico de cebola roxa. . c+b: 
controle de crescimento. 
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Figura 8- Curvas de multiplicação para S. marcescens MG1 durante 24h de incubação a 30ºC. (a) extrato metanólico 
de cebola branca, (b) Extrato amônico de cebola branca, (c) extrato metanólico de cebola roxa. . c+b: controle de 
crescimento. 
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O efeito da quercetina aglicona e quercetina 3-β-D-glicosídeo sobre os micro-organismos 

utilizados neste estudo foi também avaliado por meio de curvas de crescimento.  Estes compostos 

foram escolhidos, já que o primeiro deles foi encontrado na literatura como inibidor potencial do 

QS em diferentes bactérias Gram negativas e foi também um dos compostos encontrados no 

extrato metanólico de cebola roxa, em uma quantidade considerável. Já a quercetina com 

diferentes glicosilações foi determinada por meio das análises de compostos fenólicos totais 

como o composto majoritário presente nos dois tipos de cebola. A MIC para os dois compostos 

estudados foi maior que 125 µg/ml nos três micro-organismos avaliados e houve inibição parcial 

do crescimento apenas na concentração de 125 µg/ml para C. violaceum ATCC 12472.  

5.3 Atividade anti-QS dos extratos de cebola  

5.3.1 Efeito na produção de violaceína em C. violaceum ATCC 12472 

 A Figura 9 (1a, 1b e 1c) apresenta o efeito dos extratos de cebola branca e roxa sobre a 

produção de violaceina. Observou-se que houve uma tendência de diminuição da produção de 

violaceína pela presença dos extratos metanólicos de cebola roxa e branca em comparação ao 

controle do cultivo da bactéria sem a presença dos extratos. No entanto, esta diminuição não foi 

estatisticamente significativa (p>0,05). É importante ressaltar que as concentrações utilizadas 

neste estudo não apresentaram toxicidade sobre a bactéria e que a falta de inibição da produção 

de violaceína, nestas condições, implica ausência de interferência significativa sobre o sistema 

QS de C. violaceum.  

Estes resultados contrastam com outras pesquisas como a realizada por Oliveira e 

colaboradores (2016) na qual o extrato fenólico de Rubus rosaefolius inibiu significativamente a 

produção de violaceina em todas as concentrações testadas, chegando a diminuir até 88.6% a 

produção do pigmento, um desempenho melhor que o controle positivo com furanona-C30, 

conhecido como um inibidor do QS em diferentes bactérias. O mesmo grupo também encontrou 

que o extrato enriquecido em compostos fenólicos de Malpighia emarginata (Acerola) inibiu 

significativamente a produção de violaceína em todas as concentrações sub-MIC avaliadas, com 

eficácia similar ao controle (Oliveira et al., 2017).  
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O trabalho de Rodrigues e colaboradores (2016) revelou que o extrato fenólico de E. 

brasiliensis também apresentou inibição significativa da produção de violaceina em C. violaceum  

em todas as concentrações de extrato testadas, sendo a melhor inibição na concentração de 

119.94 mg GAE/L-1 , com efeito mais potente que o controle com furanona (Rodrigues et al., 

2016).  

Como a quercetina aglicona e a quercetina 3-β-D-glicosídeo foram moléculas 

identificadas nos extratos e que, pela literatura, apresentam potencial de inibição do QS, o efeito 

dos extratos de cebola foi comparado ao efeito destes dois tipos de quercetina  (Figura 9 - 2a, 

2b). Para a quercetina aglicona, constata-se que houve uma inibição significativa (p <0,05) da 

produção do pigmento em todas as concentrações testadas, sendo que a inibição foi dependente 

da concentração. Estes resultados são comparados com aqueles encontrados por Gopu e 

colaboradores (2015), os quais reportaram que com o aumento da concentração de quercetina 

aglicona, a produção de violaceina era inibida em até 83.23% na concentração de 80 µg/ml.  

Por outro lado, a quercetina 3-β-D-glicosídeo não inibiu significativamente a produção do 

pigmento, possivelmente explicando a baixa atividade anti-QS dos extratos que tinham este 

composto como um dos majoritários, além de outros tipos de quercetina com glicosilações em 

outras posições da molécula. Este resultado indica que a glicosilação da molécula, ou até mesmo 

outros tipos de mudanças na estrutura desta, poderia alterar a atividade antimicrobiana e anti-QS 

de um composto fenólico. De fato, esta hipótese se apoia em diferentes pesquisas que relatam que 

alguns flavonoides inibem o QS, mas que existem características da estrutura da flavona 

essenciais para a inibição (Xiao, Chen, e Cao, 2014; Paczkowski et al., 2017; Xiao, 2017).  
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Figura 9- 1. Efeito de diferentes compostos sobre a produção de violaceína em C. violaceum ATCC 12472 (1a) extrato 

metanólico de cebola roxa; (1b) extrato metanólico de cebola branca; (1c) extrato amônico de cebola branca. 2. Efeito 

da quercetina aglicona (2a) e da quercetina 3-β-D-glicosídeo (2b) sobre a produção de violaceína em C. violaceum 

