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APRESENTAÇÃO

Sabemos que a microbiologia é um vasto campo que inclui o estudo dos seres 
vivos microscópicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, estrutura, fisiologia, 
reprodução, genética, taxonomia, interação com outros organismos e com o ambiente além 
de aplicações biotecnológicas. A microbiologia como ciência iniciou a cerca de 200 anos, 
entretanto os avanços na área molecular, como a descoberta do DNA, elevaram a um 
novo nível os estudos desse contexto, além de abrir novas frentes de pesquisa e estudo. 
Como ciência básica a microbiologia utiliza células microbianas para analisar os processos 
fundamentais da vida, e como ciência aplicada ela é praticamente a linha de frente de 
avanços importantes na medicina, agricultura e na indústria.

Deste modo, mais uma vez, temos o prazer de abordar o contexto da microbiologia, 
agora, dando continuidade ao tema correlacionando os avanços através dos séculos e 
consequentemente as constantes atualizações tecnológicas observadas nos últimos anos. 
Assim, apresentamos aqui o novo volume deste contexto denominado: “Microbiologia: 
Avanços através dos séculos e constante atualizações tecnológicas, volume 2” que 
compreende trabalhos e pesquisas desenvolvidas em diversos institutos contendo análises 
de processos biológicos embasados em células microbianas ou estudos científicos na 
fundamentação de atividades microbianas com capacidade de interferir nos processos de 
saúde/doença.

Mais uma vez a Atena Editora demonstra seu comprometimento com um dos 
alicerces do desenvolvimento científico em nosso país e a capacidade de enxergar 
importantes temas tais como os avanços no campo da microbiologia. Parabenizamos, 
desde já, cada autor, e convidamos o leitor para aprofundar seus conhecimentos neste 
campo tão promissor.  

Desejo a todos uma ótima leitura! 

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: As infecções da cavidade oral 
possuem um amplo perfil etiológico microbiano 
que varia de acordo com cada microambiente 
da boca. Tais infecções muitas vezes requerem 
tratamento antimicrobiano, o que pode levar ao 
desenvolvimento de resistência. Há, portanto, 
a necessidade de encontrar novas estratégias 
terapêuticas baseadas em compostos naturais 
derivados de plantas. Objetivo: deste estudo foi 
determinar o efeito antimicrobiano do extrato de 
Punica granatum (romã), contra Staphylococcus 
aureus, Enterococcus faecalis e Candida 
albicans. Metodologia: O extrato glicólico da 
romã foi adquirido pela Empresa Vidraria Real 
com os devidos laudos e especificações. A 
atividade antimicrobiana do extrato foi realizada 
contra as cepas de referência: Candida albicans 
ATCC18804, Staphylococcus aureus ATCC6538 
e Enterecoccus feacalis ATCC4083 através 
do teste de Microdiluição em Caldo, protocolo 
M7-A6 para bactéria e protocolo M27-A2 

para leveduras. Resultados: O extrato na 
concentração de 60 mg/ml foi capaz de promover 
Concentração Inibitória Miníma e Concentração 
Microbicida Miníma contra Candida albicans 
e conseguiu obter Concentração Inibitória 
Miníma para Staphylococcus aureus, porém não 
promoveu nenhum efeito antimicrobiano contra 
Enterococcus faecalis. Conclusão: Os resultados 
obtidos neste estudo mostram a importância das 
indicações terapêuticas das plantas medicinais 
como método alternativo e de baixo custo já que 
a aplicação do extrato glicólico de romã foi capaz 
de promover atividade antimicrobiana sobre a 
cepa de Candida albicans obtendo concentração 
inibitória mínima e concentração microbicida 
mínima sobre o fungo o que valida a utilidade do 
extrato de Punica granatum como um potente 
agente antimicrobiano. 
PALAVRAS-CHAVE: Resistência bacteriana, 
fitoterápicos, extrato de Punica granatum.

EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL 
ACTIVITY OF POMEGRANATE GLYCOL 

EXTRACT ON ORAL MICROORGANISMS
ABSTRACT: Infections of the oral cavity have 
a broad microbial etiologic profile that varies 
with each microenvironment of the mouth. 
Such infections often require antimicrobial 
treatment, which can lead to the development 
of resistance. There is, therefore, a need to find 
new therapeutic strategies based on natural 
plant-derived compounds. Objective: This study 
was to determine the antimicrobial effect of 
Punica granatum (pomegranate) extract against 
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis 
and Candida albicans. Methodology: The 
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pomegranate glycolic extract was purchased from Vidraria Real Company with the proper 
reports and specifications. The antimicrobial activity of the extract was performed against 
the reference strains: Candida albicans ATCC18804, Staphylococcus aureus ATCC6538 and 
Enterecoccus feacalis ATCC4083 through the Microdilution broth protocols M7A6 for bacteria 
and M27-A2 for yeast. Results: The extract at the concentration of 60 mg/ml was able to promote 
Minimal Inhibitory Concentration and Minimal Microbicidal Concentration against Candida 
albicans and was able to obtain Minimal Inhibitory Concentration for Staphylococcus aureus, 
but did not promote any antimicrobial effect against Enterococcus faecalis. Conclusion: The 
results obtained in this study show the importance of the therapeutic indications of medicinal 
plants as an alternative and low cost method since the application of the glycolic extract 
of pomegranate was able to promote antimicrobial activity on the Candida albicans strain 
obtaining minimum inhibitory concentration and minimum microbicidal concentration on 
the fungus which validates the usefulness of the extract of Punica granatum as a potent 
antimicrobial agente.
KEYWORDS: Bacterial resistance, herbal medicines, Punica granatum extract.

INTRODUÇÃO
As infecções da cavidade oral apresentam amplo perfil etiológico microbiano, que 

varia de acordo com o ecossistema específico de cada parte da boca, causando uma 
enorme gama de doenças com diferentes frequências e gravidade. Dentre essas infecções, 
as odontogênicas sozinhas respondem por 7% a 10% do total de antibioticoterapia utilizada 
nas populações, sendo que alguns casos requerem uma combinação de tratamentos e 
medicamentos para resolução. Além disso, vários estudos têm demonstrado que as 
infecções orais podem ser um fator de risco para o aparecimento, desenvolvimento 
e progressão de doenças sistêmicas. Tudo isso, somado ao problema da crescente 
resistência bacteriana aos antimicrobianos, cria uma necessidade premente de encontrar 
novas estratégias antimicrobianas (ROJAS et al.,2021).

Dentro da etiologia microbiana das infecções da cavidade oral, a flora patogênica é 
composta principalmente por espécies de Streptococcus e Staphylococcus, além de uma 
série de microrganismos oportunistas. O Streptococcus mutans tem sido frequentemente 
associado ao aparecimento e progressão da cárie dentária – doença de grande repercussão 
na cavidade oral – bem como a outras infecções de origem odontogênica. Staphylococcus 
aureus está presente em abscessos de origem odontogênica, sendo o segundo 
microrganismo mais importante após o grupo viridans de Streptococcus, e aparecendo 
recorrentemente em diferentes lesões infecciosas da cavidade oral. A Escherichia 
coli, que é um microrganismo muito importante da família Enterobacteriaceae, também 
é frequentemente encontrada em infecções da cavidade oral e tem grande capacidade 
de desenvolver resistência a antimicrobianos. Enterococcus faecalis está associado a 
infecções do canal radicular, além de ser reconhecido por sua ampla resistência a diversos 
agentes antimicrobianos (ROJAS et al.,2021; SANTOS,2004).
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“Por fim, a Candida albicans é um fungo oportunista e, devido ao seu longo tempo de 
persistência nos tecidos que infecta, está intimamente associada à estomatite relacionada 
à dentadura e a diferentes tipos de candidíase de difícil tratamento” (SANTOS,2004).

A resistência aos antibióticos se desenvolve de forma natural como uma consequência 
da habilidade da população bacteriana de se adaptar. O uso indiscriminado de antibióticos 
aumenta a pressão seletiva e, também, a oportunidade de bactérias serem exposta aos 
mesmos. Aquela oportunidade facilita a aquisição de mecanismos de resistência. O uso 
intenso de antibióticos na medicina, na produção de alimentos para animais e na agricultura 
tem causado um aumento na resistência àquelas drogas em todo mundo (TEIXEIRA; 
FIGUEIREDO; FRANÇA,2019).

A resistência antimicrobiana tornou-se o principal problema de saúde pública no 
mundo, afetando todos os países, desenvolvidos ou não. Ela é uma inevitável consequência 
do uso indiscriminado de antibióticos em humanos e animais. Na Europa e na América do 
Norte, Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA), Streptococcus pneumoniae 
não susceptível à penicilina (PNSSP), enterococos resistente à vancomicina (VRE) e 
Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamase de espectro ampliado (ESBL) têm 
emergido e se espalhado nos hospitais e nas comunidades (SANTOS,2004; TEIXEIRA; 
FIGUEIREDO; FRANÇA,2019).

