DESENVOLVIMENTO DE

PROCESSOS AGROINDUSTRIAIS
Uniube

ESTUDO COMPARATIVO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA
DO EXTRATO DE CRAVO-DA-INDIA (Eugenia caryophyllata
Thunb.) EXTRAIDO POR VIA ETANOLICA E METANOLICA

A.C.CHESCA!, D. S. TRISTAQ? M. S. TRISTA3?, R. N. ALMEIDA*, M. L. BEGNINI®

12345 Universidade de Uberaba - UNIUBE, Campus Aeroporto, Av. Nené Sabino, 1801, Bairro
Universitario, CEP: 38055-500, Uberaba-MG.

RESUMO - Existem microrganismos patogénicos ao homem presentes em grande parte
nos alimentos. Uma das formas de inibir a atuacdo desses contaminantes é utilizando
compostos bioativos, tais como o cravo-da-india (Eugenia caryophillata Thunb) e o
eugenol é o composto majoritario dos botdes florais e pedunculos dessa planta. Este
trabalho teve como objetivo a extracdo de dleo essencial pelos métodos de infusdo em
etanol e metanol do cravo da india e a verificagdo do seu potencial antimicrobiano frente
a Salmonella sp., Bacillus cereus e Escherichia coli. Para a obtengdo do 6leo essencial
utilizou-se a extracdo por agitacdo mecanica, com o uso dos solventes etanol e metanol.
A atividade antimicrobiana foi aferida pelo método de difusdo em placas. Os resultados
mostram que emulsdes com polissorbato 80 a base de extratos do cravo-da-india
formuladas com metanol e etanol aplicadas pelo método de difusdo em placas possuem
capacidade bactericida eficiente em Bacillus cereus e Salmonela sp., sendo os resultados
mais efetivos a base de etanol, verificando-se que a aplicagdo em Salmonela sp. e em
Bacillus cereus apresentaram halos de inibi¢do iguais a 15 mm, de forma que para o0s
mesmos microrganismos a emulsdo pela via metandlica apresentou resultados iguais a 14
mm para ambos. Aplicaces das emulsdes dentro das mesmas condicdes nado
apresentaram halos de inibicdo para Escherichia coli. O presente trabalho sugere
estudos futuros ainda mais abrangentes quanto a potencialidade antimicrobiana destes
COMpOStos.

1. INTRODUCAO

As presencas de microrganismos patogénicos nos alimentos causam preocupacao as autoridades
da &rea de saude, pois colocam em risco a salde do consumidor e provocam a diminuicdo da vida de
prateleira do alimento, gerando perdas econémicas. A acao inibitdria das especiarias e de seus 6leos
nos diferentes microrganismos tem sido relatada em diversos estudos (Ouattaraa et al., 1997).

O interesse renovado no uso de especiarias como agentes antibacterianos é atribuido
basicamente a duas razfes: a seguranga dos aditivos quimicos é constantemente questionada, havendo

Uberaba, 01 e 02 de Dezembro de 2017



DESENVOLVIMENTO DE

PROCESSOS AGROINDUSTRIAIS
Uniube

uma tendéncia ao uso de substancias naturais de plantas, e a reducdo do sal ou do actcar em alimentos
por razBes dietéticas tende a aumentar o uso de outros temperos (Ismaiel e Pierson, 1990).

A literatura cientifica na area da ciéncia e tecnologia de alimentos tem mostrado, nos ultimos
anos, um enfoque no estudo do potencial antimicrobiano das especiarias considerando a sua incluséo
nos chamados sistemas de bioconservacao de alimentos. A bioconservacao de alimentos é um sistema
de preservacdo amplamente aceito, sendo referido como um procedimento natural capaz de prover a
extensdo da vida util e satisfatdria seguranca microbioldgica de alimentos (Fiorentini et al., 2001,
Ristori, Pereira e Gelli, 2002, Utama et al., 2002). Diante do aumento de casos de infeccdes de
natureza bacteriana resistente e da dificuldade do controle da proliferacdo bacteriana em instalacGes
da industria alimenticia, 0 uso de bioativos provenientes da flora nativa, tem sido apontado como
possivel solucdo para esse problema (Dantas et al., 2010).

Pesquisas tém citado as propriedades antibacterianas e antifingicas das especiarias in natura,
seus Oleos essenciais e seus extratos. Varias plantas usadas para aromatizar alimentos sdo apontadas
por apresentarem atividade antimicrobiana como, por exemplo, louro (Laurus nobilis L.), manjerona
(Origanum majorana L.), manjericdo (Ocimum basilicum L.), cravo (Eugenia caryophyllata), canela
(Cinnamomum zeylanicum Blume), coentro (Coriandrum sativum L.), melissa (Melissa officinalis L.),
limdo (Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle), laranja (Citrus aurantium L.), alecrim (Rosmarinus
officinalis L.), menta (Mentha piperita L.), alho (Allium sativum L.) entre outras (Celiktas et al.,
2007).