ATCC 12472. Controle=controle crescimento bacteriano; DMSO+B= controle dimetil sulfóxido com bactéria; Médias 

seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente (p<0.05).  
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5.3.2 Efeito dos extratos sobre a motilidade tipo swarming de P. aeruginosa PA01 e S. 

marcescens MG1 

A expressão de alguns fatores de virulência e a formação de biofilmes está associada à 

motilidade. Portanto, interferências neste fenótipo podem afetar a patogenicidade dos micro-

organismos (Al-Yousef et al., 2017). Constatou-se que o extrato metanólico de cebola roxa 

reduziu significativamente (p <0,05) a motilidade tipo swarming de P. aeruginosa PAO1, Figura 

10 (1a, 1b, 1c)  em todas as concentrações testadas, e o controle com furanona C-30 na 

concentração de 100 µM demostrou a melhor inibição do fenótipo, o que corrobora com 

pesquisas anteriores (Manefield et al., 2002; Wu et al., 2004;). Os outros extratos avaliados não 

apresentaram inibição (p ≥0,05)  desse fenótipo.  

Já para S. marcescens MG1 Figura 11 (1a, 1b, 1c), foi observada inibição da motilidade 

swarming só na concentração de 125 µg/ml do extrato amônico de cebola branca. Os outros 

extratos não apresentaram inibição. Estes resultados tem relação com aqueles obtidos por Husain 

e colaboradores (2015) nos quais se mostrou que o óleo essencial da planta Mentha piperita 

inibiu a motilidade tipo swarming em P. aeruginosa PA01. Vatem e colaboradores (2007) 

também avaliaram o efeito de concentrações sub-letais de fitoquímicos de extratos de frutas, 

ervas e especiarias comuns, demostrando que estes diminuíram a motilidade tipo swarming de P. 

aeruginosa PAO1 de forma eficaz em aproximadamente 50% (Vatem et al., 2007). Este 

comportamento também foi reproduzido em outras bactérias, a exemplo do estudo de Oliveira e 

colaboradores (2016) que demostrou que o extrato fenólico de morango silvestre inibiu a 

motilidade tipo swarming de S. marcescens e A. hydrophila, duas bactérias encontradas em 

produtos refrigerados, além de inibir a produção do pigmento vermelho prodigiosina de S. 

marcencens, regulado pelo QS (Oliveira et al., 2016). 

 Além dos testes com os extratos de cebola, também foi observado que os ensaios tanto 

com quercetina aglicona quanto com a quercetina 3-β-D-glicosídeo, nos dois micro-organismos 

avaliados, diminuíram significativamente a motilidade swarming em todas as concentrações 

testadas (p <0,05) Figura 10 (2a, 2b) Figura 11 (2a, 2b).   
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Figura 10- 1. Efeito de diferentes compostos sobre a motilidade tipo swarming de P. aeruginosa PAO1 (1a) extrato 

metanólico de cebola roxa; (1b) extrato metanólico de cebola branca; (1c) extrato amônico de cebola branca. 2 Efeito 

da quercetina aglicona (2a) e da quercetina 3-β-D-glicosídeo (2b) . Controle=controle crescimento bacteriano; C-30= 

controle furanona halogenada C-30 com bacteria; Médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente 

(p<0.05).  
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Figura 11- 1. Efeito de diferentes compostos sobre a motilidade tipo swarming de S. marcescens MG1 (1a) extrato 

metanólico de cebola roxa; (1b) extrato metanólico de cebola branca; (1c) extrato amônico de cebola branca. 2 Efeito da 

quercetina aglicona (2a) e da quercetina 3-β-D-glicosídeo; (2b)  . Controle=controle crescimento bacteriano; C-30= 

controle furanona halogenada C-30 com bactéria; Médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente (p<0.05).  
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É de grande importância destacar que não existem estudos disponíveis na literatura que 

tenham avaliado o efeito de extratos de cebola roxa ou cebola branca, sobre os fenótipos testados 

neste trabalho. Rasmussen e colaboradores (2005) elaboraram bibliotecas tanto de extratos de 

plantas e ervas como de compostos químicos puros, para avaliar quais destes possuíam atividade 

anti-QS, através de um sistema de seleção de inibidores de QS chamado de QSIS do tipo A e B. 