O comportamento particular de muitas espécies microbianas envolvidas em 
infecções da cavidade oral, e a dificuldade de tratar algumas delas, tem levado a um 
crescente interesse na busca e desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos 
naturais à base de plantas. Em todo o mundo, muitas espécies vegetais diferentes têm sido 
utilizadas como fontes de medicamentos naturais para o tratamento de doenças. Estudos 
in vitro descobriram que alguns extratos brutos de espécies vegetais são potencialmente 
úteis no controle da multirresistência (PEREIRA et al.,2006).

A utilização de plantas medicinais vem cada vez mais sendo estimulada  
pela OMS, por ser acessível economicamente a grande parte da população. Em torno de 
80% da população dos países em desenvolvimento utiliza deste tipo de medicamentos 

(PEREIRA et al,2006).
Punica granatum (romã) é uma planta da família Punicaceae, conhecida 

popularmente como romanzeira, romeira e granada. Sua origem é proveniente da Ásia, 
mas é amplamente cultivada há muitas gerações na Europa. A P. granatum é utilizada em 
vários sistemas médicos tradicionais e nos últimos 15 anos houve aumento considerável 
em estudar essa espécie (SAAD; LÉDA; SÁ; SEIXLACK,2016).

Os constituintes da romã incluem taninos altamente hidrolisáveis (punicalinas 
e punicalaginas), ácido elágico (um componente de elagitaninos) e ácido gálico (um 
componente de galotaninos) (EL-BAHY; ABDELAZIZ; KHALAFALLA,2019).

Os compostos flavonóides da romã têm fortes efeitos antioxidantes e ajudam a regular 
o sistema imunológico. Eles também podem ser eficazes no tratamento de câncer, doenças 
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cardiovasculares crônicas, inflamações e periodontite crônica. Devido à sua elagitanina e 
punicalagina, a romã tem efeitos antibacterianos e suas propriedades antivirais contra o 
vírus do herpes foram comprovadas. Em geral, a romã é altamente eficaz para acelerar 
o processo de cicatrização de feridas, principalmente estomatites aftosas, devido às suas 
propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes, antimicrobianas, antimicrobianas, antivirais 
e antifúngicas (TAVANGAR; ASLANI; NIKBAKHT,2019).

O extrato da casca da romã rico em polifenóis tem apresentado um forte efeito 
antisséptico e também atividade antibacteriana contra gram-negativas e gram-positivas. 
Muitos estudos demonstram a eficácia biológica da Punica granatum, tal como seu 
potencial para inibição do crescimento de bactérias gram-positivas, especialmente do 
Staphylococcus aureus (TELES; COSTA,2014).

Diante da problemática de resistência antimicrobiana global associado aos poucos 
estudos que avaliam a atividade antimicrobiana do extrato de romã o objetivo do presente 
trabalho foi determinar a atividade antimicrobiana do extrato de Punica granutum contra 
Candida albicans, Staphyloccocus aureus e Enterococcus faecalis.

METODOLOGIA
Foi adquirido o extrato glicólico de Punica granutum (Romã) da empresa Vidraria Real 

(São Paulo, SP) na concentração de 240 mg/ml, com os devidos laudos e especificações.
Foram utilizadas cepas de referências American Type Culture Collection (ATCC) de 

Candida albicans ATCC18804, Staphylococcus aureus ATCC6538 e Enterecoccus feacalis 
ATCC4083.

A Tabela 1 mostra a avaliação da concentração do extrato:

Microorganismos Concentração do Extrato de Romã (mg/ml)
Candida albicans 60 30 15 7,5 3,75 1,875 0,937 0,468 0,234 0,117
Staphylococcus aureus 60 30 15 7,5 3,75 1,875 0,937 0,468 0,234 0,117
Enterococcus faecalis 60 30 15 7,5 3,75 1,875 0,937 0,468 0,234 0,117

Tabela 1. Avaliação da concentração do extrato

Fonte: Autores.

Para a determinação da determinação da concentração inibitória mínima (CIM) para 
os micro-organismos aeróbios foi utilizado o método de microdiluição em caldo, segundo 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), normas M7-A6 (NCCLS M7-A6,2003) e 
M27-A2 (NCCLS M27-A2,2002). Para isso as bactérias foram reativadas, do congelamento 
a -80ºC, em ágar Brain Hearth Infusion (Himedia, Mumbai, Índia) com incubação de 
24h/37ºC. Após reativação das cepas foi realizado a preparação do inóculo, onde colônias 
isoladas foram transferidas para um tubo contendo solução fisiológica estéril (NaCl 0,9%), 



 
Microbiologia: Avanços através dos séculos e constante atualizações tecnológicas 2 Capítulo 2 16

posteriormente foi realizado o ajuste da turbidez desta solução, padronizando a solução em 
espectrofotômetro, na concentração de 106 UFC/mL.

