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APRESENTACAO

Temos o prazer de apresentar o segundo volume da obra “Pesquisa cientifica
e tecnolégica em microbiologia”, contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em
diversos locais do pais que apresentam analises de processos bioldgicos embasados
em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacdo de atividades
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

Conforme destacamos no primeiro volume, a microbiologia € um vasto campo
que inclui o estudo dos seres vivos microscoOpicos nos seus mais vaiados aspectos
como morfologia, estrutura, fisiologia, reproducéo, genética, taxonomia, interagcdo com
outros organismos e com o ambiente além de aplicagbes biotecnolégicas. Como uma
ciéncia basica a microbiologia utiliza células microbianas para analisar os processos
fundamentais da vida, e como ciéncia aplicada ela é praticamente a linha de frente
de avancos importantes na medicina, agricultura e na industria. Os microrganismos
sdo encontrados em praticamente todos os lugares, e hoje possuimos ferramentas
cada vez mais eficientes e acuradas que nos permitem investigar e inferir as possiveis
enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias, virus, fungos e protozoarios.

O potencial desta obra é enorme para futuras novas discussoes, haja vista que
enfrentamos a questdo da resisténcia dos microrganismos a drogas, identificagcdo de
viroses emergentes, ou reemergentes, desenvolvimento de vacinas e principalmente
a potencializagcdo do desenvolvimento tecnoldégico no estudo e aplicagdes de
microrganismos de interesse.

Portanto apresentamos aqui temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana
sdo com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saude em seus aspectos
microbiolégicos. Parabenizamos a todos os envolvidos que de alguma forma
contribuiram em cada capitulo e cada discussdao, com destaque principal a Atena
Editora que tem valorizado a disseminacdao do conhecimento obtido nas pesquisas
microbiolégicas.

Assim desejo a todos uma étima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 1

ANALISE DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DAS
ESPECIES Syzygium aromaticum E Punica granatum
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Centro Universitario UniFavip WYDEN
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RESUMO: Espécies vegetais como Syzygium
aromaticum (cravo-da-india) e Punica granatum
(roma) comecaramachamaratencdaode grandes
empresas de renome internacional, as quais
investiram cientificamente para desenvolver
produtos a partir de suas matérias-primas. Com
isto, o objetivou desse estudo consistiu em
analisar a atividade antibacteriana das espécies
vegetais Syzygium aromaticum (cravo-da-
india) e Punica granatum (romé) contra cepas
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de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
Para tal, produziu-se um extrato etandlicos das
cascas dos frutos de roma e um 6leo essencial
das sementes de cravo-da-india. Realizou-
se os testes antibacterianos inserindo pocos
e discos nas placas de petri contendo Agar
Mueller-hinton com o extrato e 6leo analisados
na concentragdo de 60uL para os pogos e 20uL
para os discos e comparando suas atividades.
Como controle positivo utilizou-se discos de
amoxicilina na concentracédo de 10ug e como
controle negativo utilizou-se soro fisiologico.
Neste estudo foi encontrado que a amoxicilina
exerceu consideravel inibicdo bacteriana com
halos de 22mm para Staphylococcus aureus
e 20mm para Escherichia coli, ja o controle
negativo ndo exerceu inibicdo. O cravo possuiu
atividade antibacteriana levemente menor
que a do controle positivo para ambos os
microrganismos testados. Ja o extrato da roma
obteve atividade superior ao controle positivo
contra a espécie Staphylococcus aureus,
atividade levemente menor que o controle para
a espécie Escherichia coli na técnica utilizando
os discos e atividade igual a da amoxicilina na
técnica de pocos. Levando em consideracéo
tais achados, conclui-se que as espéciesromé e
cravo-da-india apresentem expressiva atividade
antibacteriana contra cepas de Staphylococcus
aureus e Escherichia coli.

PALAVRAS-CHAVE: Syzygium aromaticum,
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Punica granatum, Microbiologia.

