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Resumo: Mastite bovina é considerada principal doenga causadora de grandes perdas econdmicas nos rebanhos
leiteiros. Antimicrobianos quimicos promovem resisténcia farmacolégica, residuos no alimento e contaminagdo ambiental.
Este estudo objetivou verificar a atividade antibacteriana, in vitro, do extrato de roma em Staphylococcus aureus isolado
de leite bovino, avaliar sua atividade antioxidante, e quantificar teores de fendis e flavonoides totais nos diferentes extratos
utilizados. Utilizou-se para tanto extratos aquosos da casca do fruto (EAC) e folhas (EAF), secos e in natura de roma.
Adicionalmente, avaliou-se atividade antioxidante (AA%), teores de fendis e flavondides totais. Amostras de leite foram
semeadas, incubadas, e as coldnias de Staphylococcus aureus foram ajustadas a 1,0x10° UFC/mL ao padrio n°6 da escala
de MacFarland. A sensibilidade dos isolados microbianos foi determinada, em quintuplicata, pela técnica de difusdao em
discos. A Concentracdo Inibitéria Minima foi determinada pelo halo de inibi¢do superior a 15 mm. Os resultados foram
avaliados pelo método ANOVA, teste de Tukey 5%, utilizando-se o programa SISVAR 5.3 - DEX/UFLA. EACseco inibiu
crescimento bacteriano a partir de 3%. EAFseco, EACin natura e EAFin natura, s6 apresentaram esta atividade a partir de
15%, 20% e 30% respectivamente. A acdo antioxidante do EACseco foi verificada a partir de 75ug/mL, com valores
correspondentes a 14,2%, atingindo um platd de 65,9% na concentragdo de 250ug/mL. Entretanto, essa atividade ndo foi
correlacionada aos teores de fendis totais e flavonoides. Provavelmente outras substincias alcal6ides, podem ter sido
responsdveis por esta atividade. Conclui-se que os extratos de Punica granatum L., principalmente aquele obtido pela
casca do fruto seco, demonstraram atividade inibitéria sobre S. aureus, evidenciando a potencialidade de seu uso para o

controle da mastite bovina.
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Biodinamica
INTRODUCAO

Mastite bovina caracteriza-se
frequentemente por inflamacdo da glandula
mamdria em resposta a infeccdo bacteriana,
podendo ser causada por outros microrganismos
como micoplasma, fungos ou algas (TOZZETI et
al., 2008). Determina diminui¢do da producdo e
compromete a qualidade do leite pelo risco de
veiculacdo de agentes patogénicos, diminui¢do de
casefna, gordura e lactose, além de prejudicar o
rendimento industrial e o tempo de conservagdo do
produto no comércio (BRIETZKE, 2004).

Ocorre sob as formas clinica ou subclinica;
esta Ultima apresenta maior importancia, pois
normalmente o processo € crénico e permanece
quiescente no rebanho sem determinar sinais
clinicos ou qualquer alteracio macroscépica no
ubere ou leite. Além disso, apresenta prevaléncia de
15 a 40 vezes maior que a forma clinica, e
usualmente precede a mesma (FONTANA et al,
2010).

A forma subclinica € transmitida durante a
ordenha  por  microorganismos  patogénicos
adaptados a glandula mamdria, principalmente pelas
bactérias do género Streptococcus como S.
agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis e também por
espécie do género Staphylococcus como S. aureus
(FERREIRA et al., 2007, MELLO-PEIXOTO et al.,
2009; SAEKI et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011).

E considerada como principal doenca dos
rebanhos leiteiros, devido aos prejuizos econdmicos
para o produtor e laticinios. Reduz rendimento de
derivados, determina gastos com medicamentos,
mao-de-obra, servigos veterindrios € compromete a
qualidade do leite. Quartos mamarios portadores de
mastite subclinica diminuem a producdo em média
entre 25 a 42%. Entretanto, foram registrados
valores entre 20 e 71% nos estados de Minas Gerais
e Sdo Paulo respectivamente (RIBEIRO JUNIOR et
al., 2008).