O teste foi realizado em microplacas, onde foram adicionados 100 μL do caldo 
Mueller Hinton (Himedia, Mumbai, India) em 10 poços por grupo teste, sendo que todos 
os grupos foram avaliados em duplicata. Após adição do meio de cultura, foi realizado a 
diluição dos extratos, para isso foram adicionados 100 μL dos extratos apenas no primeiro 
poço da microplaca (TPP, Suíça) de cada grupo teste, de onde se foi iniciado uma série de 
10 diluições.

Após o preparo das diluições do extrato, foram adicionados os inóculos padronizados, 
inserindo 100 μL da suspensão de micro-organismo em cada poço da microplaca de 96 
poços. A placa foi incubada em estufa bacteriológica por 24h/37ºC, posteriormente foi 
realizada a determinação da CIM (Concentração Inibitória Mínima), sendo o poço com a 
menor concentração do extrato que não apresentou turvação.

Para que a concentração microbicida mínima (CMM) dos extratos fosse determinada, 
foram semeados 10 μL da CIM, bem como 10 μL de uma concentração acima e de uma 
concentração abaixo dela em ágar BHI. Após 48 h de incubação, a CMM foi determinada na 
menor concentração semeada que não apresentou crescimento de colônias.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Vários agentes antimicrobianos vêm sendo estudados, com o objetivo de  

inibir ou reduzir a formação do biofilme dental, crescimento bacteriano, e consequentemente 
a adesão de microrganismos à superfície dentária (PEREIRA et al,2006).

(PEREIRA et al.,2006) afirmaram que a Punica granatum possui ação antimicrobiana 
específica sobre bactérias presentes no biofilme supragengival, produzindo uma 
interferência na síntese de poliglicanos, agindo, então, no mecanismo de aderência das 
bactérias sobre as superfícies dos dentes e da boca.

No presente estudo, buscou-se verificar a ação do extrato glicólico de Punica granatum 
sobre espécies de microrganismos aeróbios predominantes no sítio oral; Staphylococcus 
aureus, Enterococcus faecalis e Candida albicans. Os resultados demonstram a eficácia do 
extrato da romã sobre as linhagens ensaiadas (Tabela 2).

Microorganismos CIM (mg/ml) CMM (mg/ml)
Candida albicans (ATCC 18804)
Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
Enterococcus faecalis (ATCC 4083)

60
60
Ausente

60
Ausente
Ausente

Tabela 2. Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Microbicida Mínima (CMM) em meio 
liquido do extrato glicólico de Punica granatum (Romã) sobre Candida albicans, Staphylococcus aureus 

e Enterococcus faecalis

Fonte: Autores.
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Subprodutos de romã e punicalaginas são capazes de inibir significativamente 
o crescimento de Escherichia coli patogênica, Pseudomonas aeruginosa, Clostridia e 
Staphylococcus aureus. (SORRENTI et al.,2019)

O extrato hidroalcoólico de romã a 10% apresentou atividade antibacteriana e 
apresentou ação inibitória sobre bactérias do gênero Staphylococcus, principalmente 
sobre S. aureus (MOREIRA et al.,2014). Já no presente estudo o extrato glicólico de romã 
apresentou concentração inibitória mínima sobre S. aureus na concentração de 60 mg/ml 
e sobre C. albicans.

De qualquer forma, e a partir da inibição bacteriana verificada, os resultados 
apresentados pelo presente estudo permitem destacar o potencial terapêutico do extrato de 
romã. Assim, a utilização de produtos naturais, principalmente a confecção de fitoterápicos 
a partir da romã, pode representar alternativa importante para a resistência bacteriana 
antibióticos e uma nova terapia.

CONCLUSÕES
Os resultados obtidos neste estudo mostram a importância das indicações 

terapêuticas das plantas medicinais como método alternativo e de baixo custo já que a 
aplicação do extrato glicólico de romã foi capaz de promover atividade antimicrobiana 
sobre a cepa de Candida albicans obtendo concentração inibitória mínima e concentração 
microbicida mínima sobre o fungo o que valida a utilidade do extrato de Punica granatum 
como um potente agente antimicrobiano. Já sobre as cepas bacterianas, o extrato 
demonstrou atividade inibitória no crescimento apenas de Staphylococcus aureus e não 
promoveu nenhuma atividade antimicrobiana para Enterococcus faecalis.
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