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AVALIACAO DA ACAO DE DIFERENTES
ANTIMICROBIANOS NATURAIS CONTRA
MICRORGANISMOS PATOGENICOS
Evaluation of the action of different natural antimicrobials
against pathogenic microorganisms

Resumo:

O objetivo desse estudo foi avaliar a acdo antimicrobiana de méis e
especiarias contra microrganismos patogénicos (Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella enteritidis ATCC 14028 e Staphylococcus
aureus ATCC 25923). Quatro amostras de méis e sete de especiarias
foram adquiridas no comércio de Garanhuns, Pernambuco. Os méis
foram pasteurizados e em seguida diluidos diferentes concentracoes
(100%, 75% e 50%). Um extrato hidroalcodlico foi preparado com
especiarias (pimenta calabresa, gengibre, tomilho, alecrim, orégano,
cravo-da-india, canela, manjericéo e sélvia). Também foram realizadas
associagdes com o0s extratos dessas. Os resultados desse experimento
mostraram que o0s méis em suas diferentes concentracdes
demonstraram atividade inibitdria contra S. aureus e E. coli, mas néo
contra a S. enteritidis. A amostra M4 a 75% apresentou maior halo
contra 0 S. aureus. O extrato obtido de canela foi o Unico capaz de
inibir os trés tipos de microrganismos. O extrato de orégano
apresentou maior halo, medindo 21 mm frente ao mesmo
microrganismo.

Abstract:

The objective of this study was to evaluate the antimicrobial action of
honeys and spices against pathogenic microorganisms (Escherichia
coli ATCC 25922, Salmonella enteritidis ATCC 14028 and
Staphylococcus aureus ATCC 25923). Four samples of honeys and
seven of spices were obtained from Garanhuns, Pernambuco. The
honeys were pasteurized and then diluted to different concentrations
(100%, 75% and 50%). A hydroalcoholic extract was prepared with
spices (calabrian pepper, ginger, thyme, rosemary, oregano, cloves,
cinnamon, basil and sage). It was also made associations with those
extracts. The results of this experiment showed that the honeys in its
different concentrations demonstrated inhibitory activity against S.
aureus and E. coli, but not against S. enteritidis. The sample M4 to
75% presented the greater halo against S. aureus. The extract obtained
from cinnamon was the only one able to inhibit the three types of
microorganisms. The extract of oregano presented greater halo,
measuring 21 mm in front of the same microorganism.
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INTRODUCAO

O uso de antimicrobianos extraidos de vegetais e de
origem animal foi uma alternativa terapéutica criada por
povos indigenas e da Asia, ha milénios, e tem-se
fortificado nas dltimas décadas, impulsionando as
pesquisas sobre novos compostos, particularmente contra
microrganismos multirresistentes. Nesse contexto, 0s
experimentos  tém  evidenciado os  potenciais
antimicrobianos de diferentes espécies de folhas, frutas,
méis, oleaginosas e sementes (STEFANELLO et al., 2016;
LUND et al., 2009). Entretanto com 0s avangos industriais
e a necessidade de producdo em grande escala, foram
surgindo os antibidticos sintéticos e semissintéticos, hoje
responsaveis pela maior parte dos antimicrobianos
comercializados pelas indUstrias farmacéuticas e
utilizados pelas industrias de alimentos.

A utilizacdo indiscriminada e irracional destes compostos
iniciou processo de resisténcia microbiana aos antibioticos
comerciais e com alta capacidade patogénica, o que
remete a necessidade da intensificacdo das pesquisas na
&rea e o controle do uso desses farmacos. Segundo
Davidson e Harrison (2002) esta resisténcia € resultado,
principalmente pelo uso irracional dos antimicrobianos
como também, a utilizacdo constante de conservantes, na
producédo de alimentos. De acordo com Fio, Mattos Filho
e Groppo 2000, é consenso que 0 nUmero crescente de
microrganismos patogénicos que vem desenvolvendo
resisténcia a estes compostos. As bactérias podem conter
genes que codificam a producdo de enzimas com
propriedades de clivar ou promover alteracBes estruturais
na molécula, como as betalactamases. Essas enzimas
causam a hidrélise dos derivados betalactamicos,
alterando a configuracdo molecular do antibidtico,
tornando-o incapaz de se ligar ao seu sitio receptor. Assim,
0 medicamento fica impossibilitado de inibir a sintese da
parede celular bacteriana; dessa forma, a bactéria continua
seu ciclo reprodutivo normalmente (ARAUJO, 2016).