O primeiro contém um gene que codifica uma proteína letal, controlado por um promotor 

regulado por QS. Assim, a bactéria não consegue crescer na presença de moléculas de AHL, a 

menos que um inibidor de QS não tóxico esteja presente em uma concentração suficientemente 

alta para inibir o sistema. O segundo emprega um gene de resistência a um antibiótico o qual 

possui um repressor controlado por um promotor regulado por QS. Assim, a presença de um 

inibidor permite o crescimento da bactéria, como consequência da regulação negativa do 

repressor. Entre os extratos avaliados se encontrava o da cebola do tipo primavera e a cebola 

marrom. No entanto, os testes realizados demostraram que os dois tipos de cebola não 

apresentavam atividade anti-QS nos sistemas desenvolvidos pelo grupo (Rasmussen et al., 2005). 

A ausência de inibição neste sistema pode estar relacionada à concentração e identidade dos 

compostos extraídos naquele estudo, uma vez que o método de extração foi diferente do presente 

trabalho, assim como dos próprios sistemas utilizados na detecção da atividade anti-QS. 

Os ensaios com quercetina aglicona e quercetina 3-β-D-glicosídeo revelaram diminuição 

significativa da motilidade tipo swarming em ambas bactérias (p <0,05) (Figura 10 e 11). Nos 

ensaios de produção de violaceína, era evidente que a quercetina aglicona apresentava melhor 

atividade inibitória que a quercetina glicosilada. Portanto, decidiu-se realizar uma análise 

comparativa entre os dois tipos de quercetina para avaliar qual dos dois compostos se mostrava 

mais eficaz na inibição da motilidade. As análises de comparação entre os dois tipos de 

quercetina (Figura 12) revelaram que, embora para as duas bactérias testadas, os dois compostos 

apresentaram atividade inibitória, a quercetina 3-β-D-glicosídeo foi menos eficiente que a 

quercetina aglicona, na concentração de 125 µg/ml, na inibição da motilidade tipo swarming. É 

possível que a baixa atividade dos extratos esteja relacionada à estrutura da quercetina, uma vez 

que a glicosilação pode influenciar a atividade antimicrobiana e anti-QS.  
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Figura 12- Comparação entre a quercetina aglicona (A) e a quercetina 3-β-D-glicosídeo (B) e seu efeito sobre a 

motilidade tipo swarming em P. aeruginosa PAO1 (a) e S. marcescens MG1 (b). * denota diferença significativa 

(p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Al-Yousef e colaboradores (2017) mostraram que em concentrações entre 50–400 

µg/ml da fração de acetato de etila da casca de cebola a motilidade de P. aeruginosa PAO1 e C. 

violaceum CV12472 foi reduzida consideravelmente (22-61%), sendo o composto responsável 

pela inibição identificado como quercetina 4´-O-β-D Glicopiranosídeo. É importante ressaltar que 

este composto não foi identificado nos extratos de cebola avaliados no presente trabalho e o 

método de extração utilizado por Al-Yousef et al (2017) apresentou diferenças, já que a extração 

foi realizada com acetona 70% e água destilada. A partir desta, o extrato foi fraccionado, 

utilizando diferentes solventes (Al-Yousef et al., 2017).  

 

5.3.3 Efeito dos extratos sobre a formação de biofilmes 

Os biofilmes são comunidades microbianas aderidas a superfícies, encobertos em uma 

matriz polimérica aderente (Hentzer et al., 2002), e a comunicação por QS desempenha um papel 

importante na maturação destes agregados celulares (Morohoshi et al., 2007; Hammer e Bassler, 

2003). Os experimentos para avaliar a inibição da produção de biofilme de P. aeruginosa PA01 e 

S. marcescens MG1 demostraram que nas concentrações de extrato testadas, a produção de 
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biofilme não foi inibida (p ≥0,05)  por nenhum dos extratos Figura 13 (1a, 1b, 1c) e Figura 14 

(1a, 1b, 1c). Adicionalmente, os testes com quercetina aglicona e quercetina-3-beta-D-glicosideo 

em P. aeruginosa PAO1 mostraram uma leve tendência de inibição do fenótipo em algumas 

concentrações. Entretanto constatou-se um aumento da produção do biofilme na maior 

concentração avaliada de quercetina aglicona e de quercetina-3-beta-D-glicosideo Figura 13 (2a, 

2b).  Como este resultado contraria os dados da literatura, foi utilizada a técnica descrita no item 