O tratamento usual da mastite subclinica se
faz utilizando antimicrobianos quimicos, porém
durante a lactacio este tratamento € pouco frequente
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pela baixa eficidcia na dependéncia da etiologia
infecciosa da doenga e presenca de residuos, quando
ndo obedecido o manejo correto apds o tratamento,
necessitando assim o descarte do leite (BRASIL,
2002; RIBEIRO et al.,, 2003). Dessa forma, o
produtor busca solugdes que tratem do problema
sem gerar descarte do produto (ALMEIDA et al.,
2011).

A necessidade de tratamento da mastite tem
sido considerada, pois quanto mais precocemente
for tratada, maiores chances de recuperagdo e
menores chances de proliferacdo da doenga entre os
animais. Faz-se necessdrio monitoramento dos
animais, do homem, ambiente, instalacdes, manejo
de ordenha, entre outros fatores. Assim, a mastite é
considerada enfermidade multifatorial de dificil
controle e erradicacdo. Portanto, seu controle deve
ser estabelecido inclusive para forma subclinica,
uma vez que o fator que mais contribui para seu alto
indice é a duragdo das infec¢des (BRITO; BRITO,
2000).

Residuos medicamentosos afetam a satde
humana e interferem nos processos de fermentacio
na industria leiteira. Alto custo, resisténcia
bacteriana e presenca de residuos no ambiente e
alimento, sdo fatores cada vez mais limitantes ao
uso de antimicrobianos quimicos. Mudancas nos
conceitos de produgdo exigem que o alimento seja
produzido em condi¢des higi€nicas, por animais
sadios e que ndo estejam eliminando residuos de
antibidticos ou de outras drogas.

Neste cenario, destaca-se o estudo de
plantas medicinais. A Organizacido Mundial da
Satide (OMS) tem valorizado a utilizagdo de plantas
medicinais, em funcdo de que 80% da populagdo
mundial depende dessa terapéutica de baixo custo
(WHO, 2002). No Brasil foram estabelecidas
diretrizes para o uso de plantas medicinais na saide
publica, com a aprovacdo da Politica Nacional de
Préticas Integrativas e Complementares no Sistema
Unico de Satde (BRASIL, 2006).

A arvore Romazeira (Punica granatum L.),
encontrada em todo Brasil, pertence a familia
Punicaceae, é conhecida principalmente por suas
propriedades antibacterianas e antinflamatdrias
(FERREIRA et al., 2008). E popularmente utilizada
contra faringites, amigdalites entre outras afeccdes
(BRASILEIRO et al., 2008; SILVA et al., 2008).
Pereira et al. (2006), Silva et al. (2008), Schreiner et
al. (2009), Menezes et al. (2008) e Voss-Rech et al.
(2011), relataram sua eficdcia antibacteriana frente a

diferentes microrganismos, dentre eles,
Staphylococcus aureus.
Propriedades  antibacterianas e  anti-

inflamatdrias apresentadas pelos extratos de roma
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sdo particularmente importantes para o tratamento
da mastite bovina. Da mesma forma, acao
antioxidante ¢ relevante pela possibilidade
terapéutica quanto ao sequestro de radicais livres.
Radicais livres e outros oxidantes sdo responsdveis
por diversas alteragdes degenerativas celulares.
Arteriosclerose, cardiopatias e derrames sdo alguns
problemas relacionados as oxidacdes dos 4cidos
graxos poli-insaturados e que aparecem com menor
risco naqueles que ingerem maiores quantidades de
flavonoides. Flavondides apresentam conformagdo
estrutural ideal para sequestro de radicais livres,
sendo encontrados em todos os Orgdos vegetais,
principalmente nos frutos.

Os principais constituintes da roma sao
alcaloides (peletierina, isopeletierina,
metilpeletierina), taninos, compostos fendlicos
(antocianinas, quercetina, 4cidos fendlicos) e
flavonoides (LANSKY e NEWMANN, 2007),
substincias frequentemente relatadas como as
principais responsaveis pelas atividades
terapéuticas. Dessa forma, objetivou-se verificar a
atividade antibacteriana, in vitro, do extrato de roma
em Staphylococcus aureus isolado de leite bovino,
avaliar sua atividade antioxidante, e quantificar
teores de fendis e flavonoides totais nos diferentes
extratos utilizados.

