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RESUMO - O cravo-da-india (Syzygium aromaticum, L.) € uma especiaria muito apreciada desde a antiguidade
por suas propriedades terapéuticas e qualidades culinérias. A presen¢a de micro-organismos patogénicos e suas
toxinas, principalmente patdgenos como Escherichia coli e Staphylococcus aureus podem causar sérios problemas
a saude dos consumidores. Oleos essenciais s30 produtos volateis presentes em varios 6rgdos vegetais e estdo
relacionados ao metabolismo secundario das plantas exercendo diversas funcdes importantes a sobrevivéncia
vegetal. Dentre os 6leos essenciais, o de cravo-da-india vem sendo foco de diversos estudos nos Ultimos anos.
Objetivo deste trabalho foi verificar o potencial antibacteriano de 6leo essencial de cravo-da-india frente as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. O 6leo essencial foi extraido de acordo com a Farmacopeia
Brasileira (Brasil, 2010), e foram realizadas as técnicas de difusdo em &gar, concentracdo inibitéria minima e
concentragdo bactericida minima de acordo com os protocolos propostos pelo Manual Clinical and Laboratory
Standards Institute — CLSI (2015) e por Cabral et al., (2009). Verificou-se que o 6leo essencial de cravo-da-india
apresentou halos de inibicéo e efeitos bacteriostatico e bactericida frente as bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Mais estudos sdo ainda necessarios tanto para que se possa esclarecer o mecanismo
de atuacdo deste dleo sobre as bactérias assim como para viabilizar a utilizacdo deste dleo

essencial como um conservante em alimentos.

Palavras-chave: Cravo-da-india, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, concentra¢do inibitéria minima,

concentragdo bactericida minima.
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O cravo-da-india (Syzygium aromaticum, L.) é uma especiaria muito apreciada desde a antiguidade por suas
propriedades terapéuticas e qualidades culinarias. Varias aplicacdes desta especiaria na cultura popular tém sido
relatadas na literatura (AFFONSO et al., 2012).

A presenca de micro-organismos patogénicos e suas toxinas, principalmente patégenos como Escherichia
coli O157:H7 e Staphylococcus aureus podem causar sérios problemas a salde dos consumidores, sendo
considerado um problema de saide publica. Além disso, 0 uso de conservantes quimicos sintéticos, devido a
muitos deles apresentarem potencial carcinogénico e teratogénico e a crescente resisténcia dos micro-organismos
patogénicos aos produtos sintéticos , tem diminuido sua aceitacdo pelos consumidores, aumentando cada vez mais
a procura por novos agentes antimicrobianos e antioxidantes naturais, a partir de plantas, para uso nas industrias
alimenticias (SILVESTRI et al., 2010).

Oleos essenciais s30 produtos volateis presentes em varios 6rgéos vegetais (partes aéreas, cascas, troncos,
raizes, frutos, flores, sementes e resinas) e estdo relacionados ao metabolismo secundario das plantas exercendo
diversas funcbes importantes a sobrevivéncia do vegetal, como por exemplo na defesa contra microrganismos,
dentre os 6leos essenciais destaca-se o de condimentos como o cravo-da-india, que vem sendo foco de estudos nos
Gltimos anos (SILVA et al., 2009).

Esse trabalho teve como objetivo verificar o potencial antibacteriano de 6leo essencial de cravo-da-india
(Syzygium aromaticum, L.) frente as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus por meio das técnicas de

difusdo em agar, concentracdo inibitéria minima e concentragdo bactericida minima.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencdo do 6leo essencial

As amostras de cravo-da-india foram moidas em moinho de facas (Marconi). Apds o dleo essencial foi
extraido de acordo com a Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2010), por meio do processo de hidrodestilagdo por
arraste a vapor com o auxilio do equipamento Clevenger durante 3 h. ApGs a extracdo, o 6leo essencial foi

armazenado em frasco &mbar em temperatura de congelamento (-18°C).
2.2 Cultivo dos microrganismos

Foram utilizadas no experimento cepas padrdo de Escherichia coli 0157:H7 (ATCC 43895) e Staphylococcus
aureus (ATCC 10832 ). As bactérias utilizadas no experimento foram mantidas sob congelamento em caldo BHI
(Brain Heart Infusion) e glicerol (propano-1,2,3-triol) na propor¢do 3:1 (v:v). Primeiramente foi realizada a
reativacdo das bactérias em caldo Soja Tripticaseina (TSB) e incubadas por 24 horas a 37°C, posteriormente uma
alcada do crescimento microbiano foi estriada em meio seletivo sendo &gar Eosina Azul de Metileno (EMB) para
E.coli e agar Baird-Parker para S. aureus sendo incubadas por 24 horas a 37°C.

A partir do crescimento bacteriano nas placas de Petri, foi extraida uma algada carregada e ressuspendida em
solucéo salina (NaCl 0,85%), a qual foi padronizada na concentracdo 0,5 na escala de McFarland (equivalente a
1,5 x 108 UFC mL™%).
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2.3 Difusdo em Agar

Para analise de difusdo em agar foram feitos trés pequenos pogos equidistantes (diametro 6 mm) no centro de
placas de petri contendo 4gar Muller-Hinton. A solug&o salina previamente inoculada foi semeada através de swab
estéril na superficie das placas e 20 pL do 6leo essencial de cravo-da-india foram adicionados aos pogos. As placas
foram incubadas a 37°C e as leituras realizadas ap6s 24 h de incubagao, em que foi verificada a existéncia de halos
de inibicdo e os resultados expressos em centimetros.