ANALYSIS OF ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF Syzygium aromaticum AND Punica
granatum SPECIES

ABSTRACT: Plant species such as Syzygium aromaticum (clove) and Punica granatum
(pomegranate) have begun to draw the attention of large internationally renowned
companies, which have invested scientifically to develop products from their raw
materials. Thus, the aim of this study was to analyze the antibacterial activity of the plant
species Syzygium aromaticum (clove) and Punica granatum (pomegranate) against
strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli. For this purpose, an ethanolic
extract of the pomegranate peel and an essential oil of the clove seeds were produced.
Antibacterial tests were performed by inserting wells and discs in the petri dishes
containing Mueller-hinton Agar with the extract and oil analyzed at a concentration of
60uL for the wells and 20L for the discs and comparing their activities. A positive control
consisted of amoxicillin disks at a concentration of 10ug and a negative control used
saline. In this study it was found that amoxicillin exerted considerable bacterial inhibition
with 22mm halos for Staphylococcus aureus and 20mm for Escherichia coli, whereas
the negative control did not inhibit. The carnation had slightly lower antibacterial activity
than the positive control for both microorganisms tested. The pomegranate extract had
higher activity than the positive control against the species Staphylococcus aureus,
slightly lower than the control for the species Escherichia coli in the technique using
the disks and activity equal to that of amoxicillin in the well technique. Considering
these findings, it is concluded that the pomegranate and clove species have significant
antibacterial activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli strains.
KEYWORDS: Syzygium aromaticum, Punica granatum, Microbiology.

INTRODUGCAO

A utilizacao de espécies vegetais objetivando recuperar ou manter a saude tem
sido frequentemente atrelada ao desenvolvimento do ser humano (ROCHA et al.,
2015). Tal pratica referia-se, principalmente, a alimentagéo, promocéao e recuperagéao
da saude (SILVA, 2016), onde a populacdo agrupava informagcdes e experiéncias
sobre 0 ambiente que a envolvia por meio de seus descendentes favorecendo assim,
sua sobrevivéncia (VARELA; AZEVEDO, 2014).

Espécies vegetais comecaram a chamar atencao de grandes empresas de renome
internacional, as quais investiram cientificamente para desenvolver produtos a partir
de suas matérias-primas (NOBREGA et al., 2017). A atividade dessas plantas passa
por uma intensa investigacéao cientifica, e & dita como uma importante fonte para novos
produtos biologicamente ativos (ELLER et al., 2015). Ainda que tenha constituido a
base da terapéutica medicamentosa até o surgimento da sintese quimica, a fitoterapia
continua em lugar de destaque na sociedade. Firmando-se simultaneamente como
parte da cultura de um povo (STEFANELLO et al., 2018).

A multirresisténcia microbiana tem sido definida como um dos principais e
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mais preocupantes problemas de saude publica da atualidade (JESUS; TORELI,
2019). A busca por terapias alternativas que reduzam ou substituam os tratamentos
convencionais de antibioticoterapia € de grande interesse na area clinica (LOUREIRO
et al., 2016). Dentre as espécies vegetais que apresentam comprovada atividade
antimicrobiana, encontra-se o cravo-da-india (Syzygium aromaticumL.). As atividades
bioativas desta espécie contra microrganismos devem-se, principalmente, a presenca
de um composto denominado de eugenol, que atua como bactericida (ADEFEGHA et
al., 2016).