O cravo-da-india (Eugenia caryophyllata Thunb.) é uma planta arborea, nativa das llhas
Molucas (Arquipélago da Insulindia, Indonésia), possui odor fortemente aromatico, sabor ardente e
caracteristico. Das sementes, de aroma ativo, extrai-se 0 &cido eugénico, incolor e de sabor picante.
Sua composi¢do quimica € constituida principalmente por eugenol, acetato de eugenol,
betacariofileno, acido oleanico, e substancias das classes: triterpeno, ceras vegetais, cetonas, resinas,
taninos e esterdis. O eugenol apresenta efeito anti-inflamatorio, cicatrizante, analgésico e ¢ eficaz no
combate e diminuicdo de bactérias presentes na boca. Seus efeitos medicinais compreendem o
tratamento de nduseas, flatuléncias, indigestdo, diarreia. Com propriedades bactericidas ¢ também
usado como anestésico e antisséptico para o alivio de dores de dente (Nascimento et al., 2000).

A composicao final dos 0Oleos essenciais é influenciada pelas condi¢fes climéticas do local de
origem das plantas, além da temperatura de secagem do material vegetal, a qual pode levar a grandes
perdas, por volatilizacdo dos principios ativos presentes nesses 6leos (Dorman e Deans, 2000).

Diversos métodos de extracdo e também de estudo de compostos oriundos de plantas tém sido
sugeridos pela literatura pertinente. Neste sentido, € importante e necessario que 0s estudos
fitoquimicos sejam guiados pelos bioensaios, seja in vivo ou in vitro, quando 0 que se busca sdo
compostos bioativos (Cechinel Filho e Yunes, 2001).

Pode-se utilizar diferentes solventes e suas combinagdes para a preparacao de extratos vegetais.
Um método considerado adequado para a analise quimico-farmacoldgica é o de extracdo em solucéo
hidroalcodlica (etanol/agua) a fim de obter-se o extrato bruto. No caso de este extrato apresentar
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atividades bioldgicas de interesse, pode-se partir para um método sistematico de estudo, em que o
metanol, por possibilitar a extracdo de um maior nimero de compostos, é indicado como o solvente
mais apropriado para a preparacdo do extrato bruto (Cechinel Filho e Yunes, 1998).

O presente trabalho teve como objetivo realizar um estudo comparativo da atividade
antibacteriana do extrato de cravo-da-india (Eugenia caryophyllata Thunb.) extraido por via etandlica
e metandlica frente a algumas cepas bacterianas patogénicas de alimentos.

2. MATERIAIS E METODOS

» Microrganismos testes

Foram utilizadas como microrganismos testes cepas de Bacillus cereus, Escherichia coli e
Salmonella sp. Para a realizacdo dos ensaios antimicrobianos foram, preparadas suspensfes das cepas
testes em solucdo salina (NaCl a 0,85% p/v) esterilizada, as quais foram padronizadas de acordo com
a turbidez do tubo 0,5 da escala McFarland correspondendo a aproximadamente 10 Unidades
Formadoras de Col6nia por mililitro (UFC.mL™).

» Extracdo do 6leo essencial

O Oleo essencial foi extraido utilizando-se como solvente o etanol e metanol, todos
separadamente, sendo usados 25g de cravo para cada estagio, sendo os béqueres preenchidos com
solventes até o nivel de 200 mL, de forma que, promoveu-se 0 agitamento por um tempo equivalente
a 1h 40min. Ressalta-se que foi promovido o aquecimento controlado de forma a evitar que o solvente
iniciasse fervura. Fez-se a selegcdo dos solventes quanto a polaridade dos mesmos.

Para se obter os extratos secos, usou-se 0 método da evaporacdo, sendo auxiliado pela agitacdo
em capela ventilada. Com a obtengdo dos extratos secos foram preparadas as emulsées com 0s
mesmos e assim a fase organica foi vertida sobre uma fase aquosa (agua destilada) contendo
polissorbato 80, utilizando-se 65 gotas de agua e 25 gotas de polissorbato 80 (Kilkamp et al., 2009).

» Avaliacdo antibacteriana dos 06leos essenciais

Para a andlise da acdo antibacteriana dos 6leos essenciais, foi utilizado o procedimento de
difusdo em meio sélido (Bauer et al., 1966). Em placas de Petri, foi inoculado 1mL da suspensdo de
cada bactéria, em seguida foram adicionados 21 mL de Agar Nutriente fundido a 50°C. Logo ap6s a
solidificagdo do meio de cultura, foram depositados discos de papel de filtro embebidos com 20 pL de
cada produto em analise (6leo essencial na concentracdo absoluta) e o sistema foi incubado a 37°C
por 48 horas (Hadacek e Greger, 2000).