2.4 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A analise de concentracdo inibitoria minima foi realizada de acordo com protocolo proposto pelo Manual
Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (2015) com pequenas modificagdes. Foram utilizadas placas
de microtitulagdo de 96 pogos, onde foram acrescentadas em cada pogo 100 uL de caldo BHI, 100 pL de indculo
(80 pL de caldo BHI e 20 pL de solugdo salina previamente inoculada) e 6leo essencial em quatro diferentes
concentragdes: 6leo puro (100 pL de 6leo de cravo-da-india); 1:5 (20 pL de o6leo cravo-da-india 80 uL de
dimetilsulféxido (DMSO)); 1:10 (10 pL de 6leo cravo-da-india e 90 pL. de DMSO) e 1:100 (1 pL de 6leo de cravo-
da-india e 99 pL de DMSO). Logo apds o preparo as placas de microtitulagio foram avaliadas em
espectrofotdmetro (Biochrom EZ Read 400) a 620 nm. As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C e em seguida
realizada nova leitura em espectrofotémetro. A CIM foi considerada como a menor concentracdo em que nao

houve crescimento bacteriano no meio de cultura.
2.5 Concentragdo Bactericida Minima (CBM)

A andlise de concentragdo bactericida minima foi realizada de acordo com o método descrito por (Cabral et
al. 2009) com pequenas modifica¢des. Apos a realizagdo da CIM, foram retirados 15 pl dos pocos das amostras
que tiveram inibigdo e estriados em placas de Petri com 4gar BHA (Brain Heart Infusion Agar) e incubados por
24 ha 37 °C. Foi considerada a minima concentracao bactericida as placas onde ndo houve crescimento bacteriano.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sdo expostos os resultados encontrados nos testes de difusdo em &gar, concentracéo inibitéria minima

(MIC) e concentragdo bactericida minima (MIB).

Tabela 1 — Halos de inibicéo e resultados obtidos com o 6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum,

L.) frente as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli

Bactérias Halo de inibicdo (cm) CIM (mg.mL}) CBM (mg.mL™?)

Staphylococcus aureus 1,6 3,33 333.3
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A partir dos didmetros dos halos encontrados na técnica de difusdo em agar pode se dizer que houve efeito
inibitério das bactérias Eschirechia coli e Staphylococcus aureus e também pode-se supor que Eschirechia coli
tem mais resisténcia ao 6leo de cravo-da-india do que Staphylococcus aureus, devido ao tamanho dos halos de
inibicdo. Segundo Andrade et al., (2012), em um estudo similar, a espécie Escherichia coli apresentou-se como
a mais resistente entre diversas bactérias testadas, pois ndo foi constatado efeito inibitério dos
0leos essenciais de C. Nardus, e Z. Officinale sobre esse micro-organismo nas concentracdes
avaliadas.

Verificou-se que o 6leo essencial de cravo-da-india ( Syzygium aromaticum, L.) apresentou potencial
inibitdrio frente as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli, sendo encontrandos halos de inibicéo,
efeito bacteriostatico e efeito bactericida, conforme pode ser visualizado na tabela 1.

Pode-se considerar que o efeito inibitério foi inferior ao verificado por outros autores em pesquisas similares,
gue encontraram valores menores na concentragao inibitoria minima, como por exemplo Scherer et al., (2009) que
frente as bactérias Staphylococcus aureus e Eschirichia coli utilizando 6leo essencial de cravo-da-india
(Caryophillus aromaticus L.) encontram como concentracdo inibitéria minima valores entre 0,40 a 0,60 mg.mL-
!, Segundo Alves et al. (2017) um o6leo deve apresentar CIM de até 0,5 mg.mL™! para ter uma forte acdo
antimicrobiana; entre 0,6 a 1,5 mg.mL! para moderada e acima de 1,6 mg.mL! para fraca. De acordo com estes
critérios podemos considerar como fraca a acéo verificada do 6leo de cravo-da-india em nosso estudo, ja que a
CIM verificada ficou acima de 1,6 mg.mL™ (tabela 1).

Sobre a concentragdo bactericida minima pode se considerar que ouve efeito bactericida na concentracdo de
333,3mg.mL*, segundo Alves et al.,(2017) a acéo antibacteriana dos 6leos pode ser atribuida a sua capacidade
em penetrar pelas membranas bacterianas para o interior da célula, interferindo em propriedades funcionais e
lipofilicas. Na literatura s@o encontrados diversos trabalhos com diferentes dleos essenciais e extratos como por
exemplo Antunes et al., (2017) que inibiu as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli utilizando extrato
de folha de oliveira (Olea europaea L.).

Mais estudos sdo ainda necessarios tanto para que se possa esclarecer o mecanismo de atuacéo
deste 6leo sobre as bactérias como para viabilizar a utilizacdo deste 6leo essencial como um

conservante em alimentos.

4 CONCLUSAO

Verificou-se que o dleo essencial de cravo-da-india apresenta efeito inibitorio frente as bactérias Escherichia

coli e Staphylococcus aureus.
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