MATERIAL E METODOS

O material botanico (folhas e cascas do
fruto) de Punica granatum (L.), foi colhido no més
de setembro de 2011, na 4rea urbana do municipio
de Bandeirantes - Parand (posi¢do geogréfica 23°
07,02° 62”S e 50° 22,06 75°0). Uma amostra do
vegetal foi herborizada e identificada no Instituto
Florestal de Assis/SP, e uma exsicata foi depositada
no Herbdrio do Instituto sob o nimero SPSF 40136.

A coleta do material vegetal foi realizada
em Unico dia, ao final da manha, com temperatura
de 25°C e umidade relativa do ar de 80%, logo apds
o material foi levado ao laboratério de Oleos
essenciais & Bioterdpicos da Universidade Estadual
do Norte do Parand, onde realizou-se lavagem,
secagem com papel toalha e acondicionamento em
saco de papel crafft. Para obtenc¢do do peso seco, foi
realizada secagem em estufa com circulacdo for¢ada
de ar a 60°C, até atingir peso constante, o que
ocorreu ap6s 72 horas.

Procedeu-se maceracdo manual em cadinho
de cerdmica. Para confec¢do do extrato aquoso a
utilizou-se 50g do material macerado em 200 mL de
dgua destilada autoclavada necessarias a submersao,
conforme realizado por Ferreira et al. (2008). Para o
extrato in natura, o material ndo sofreu secagem em
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estufa, dessa forma, 100 mL de 4gua destilada
autoclavada foram suficientes para total submersdo
do material vegetal (50g).

Ap6s, realizou-se coccdo em banho-maria a
70°C por 60 minutos (CARPES et al.,, 2008;
OLIVEIRA et al., 2010), e filtragem através de
algoddo hidréfilo (FERREIRA et al, 2008).
Subsequentemente, o material foi acondicionado em
frasco de vidro ambar, estéril, e congelado em
freezer a -20°C (JARDINI, 2010).

Para a obtencdo das amostras de leite foram
analisadas 14 fémeas bovinas da raga Jersey
provenientes de rebanho comercial. Foram
realizados em unico dia, teste de Tamis e Califérnia
Mastite Teste (CMT) para o diagndstico da mastite
clinica e subclinica, respectivamente.

O teste de Tamis foi realizado antes da
primeira ordenha do dia, a partir da coleta dos trés
primeiros jatos de leite de cada quarto mamdrio.
Pesquisou-se a presenca de grumos, codgulos, pus
ou outras alteracdes sugestivas de mastite clinica.
Apds o teste de tamis, procedeu-se CMT, que foi
realizado de acordo com Schalm e Noorlander
(1957), misturando-se igual quantidade de lauril
sulfato de sédio a 3% com leite colhido de cada
quarto mamadrio. O teste foi classificado como
amostras negativas (amostras ndo reagentes) ou
positivas correspondentes a leve formagdo de gel
(escore +), apresentacdo de formacdo mais espessa
de gel com mamilo central (escore ++) e formacao
de gel muito espesso aderente ao fundo do
recipiente (escore +++).

Subsequentemente, para as amostras
positivas ao  CMT,  procedeu-se  andlise
microbiolégica. As amostras foram colhidas,
antissepticamente apds as maos serem lavadas,
desinfetadas (dlcool 70%) e enluvadas. As tetas
foram lavadas com 4gua, secas com papel toalha e
suas extremidades desinfetadas com algodio
embebido com dalcool 70%. Apds coleta de tunica
amostra para cada quarto mamdrio positivo, as
mesmas foram acondicionadas em caixa isotérmica,
transportadas sob refrigeracdo de aproximadamente
4°C, e encaminhadas ao Laboratério de
Microbiologia da Universidade Estadual do Norte
do Parana em Bandeirantes — PR. Posteriormente,
foram mantidas congeladas em freezer a -20°C, até
o momento da realizacdo dos  exames
microbiolégicos.