4.5.3, na qual se realiza a contagem de células viáveis aderidas. Porém, os resultados destas 

contagens não revelaram, de forma consistente, uma indução da formação de biofilmes (Figura 

15) e nem uma possível inibição. O resultado da contagem na presença de quercetina glicosilada, 

na concentração de 62 µg/ml, mostra uma indução da formação de biofilme (Figura 15). Porém, 

tal indução não apresenta significado biológico relevante, já que, embora seja estatisticamente 

significativa, o número de UFC da contagem é muito próximo das demais.  
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Figura 13- Efeito de diferentes compostos sobre a formação de biofilme de P. aeruginosa PA01 (1a) extrato metanólico 

de cebola roxa; (1b) extrato metanólico de cebola branca; (1c) extrato amônico de cebola branca. 2 Efeito da quercetina 

aglicona (2a) e da quercetina 3-β-D-glicosídeo (2b). Controle=controle crescimento bacteriano; DMSO+B= controle 

dimetil sulfóxido com bactéria; Médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente (p<0.05). 
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Figura 14- Efeito de diferentes compostos sobre a formação de biofilme de S. marcescens MG1 (1a) extrato 

metanólico de cebola roxa; (1b) extrato metanólico de cebola branca; (1c) extrato amônico de cebola branca. 2 Efeito 

da quercetina aglicona (2a) e da quercetina 3-β-D-glicosídeo; (2b). Controle=controle crescimento bacteriano; 

DMSO+B= controle dimetil sulfóxido com bactéria; Médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente 

(p<0.05). 
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Figura 15 - Contagem de células aderidas à superfície (biofilme), obtida após 24h de incubação de P. aeruginosa 

PAO1 na presença de (a) quercetina aglicona; (b) queretina-3-beta-D-glicosideo. Controle=controle crescimento 

bacteriano; Médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente (p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

Os resultados obtidos com os extratos e quercetina foram contraditórios com aqueles 

encontrados na literatura. O estudo de Al-Yousef e colaboradores (2017) avaliou a fração de 

acetato de etila da casca de cebola e seu composto majoritário quercetina 4-O-β-D 

glicopiranosídeo, como um possível inibidor da produção de biofilme em P. aeruginosa. As 

concentrações utilizadas por estes autores foram sub-MICs e os resultados mostraram inibição de 

até 64% da formação de biofilme. É de importância ressaltar que no estudo de Al-Yousef, o 

composto maioritário encontrado foi a quercetina 4-O-β-D glicopiranosídeo, a qual na sua 

estrutura possui uma molécula de açúcar ligada ao carbono 4 do anel B da estrutura da flavona, 

enquanto o composto glicosilado majoritário presente nos extratos de cebola avaliados na 

presente pesquisa, possui um  açúcar ligada  ao carbono 3 do anel C, levando em consideração 

que estas mudanças estruturais interferem na efetividade do composto  como inibidor.  

Um estudo de Ouyang e colaboradores avaliou o efeito da quercetina aglicona como 

inibidor do QS em P. aeruginosa PA01. Para avaliar o efeito do composto sobre a formação de 

biofilme, foi utilizado o mesmo método do cristal violeta em microplaca de 96 poços, testando 

concentrações de quercetina de 8, 16, 32 e 64 µg/ml. Os resultados mostraram que a quercetina 
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aglicona inibiu a produção de biofilme em todas as concentrações testadas, e que na concentração 

de 16 µg/ml o efeito inibitório foi semelhante ao efeito da azitromicina AZM (32 µg/ml), um 

antibiótico usado em tratamentos clínicos (Ouyang et al., 2016). No entanto, os resultados não 

apresentaram consistência, uma vez que embora se observasse uma redução estatisticamente 

significativa em todas as concentrações testadas, na medida em que a concentração de quercetina 

aumentava não havia uma tendência de inibição da produção de biofilme e, pelo contrário, existia 

um aumento, dificultando a interpretação dos resultados e uma possível comparação com os 

dados obtidos na presente pesquisa.  