Em funcdo da relevancia que a resisténcia microbiana,
principalmente bacteriana, aos antibi6ticos sintéticos,
tornou relevante a retomada dos estudos em busca de
novas substancias fitoterapicas, em busca do controle dos
microrganismos patogénicos.

O mel de abelhas sem ferrdo tem sido uma das principais
alternativas terapéuticas, no controle de patdgenos,
principalmente em zonas rurais, gracas a sua funcdo
medicinal (CARPES et al.2009). Ele, assim como o0s
demais produtos das abelhas, estd associado a uma
imagem de produto saudavel, sendo atribuidas
propriedades medicinais como atividade antimicrobiana e
antifingica. Este é amplamente utilizado por suas
caracteristicas energéticas, principalmente pelo seu poder
adogante. Rico em vitaminas e polifendis ae minerais, ele
¢ muito utilizado como suplemento alimentar
(BOGDANOV, 2006; MOLAN, 1999). Seu uso na
medicina como um agente terapéutico de 2100 anos antes
de Cristo (ALMASAUDI et al., 2016). Na América, ainda
antes de Cabral, substancias produzidas pelas abelhas

eram apreciadas como alimento ou utilizadas na medicina.
A acdo antimicrobiana do mel de abelha despertou o
interesse da comunidade cientifica, particularmente em
casos clinicos (BALLIVIAN, 2008; GONCALVES,
ALVES FILHO, MENEZES, 2005). Alguns estudos tém
demonstrado seu efeito benéfico quanto a acdo
antibacteriana e antifingica no controle de infeccdes
causadoras de otite, infeccBes urinarias e vaginal (SILVA
et al., 2015; GONCALVES, ALVES FILHO, MENEZES,
2005).

Dentro da industria alimenticia existe uma forte utilizacéo
de aditivos quimicos com a finalidade de inibir o
crescimento de patégenos e deteriorantes. Algumas
alternativas comprovadas para a substituicdo destes
produtos sdo ervas e temperos, tais como: cravo (Syzygium
aromaticum), canela (Cinnamomum verum), coentro
(Coriandrum sativum), alho (Allium sativum), gengibre
(Zingiber officinale), tomilho (Thymus vulgaris), alecrim
(Rosmarinus officinalis) e salvia (Salvia officinalis). Estes
podem ser utilizados tanto in natura como também nas
formas de extratos, farinhas e 6leos essenciais, 0s quais
tém possibilidade de aplicacdo direta ou indireta, na forma
de ingrediente na constituicdo de determinados alimentos.
O presente trabalho tem por finalidade avaliar a
capacidade antimicrobiana de diferentes agentes
antimicrobianos  naturais  contra  microrganismos
patogénicos.

MATERIAIS E METODOS

Esse experimento foi realizado no Laboratério de Ensino
de Biologia Animal UFRPE, Unidade Académica de
Garanhuns. As amostras de méis (M1, M2, M3 e M4)
foram adquiridas em feiras-livres da cidade de Garanhuns,
Pernambuco durante o més de fevereiro do ano de 2017.
Em seguida as amostras foram congeladas a -18 °C para
as analises futuras. Os extratos dos méis foram preparados
em trés concentragdes distintas (100%, 75% e 50%)
utilizando caldo Brain Heart Infusion (BHI) estéril. As
amostras passaram por processo de pasteurizacdo a 57 °C
durante 120 minutos em banho-maria e posteriormente
resfriada a -5° C imediatamente. Em seguida, os extratos
formam armazenados a -18 °C para posterior realizacdo
do teste antimicrobiano.

Nesse experimento foram utilizadas as especiarias: canela
(CAN) (Cinnamomum verum), cravo (CRV) (Syzygium
aromaticum), pimenta calabresa (CAL) (Capsicum
baccatum), orégano (ORE) (Origanum vulgare), gengibre
(GEN) (Zingiber officinale), manjericdo (MAN) (Ocimum
basilicum) e salvia (SAL) (Salvia officinalis). Foi
produzido um extrato hidroalc6olico para cada uma delas.
Para a producdo do extrato, foram trituradas 25 gramas de
cada especiaria e em seguida adicionados de 100 mL de
uma soluc¢do de alcool etilico a 50% em Erlenmayer. Estes
foram levados ao banho-maria a 60 °C durante 60
minutos. Posteriormente foi realizada filtracdo em papel
de filtro estéril. A solugdo foi levada para evaporar em
estufa a 40 °C até peso constante. O material foi
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ressuspendido com agua destilada estéril (10mL) (PINHO
et al., 2012). Foram preparadas associa¢cdes dos extratos
canelat+cravo (CAN/CRA), gengibre+cravo (GEN/CRA),
sélviatorégano (SAL/ORE), utilizando a propor¢do 1:1.
Todas as amostras foram mantidas sob congelamento a -
18 °C até o momento das anélises.