A partir das amostras provenientes dos
quartos mamadrios positivos ao CMT, foram
aleatoriamente selecionadas apenas 10 amostras,
para semeadura em placas de Petri contendo meio
Agar Baird Parker® enriquecido com emulsio de
gema de ovo com telurito, e posteriormente
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incubadas a 37°C por 48 horas (CARTER, 1988).
As coldnias bacterianas foram caracterizadas como
Staphylococcus aureus de acordo com Oxoid
(2000).  Apresentaram coloragdo cinza-negra,
brilhante, forma convexa, com zona de precipitacio
circundada por halo claro de 2-5mm. As mesmas
foram submetidas a inoculacdo em suspensdo salina
estéril, e avaliadas por espectrofotometria de luz. Os
in6cuos foram ajustados em concentragdo celular
entre 0,40 e 049 nm de absorbancia, com
comprimento de onda de 600nm, determinando a
concentracdo de 1,0x10° UFC/mL. Assim, o0s
inécuos apresentaram turvagdo ajustada ao padrio
n°6 da escala de MacFarland (NCCLS, 1997).

A sensibilidade dos isolados microbianos
aos tratamentos foi determinada pela técnica de
difusdo em discos de papel filtro (Whatman n° 1)
com 7mm de didmetro, impregnados com aliquotas
de 40uL de cada extrato (PEREIRA et al., 2009), e
avaliadas em quintuplicata. Foram avaliadas, a partir
da solucdo inicial, as concentragdes de 1, 3, 5, 10,
20, 30, 40,50% e 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25% para os
extratos confeccionados a partir dos materiais
vegetais in natura e apds secagem, respectivamente.
Este procedimento foi realizado em Camara de
Fluxo Unidirecional, onde os discos foram fixados,
sobre meio Agar Mueller-Hinton, previamente
semeado com auxilio de suabe estéril pelos indculos
bacterianos obtidos. Posteriormente este material foi
incubado em estufa bacterioldgica a 37°C por 24
horas.

Foram realizados os tratamentos: Extrato
Aquoso da Casca in natura (EACin natura), seco
(EACseco), Extrato Aquoso da Folha in natura
(EAFin natura) e seco (EAFseco), além dos
tratamentos controle negativo com discos de papel
filtro estéreis, e controle positivo a base de
antimicrobianos quimicos: ampicilina (10 pg),
cefalexina (30 pg), dc. nalidixico (30 pg),
eritromicina (5 upg), gentamicina (10 pg),
norfloxacina (10 pg) e vancomicina (30 pg).

A determinacdo da Concentragdo Inibitéria
Minima (CIM) foi realizada pela menor
concentracdo do extrato que inibe completamente o
crescimento bacteriano, observada pela presenca do
halo de inibicdo de crescimento bacteriano visivel
superior a 15 mm (PEREIRA et al.,, 2006). As
concentracdes sensiveis foram submetidas ao
método ANOVA e teste de Tukey a 5% de
probabilidade; utilizando-se o programa estatistico
SISVAR 5.3 - DEX / UFLA.

O peso seco do extrato foi determinado a
partir de trés aliquotas de 1mL da solucio, a qual foi
colocada em estufa a 45 + 1 °C, em becker (P1), até
a obtencdo de peso constante. O valor obtido (P2)
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foi referente a concentracio em mg / mL™". Foi
utilizada a seguinte férmula: (P2 — P1) /2 (BETONI
et al., 2000).

Para a determinacao do teor de residuo seco,
trés amostras de 20g foram colocadas em cadinhos,
submetidos a evaporagdo em banho-maria, e
secagem em estufa a 105°C por 2 horas.
Posteriormente as amostras foram resfriadas em
dessecador por 20 minutos e pesadas. Apds nova
secagem em estufa por 60 minutos a 105°C, as
amostras foram resfriadas e novamente pesadas.
Esse procedimento foi repetido até obtencdo de peso
constante. A porcentagem da perda por dessecagdo
foi obtida pela equacdo: 100 — [(P2-P3 / P1) x 100],
onde P1 = peso da amostra, P2 = Peso do cadinho
contendo amostra antes da dessecagdo, e P3 = Peso
do cadinho contendo amostra apds dessecacio
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

Para  determinacdo  da atividade
antioxidante (AA%), teores de fendis totais e
flavonoides, os extratos foram encaminhados ao
Laboratério de Fitoterdpicos do Departamento de
Biotecnologia, da Universidade Estadual Paulista —
UNESP, Campus de Assis. Ap6s liofilizagdo, os
extratos foram diluidos nas concentragdes de 25, 50,
75, 100, 250, 500 e 1000%, e avaliados em
triplicata.