Apos a incubacéo das placas os resultados foram analisados medindo-se o didametro do halo de
inibicdo de crescimento das bacteérias, incluindo o didmetro do disco de papel. Foi considerado como
possuidor de atividade antimicrobiana aquele produto que apresentou a formacdo de um halo de
inibicdo igual ou superior a 10 mm de didmetro (Wong-Leung, 1988).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos da acdo antimicrobiana das emulsdes com os 6leos
extraidos via etandlica e metanolica. Para ambas as vias de extracdo, a Escherichia coli apresentou
resisténcia, portanto ndo houve a formacéo do halo de inibicdo. Para a emulsdo preparada a partir da
extracdo pela via etandlica a Salmonella sp e o Bacillus cereus apresentaram a mesma medida, 15
mm, 0 que também ocorreu com a emulsdo extraida via metandlica, porém com um halo de inibigéo
de 14 mm.

Tabela 1: Resultados da acdo antimicrobiana das emulsdes.

Microrganismos

Emulséo Salmonella sp Escherichia coli Bacillus cereus

Halos de inibi¢do (mm)

Etandlica 15 Né&o houve formacéo 15

Metandlica 14 Né&o houve formacéo 14

Fonte: Laboratorio de Microbiologia de Alimentos - UNIUBE.

Pode-se considerar que ambas emulsbes apresentam atividade antimicrobiana, pois ocorreu a
formagdo de um halo de inibicéo superior a 10 mm de didmetro. Estes resultados sdo compativeis aos
resultados de Majhenic, Skerget e Knez (2007), que ao comparem a utilizacdo de agua, metanol,
etanol (60%) e acetona (35%), utilizados como solventes em sementes de guarana, verificaram que o
extrato etanolico foi 0 mais eficiente como agente antioxidante e antimicrobiano.

A Salmonella sp apresentou halo de inibicdo de 14 e 15 mm, para a extracdo via metandlica e
etanolica, respectivamente, estes valores sdo compativeis com os resultados encontrados por Silvestri
et al. (2010) que utilizou concentragdes de 6leo de cravo da india variando entre 5 ¢ 15 uLL por disco e
os halos de inibicdo estdo compreendidos entre 11,25 a 18,25 mm. Estudos realizados por Montovani
et al. (2009), resultaram em halos de inibi¢do para B. cereus de 13,11 mm para a emulsdo metandlica,
sendo que Silvestri et al. (2010) obtiveram diametros inibidores equivalentes a 22 mm para Bacillus
cereus.

A E. coli apresentou-se imune a aplicacdo, contraria a alta sensibilidade aos compostos
organicos do cravo-da-india proposta por De Martino (2009). Para Cansian et al. (2010) a utilizagdo
de 6leo essencial de ho-sho em E. coli resultou em halo de inibicdo igual a 27,5 mm, mostrando
Silvestri et al. (2010) resultados iguais a 25 mm para 6leo essencial de cravo-da-india obtido por
arraste a vapor. Quanto a isso, observam-se resultados menos favoraveis dos valores encontrados para
a inibicdo em relacdo ao exposto na literatura.
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Frequentemente, encontram-se diferencas significativas na atividade antimicrobiana reportada
para 6leos essenciais provenientes de uma mesma espécie vegetal. Estas diferencas devem-se,
principalmente, as diferentes localizacbes geograficas, eépoca de coleta, gendtipo e condicdes
climéticas (Celiktas et al., 2007), sendo portando necesséria a caracterizacdo da composicao e da
atividade bioldgica de 6leos essenciais obtidos a partir de plantas de uma determinada regiao.

A acdo antibacteriana dos componentes dos 6leos essenciais pode ocorrer de trés formas: pela
interferéncia na dupla camada fosfolipidica da parede celular, pelo aumento da permeabilidade e
perda dos constituintes celulares e por alteracdo de uma variedade de sistemas enzimaticos, incluindo
aqueles envolvidos na producdo de energia celular e sintese de componentes estruturais ou por
inativacdo e destruicdo do material genético (Kalemba, Kunicka, 2003, Delamare et al., 2007). O
mecanismo de acdo do eugenol ocorre em nivel de membrana plasmatica, juntamente com a
inativacdo de enzimas e/ou no material genético celular. Em Bacillus cereus concentracfes de
eugenol inibiram a producdo de amilase e proteases, degradacdo da parede celular e lise celular
também foram encontradas (Thoroski et al., 1989).

Um aspecto interessante no que concerne a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais € que o
risco de que micro-organismos patogénicos venham a desenvolver resisténcia € muito baixo, uma vez
gue estes produtos contém uma mistura de substancias antimicrobianas, que atuam através de diversos
mecanismos (Bakkali et al., 2008, Oke et al., 2009, Rahman e Kang, 2009). Esta é uma caracteristica
benéfica e vantajosa dos produtos derivados de plantas sobre outros agentes antimicrobianos, e pode
vir a aumentar a seguranca alimentar e a vida de prateleira dos alimentos.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que emulsdes com polissorbato 80 a base de extratos do cravo-da-india formuladas
com metanol e etanol aplicadas pelo método de difusdo em placas possuem capacidade bactericida
eficiente em Bacillus cereus e Salmonela sp., sendo os resultados mais efetivos a base de etanol.
Aplicagdes das emulsbes dentro das mesmas condi¢cdes ndo apresentaram halos de inibigdo para
Escherichia coli.
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