Foram utilizados os microrganismos Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 e
Salmonella enteritidis ATCC 14028 para testar a atividade
antimicrobiana dos extratos. Os microrganismos foram
adquiridos do laboratério de microbiologia do CENLAG,
UFRPE e mantidos sob congelamento a -18 °C em caldo
BHI. A reativacdo dos mesmos ocorreu 48 horas, antes do
experimento, utilizando caldo BHI.

Para preparo do inoculo, todas as bactérias, nesse
experimento, foram previamente repicadas em caldo BHI
e incubadas a 37 °C por 24 horas antes do teste. A
suspenséo bacteriana foi preparada em tubos com solugéo
salina a 0,85% até a turbidez conforme padrdo McFarland

0,5 (108 UFC/mL) em espectrofotdmetro a 580 nm.

O teste da atividade antimicrobiana foi realizado por
difusdo em agar (metodologia dos pocos). Cada in6culo
bacteriano foi semeado em placas, contendo agar Muller
Hinton, através da técnica de esgotamento com Swabs.
Em seguida foram feitos pogos (6 mm) sobre o gel e
inoculados 100uL de cada extrato produzido. As placas
foram incubadas a 37 °C por 24 horas. A atividade
antimicrobiana foi medida através da medida dos halos de
inibicdo. As analises foram realizadas em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados, da atividade antimicrobiana, dos diferentes
meéis, constam na Tabela 1. Conforme os dados, se
observou que as amostras M1 e M2, na concentragdo de
100%, n&o demonstram inibicdo ao crescimento do S.
aureus. As demais amostras demonstraram atividade
contra a bactéria.

Tabelal. Média dos halos (mm) da atividade antimicrobiana de méis comercializados na cidade de Garanhuns, PE

Microrganismos/Concentragfes dos méis (%)

Amostras de méis

M1 M2 M3 M4
S. aureus 25923
100 R R 19 6
75 19 19 24 12
50 15,3 12 19 12
E. coli 25922
100 22 22 15 16
75 R 16 19 23
50 R 10,6 11 19
S. enteritidis 14028

100 R R R R
75 R R R R
50 R R R R

R — microrganismo resistente; M1- amostra de mel 1; M2- amostra de mel 2; M3- amostra de mel 3; M4- amostra de mel 4.

Nos testes de inibicdo conta a E. coli, esta mostrou-se
resistente a amostra M1, nas concentracbes de 75% e
50%. O maior halo obtido (Figura 1B) com esse
microrganismo ocorreu com a amostra M4 na
concentracdo de 75% (23 mm de halo). De modo geral, 0s
menores halos foram observados a medida que as
amostras foram diluidas. Em um estudo utilizando
diferentes concentrages de méis (10%, 20% e 50%)
contra S. aureus, Almasaudi et al. (2016) também
observaram esse comportamento. Quanto  menos
concentrado, menor a atividade antimicrobiana dos méis.
Porém, foi observado, que as amostras, ndo inibiram o
crescimento da S. enteritidis. Esses dados sdo semelhantes
aos encontrados por Stachissini, Sekine e Umada et al.
(2012) que também ndo observaram atividade inibitoria do
mel de abelhas jatai (Tetragonista angustula) frente a
espécies de Salmonella sp. De acordo com Borsato et al.
(2013), um dos fatores que contribui para a atividade
antimicrobiana do mel, esta no sistema glucose/oxidase
com a formacgdo do peroxido de hidrogénio, substancia
toxica para a célula.

A resisténcia dessa bactéria também foi evidenciada nos

testes de inibico, utilizando as especiarias (Tabela 2), no
qual se verificou que apenas o extrato obtido de canela
(CAN) foi capaz de inibir o crescimento da Salmonella
enteritidis (14 mm de halo) assim como do S. aureus e E.
coli.