Paczkowski e colaboradores (2017) demostraram que diferentes flavonoides, entre estes a 

quercetina aglicona, podiam inibir especificamente o sistema QS, por meio do antagonismo dos 

autoindutores frente aos reguladores de transcrição LasR e RhlR em P. aeruginosa PA01. As 

análises da relação estrutura-atividade demonstraram que a presença de dois grupos hidroxilas no 

anel A da flavona, um na posição 7 do anel e pelo menos um em qualquer outra posição, são 

necessários para uma potente inibição dos receptores LasR/RhlR. Além disso, os autores 

demostraram que os anéis B e C podem acomodar muitas substituições, com exceção dos grupos 

metila no anel B, os quais não são tolerados, já que eliminam a atividade inibitória. As análises 

bioquímicas revelaram que os flavonoides funcionam de forma não competitiva para prevenir a 

ligação dos receptores ao DNA, alterando a transcrição de promotores alvos controlados pelo QS 

e suprimindo a produção de fatores de virulência (Paczkowski et al., 2017). Entretanto, o estudo 

só avaliou compostos não glicosilados, permanecendo a questão se estas modificações 

funcionariam para compostos que possuem substituições de açúcares ligadas a qualquer dos anéis 

do flavonoide.  

Os resultados do presente estudo demostraram, de forma geral, que a quercetina aglicona 

teve melhor atividade inibitória que a quercetina glicosilada, a forma do composto presente em 

maior concentração nos dois tipos de cebola estudado. Os resultados dos ensaios biológicos 

confirmaram que a estrutura da molécula interfere na atividade anti-QS. Esses dados permitem 

explicar a baixa atividade dos extratos, já que as moléculas majoritárias presentes correspondem 

a compostos glicosilados. Também é possível compreender a tendência de inibição com relação 
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ao extrato amônico de cebola roxa, já que embora tivesse uma alta quantidade de compostos 

glicosilados na quantificação total de compostos fenólicos presentes, também se encontrava uma 

fração de quercetina aglicona, a qual pelos dados anteriores e pelo presente trabalho confirmou-se 

como um inibidor do QS em bactérias Gram-negativas.  

Esta hipótese é corroborada pelos estudos de Xiao e colaboradores (2014, 2017) que 

demostram que a glicosilação geralmente reduz a bioatividade dos flavonoides. Este fenômeno já 

foi observado para diferentes propriedades incluindo a atividade antioxidante, anti-inflamatória, 

antibacteriana e antifúngica. Tal fato é devido à afinidade de ligação às proteínas que diminui 

devido ao tamanho maior da molécula, a sua polaridade e estrutura, permitindo entender o 

comportamento dos extratos, já que ao apresentar uma molécula maior, a afinidade às proteínas 

receptoras poderia se tornar mais reduzida e assim, diminuir o potencial anti-QS dos mesmos. 

6 CONCLUSÕES  

O presente estudo permitiu determinar o efeito dos extratos orgânicos de cebola roxa e 

cebola branca e seus constituintes majoritários sobre o sistema QS. Foram identificados os 

compostos quercetina 3,4’-diglicosídeio, quercetina-3-glicosídeo e isoramnetina como os 

compostos predominantes nas duas cebolas. Cyanidina-3-O-glicosideo e quercetina aglicona 

também foram identificados no extrato de cebola roxa. A MIC dos extratos foi igual ou superior a 

125 µg/ml (p/v) de extrato seco para todos os micro-organismos avaliados. Os extratos orgânicos 

de cebola mostraram pouco ou nenhum efeito sobre os fenótipos controlados pelo QS. Porém, os 

ensaios com os dois tipos de quercetina avaliados demostraram que a quercetina aglicona possui 

um melhor efeito inibitório frente a alguns dos fenótipos estudados, em comparação com a 

quercetina glicosilada. Estes resultados sugerem que a estrutura da molécula interfere na 

atividade antimicrobiana e anti-QS, explicando a baixa atividade dos extratos, já que as 

moléculas maioritárias presentes nesses correspondem a compostos fenólicos glicosilados.  
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8 APENDICES 

 
Apendice A. Determinação da concentração inibitória mínima (MIC) da quercetina aglicona e da 

queretina-3-beta-D-glicosideo.  

 Quercetina 

aglicona  

Quercetina 

glicosilada  

C.violaceum ATCC 12472 >125 >125 

 P.aeruginosa PAO1  >125 >125 

S.marcescens MG1 >125 >125 

 

Apendice B.  

Figura 1. Curva de multiplicação para o micro-organismo Chromobacterium violaceum ATCC 

12472 durante 24h de incubação. (a) Quercetina aglicona; (b) quercetina-3-beta-D-glicosideo.  

 

Figura 2. Curvas de multiplicação para o micro-organismo P. aeruginosa PAO1 durante 24h de 

incubação. (a) Quercetina aglicona; (b) quercetina-3-beta-D-glicosideo.  
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Figura 3. Curvas de multiplicação para o micro-organismo S. marcescens MG1 durante 24h de 

incubação. (a) Quercetina aglicona; (b) quercetina-3-beta-D-glicosideo.  
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