O cravo-da-india apresenta forte acdo contra algumas bactérias de importancia
clinica como as espécies Staphylococcus aureus e Escherichia coli (SILVA et al.,
2015). Outra espécie medicinal que possui consideraveis atividades bioldgicas contra
0S microrganismos € a roma (Punica granatum L.). Na composi¢cao desta espécie
encontram-se alcaloides, fendis, acido elagico, acido galico e alguns taninos como
a punicalina, punicalgina, galagildilactona e corilagina, com acédo antibiética (AL-
HUQAIL et al., 2018). Estudos revelaram que extratos desta espécie possuem inibicéo
significativa contra o crescimento de Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Streptococcus mutans e Escherichia coli (ROSAS-BURGOS et al., 2017; UMAR et al.,
2016). Tendo em vista as importantes atividades antimicrobianas do cravo-da-india
e da roma, este estudo objetivou analisar a atividade antibacteriana destas espécies
contra cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia col.

METODOS

Producao do extrato e 6leo essencial das espécies vegetais

As cascas dos frutos de roma (lote 0080, pertencentes a Cia da Saude) foram
secas em estufa botanica durante 5 dias na temperatura de 40°C, posteriormente
foram trituradas e maceradas na propor¢ao de 100g de material vegetal para 400mL de
etanol absoluto em um vidro ambar durante um periodo de 7 dias. Apds este processo,
ocorreu a filtragdo deste extrato fluido. Este, teve sua solucdo etandlica extraida em
evaporador rotativo em aproximadamente 90%, completando a secagem em estufa
botanica na temperatura de 40°C.

A extracdo do cravo-da-india ocorreu por Sohlet, utilizando 20g das sementes
trituradas (lote 0075, pertencentes a Cia da Saude) e 170mL de cloroférmio em um
baldo de fundo redondo sob manta aquecedora na temperatura de 40°C. O processo de
extracdo ocorreu durante 4 horas, em que, o0 solvente possuia contato com a amostra
e depois era coletado. ApOs este periodo ocorreu entdo a recuperagao do solvente e
a parte oleosa recuperada foi utilizada.

Determinacao da atividade antibacteriana

Para determinar a atividade antimicrobiana das espécies vegetais, foram
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utilizadas cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os microrganismos
foram suspensos em soro fisiolégico na escala 0,5 de MacFarland, posteriormente
foram semeados por tapetamento nas placas de petri contendo agar Mueller-Hinton.
Para a determinacao da atividade antibacteriana foram utilizadas 2 técnicas de difusao
dos compostos vegetais.

A primeira técnica consistiu na utilizacdo de discos de papel filtro com 20uL
do extrato de roma e 6leo de cravo-da-india. J&4 a segunda técnica de difusdo dos
compostos foi realizada mediante a insercdo de pocos de 5mm de didmetro com
pipetagem direta de 60uL dos produtos vegetais. Como controle positivo utilizou-se
discos antibidticos de amoxicilina de 10ug e como controle negativo utilizou-se soro
fisioldgico. Todo o procedimento foi realizado em triplicata, ap6s a exposicao dos
microrganismos ao extrato e 6leo essencial, ocorreu a incubacao das placas em estufa
bacteriolégica a 35°C por um periodo de 24 horas. Ap6s a incubacgao, o didmetro de
cada halo de inibicdo formado foi medido em milimetros com o auxilio de uma régua.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O aumento de infecgdes microbianas e a resisténcia dos patdogenos a
medicamentos disponiveis no mercado tem despertado grande interesse na pesquisa
por novas drogas de origem vegetal (JENSEN et al, 2015). Pesquisadores apontam
a necessidade de desenvolvimento de pesquisas mais detalhadas para a descoberta
de novas substéncias antimicrobianas (BESRA M e KUMAR V, 2018). Em relacdo a
sensibilidade das cepas utilizadas neste estudo, esta foi avaliada contra amoxicilina
(controle positivo) e sorofisiol6gico (controle negativo), demonstrando uma consideravel
sensibilidade das cepas bacterianas, expressas na Tabela 1.