De maneira geral, observa-se, na Tabela 2, que a atividade
antimicrobiana, dos extratos, pouco inibiu o crescimento
das bactérias testadas. O extrato de pimenta calabresa
(CAL), alecrim (ALE) e manjericio (MAN) néo
demonstraram  atividade antimicrobiana nos  trés
microrganismos testados, corroborando com os achados
de Pinho et al. (2012) que também ndo evidenciaram o
efeito inibitério dessas especiarias frente E. coli e S.
aureus em seu experimento. O extrato do orégano
apresentou maior halo de inibi¢do (21 mm) frente ao S.
aureus ATCC 25923 (Figura 1A). Em um levantamento
bibliografico, sobre experimentos com ervas e seus efeitos
antimicrobianos Tarcitano e Mesquita (2017) concluiu que
o orégano foi a especiaria mais eficaz, utilizada no
controle bacteriano. Segundo Marino, Bersano e Comi et
al. (2001), A acgdo antimicrobiana observada nos extratos
contendo orégano é devida principalmente a presenca de
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compostos fendlicos, biomoléculas capazes de transpor a
membrana plasmética celular, chegando em seu interior e

comprometendo suas fungdes vitais, podendo provocar
inclusive, a morte do microrganismo.

Tabela 2. Média dos halos (mm) da atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlico de especiarias adquiridas no comércio da

cidade de Garanhuns, PE.

Especiarias Microrganismos
S. aureus 25923 E. coli 25922 S. enteritidis 14028
CAL R R R
GEN 6 R R
TOM 9 R R
ALE R R R
ORE 21 R R
CRA 9 5,6 R
CAN 11 14,3 14
MAN R R R
SAL 14 R R
CRA/CAN 9 R R
SAL/ORE 14 R R
GEN/CRA 6 R R

R- microrganismos resistentes a acdo do extrato; CAL- pimenta calabresa; GEN- gengibre; TOM- tomilho; ALE- alecrim; ORE-
orégano; CRA- cravo da india; CAN-canela; MAN- manjericdo; SAL- salvia; CAN/CRA-canela+cravo; GEN/CRA-
gengibre+cravo; SAL/ORE- salvia+orégano.

Figura 1. A- Halo de inibigdo (halos a esquerda da placa) do extrato de orégano frente ao S. aureus ATCC 25923. B- Halo de
inibicdo (halos a direita da placa) da amostra M4, frente a E. coli 25922.

A espécie E. coli ATCC 25922 mostrou-se sensivel apenas
quando testados os extratos de cravo (CRA) e canela
(CAN) com halos de 5, 6 e 14,3 mm, respectivamente. A
S. enteritidis mostrou-se sensivel apenas quando utilizado
0 extrato de canela, como citado anteriormente. Segundo
Pinho et al. (2012) sugere que a concentragdo do extrato

assim como a qualidade dos vegetais testados, pode ser
um dos motivos para auséncia da atividade
antimicrobiana.

Ainda, conforme os dados desse experimento foram
observados que, as associagdes, entre as especiarias s
mostrou atividade antimicrobiana quando utilizadas frente
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ao S. aureus ATCC 25923. As demais bactérias foram
resistentes. De acordo com Cunha (2006), a acdo
antimicrobiana de extratos de espécies vegetais,
geralmente ndo se deve a apenas a uma substancia, mas a
diferentes, presentes em um mesmo vegetal. Essas
substancias geralmente sdo as de menor proporcdo na
planta.

Em um estudo avaliando a a¢do antibacteriana de dleos
essenciais Trajano et al. (2009) observaram que o 0leo
essencial de alecrim ndo apresentou atividade quando
testados em S. aureus e E. coli. Um estudo realizado por
Cruz e Pereira (2010) encontrou resultados contréarios ao
deste trabalho, onde o extrato de alecrim apresentou
atividade antimicrobiana com halo de inibicdo superior a
20 mm, quando testado frente ao S. aureus.

CONCLUSAO

Os resultados mostraram potencial de inibicdo contra S.
aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922, entretanto ndo
foram eficazes no controle da S. enteritidis ATCC 14028.
Essa demonstrou resisténcia a maioria das amostras
testadas. A amostra M4 a 75% apresentou melhor
resultado dentre as amostras de méis testados. O extrato
obtido com canela foi o Unico que apresentou atividade
antimicrobiana nos trés microrganismos testados. O maior
diametro de halo foi obtido com o extrato do orégano
quando testado frente ao S. aureus. Os dados apontam
para o potencial dos antimicrobianos frente a
microrganismos  patogénicos.  Entretanto  fazem-se
necessarios estudos para aperfeicoar a concentragdo dos
mesmos.
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