Microrganismos Amoxicilina Soro fisiologico
Staphylococcus aureus 22 21 22 0 0 0
Escherichia coli 20 20 21 0 0 0

Tabela 1: Perfil de sensibilidade das cepas utilizadas.
Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Além disso, os resultados fotograficos também foram documentados a fim de
comparar com os indicados na literatura cientifica, conforme expresso nas figuras 1 e
2.
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Figura 1: Resultado com os discos e pogos do 6leo essencial de cravo contra as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia col.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Figura 2: Resultado com os discos e pocos do extrato de roma contra as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia col.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

O cravo-da-india expressou atividade antibacteriana levemente menor que a
do controle positivo com amoxicilina, tanto para S. aureus, quanto para E. coli. Ja o
extrato da roma apresentou atividade antibacteriana superior ao controle positivo para
a espécie S. aureus, atividade levemente menor contra E. coli na técnica utilizando
os discos e atividade igual a amoxicilina na técnica de pogos, conforme indicado na
Tabela 2. Em relagdo a atividade antibacteriana da roma, pesquisadores citam que
os compostos punicalgina e acido elagico sdo os principais responsaveis por esta
atividade na espécie, a atividade bioativa desses compostos é capaz de romper a
membrana bacteriana (UMAR et al., 2016). Em concordancia com os resultados desta
pesquisa, autores citam que o extrato etandlico das cascas dos frutos de roma é capaz
de inibir o crescimento da espécie Staphylococcus aureus (MOREIRA et al., 2014).
A literatura relata também que tal extrato é eficaz contra Staphylococcus aureus,
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Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis, como demonstrado neste
estudo (PAGLIARULO et al., 2016; ROSAS-BURGOS et al., 2017).

Microrganismos Cravo-da-india
Discos (20pL) Pogos (60pL)
Halos de inibi¢cao Média Halos de inibicao Média
Staphylococcus 15 15 16 15,33 16 15 15 15,33
aureus
Escherichia coli 14 13 15 14 14 14 14 14
Roma
Discos (20uL) Pocos (60pL)
Halos de inibicéo Média Halos de inibicao Média
Staphylococcus 22 22 23 22,33 19 19 18 18,66
aureus
Escherichia coli 18 17 18 17,66 20 20 21 20,33

Tabela 2: Atividade antibacteriana do extrato e 6leo essencial analisados.
Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Em relagdo a atividade antimicrobiana do cravo-da-india, pesquisadores citam
gue o eugenol presente na espécie possui amplo espectro bacteriano, com ac¢ao na
membrana celular microbiana (GUPTA et al., 2013). Foi comprovado também que o
terpineol presente no cravo-da-india possui atividade antibacteriana contra Escherichia
coli, como ja demonstrado nesse estudo. Pesquisadores citaram que este composto
€ capaz de diminuir o tamanho da célula bacteriana, rompendo a parede e membrana
celular, ocasionando também diminuicdo do nucleo e citoplasma (LIU et al., 2015).
Em concordancia com os resultados deste estudo, pesquisadores encontraram que
o 6leo essencial de cravo é eficaz contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Proteus vulgaris e Pseudomonas aeruginosa (FU et
al., 2017). A atividade antibacteriana do cravo também foi comprovada por outros
pesquisadores, inibindo o crescimento da espécie Escherichia coli na concentracéo
de 6,25uL/mL, da espécie Staphylococcus aureus na concentracéo de 3,12uL/mL e da
espécie Listeria monocytogenes na concentracéo de 1,5uL/mL (ATARES; CHIRALT,
2016).

CONCLUSAO

O extrato etandlico das cascas dos frutos de romé& e o 6leo essencial das
sementes de cravo-da-india possuem atividade antibacteriana expressiva contra
cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, tanto para a técnica em discos
guanto para a técnica de pocos. Cabe salientar que o extrato da roma possuiu atividade
antibacteriana levemente menor contra estas cepas testadas na técnica de discos. E
notavel a utilizacao destas espécies medicinais e de fitoterapicos como uma alternativa
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no combate a infec¢gdes microbianas, sendo um tratamento de origem natural, com
baixo custo e reducéo dos efeitos adversos oriundos da terapéutica atual.
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