A atividade antioxidante dos extratos foi
determinada pela capacidade doadora de H" para o
radical estdvel DPPH' (2,2-difenil-1-picrilhidrazil),
de acordo com a metodologia in vitro proposta por
Blios (1958). Este método baseia-se na redugao do
radical livre estivel DPPH de coloracdo violeta, a
DPPH de coloracdo amarelada, e o resultado pode
ser visualizado pelo grau de descoloragdo do
reagente apds os 30 minutos necessdrios para a
reacdo atingir o estado de plat6. O teste é sensivel
para detectar baixas concentragdes dos principios
ativos (MANIAN et al., 2008), além de baixo valor
de ICsy, ou seja, capacidade do extrato inibir a
oxidagdo do radical em 50% (Di MAMBRO;
FONSECA, 2005).

Foram utilizados 1mL de solu¢do de tampao
acetato (pH 5,5 e 100mM), 1,25mL de etanol P.A.,
250uL de solugao de DPPH (250uM) e 50uL das
amostras. O DPPH apresenta mdxima absorbancia a
517nm, que decresce na presenca de moléculas
doadoras de H', indicada pela mudanga da coloragdo
roxa para amarelo. O extrato reage com o radical
DPPH em ambiente de pouca luminosidade, em
seguida € submetido ao espectrofotometro
ultravioleta visivel (UV-Vis) a um comprimento de
onda de 517nm. (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).
O célculo da atividade antioxidante foi realizado de
acordo com a férmula: Atividade antioxidante (%) =
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[(Amntrole - Aamostra) / Amntrole] x 100 onde Aamostra €a
absorbancia das amostras ap6s 30 minutos € A onurole
¢é a absorbancia do DPPH; ambos a 517nm.

Para determinacdo de fendis totais, o
método utilizado foi o de Folin-Ciocalteu,
utilizando 4cido galico como padrdo de comparacao.
A cada 0,5mL de extrato, foi adicionado 5mL de
dgua destilada e 0,25mL do reagente de Folin-
Ciocalteu (molibdato, tungstato e acido fosférico).
Ap6s 3 minutos, foi adicionado 1mL de solugdo de
Na,CO; saturada a 10%, e a mistura armazenada por
1 hora. A absorbancia foi medida a 725nm usando
um espectrofotdmetro UV-Vis. Os resultados foram
expressos em mg de 4cido gélico por g de extrato. O
dcido gélico € percursor de diversos tipos de
compostos fendlicos, possui estrutura simples, e por
este motivo € considerada substincia de escolha
como padrio.

A dosagem dos flavonoides totais do extrato
foi determinada por espectrofotometro UV-Vis. As
amostras foram preparadas segundo a metodologia
de Zhishen et al. (1999), baseado na complexagdo
dos flavonoides com AICl;, ocorrendo deslocamento
das bandas de absor¢@o para maiores comprimentos
de onda. Uma aliquota de 250uL. dos extratos foi
adicionada a 1,25mL de 4gua destilada e 75uL de
solucdo de NaNO; a 5%. Ap6s 6 minutos, 150uL de
solugdao de AICI3/H20 a 10% foi adicionada. Apds
5 minutos, 0,5 mL de solu¢cdo de NaOH 1M foi
adicionada, e entdo o volume total completado com
2,5mL de dgua destilada. As amostras foram
agitadas em vortex e a absorbincia mensurada a 510
nm. Os resultados foram expressos em mg de rutina
por g de extrato. A rutina, assim como a quercetina,
apresenta estrutura bdsica de flavonoides, podendo
ser empregada como indicador indireto para este
grupo de compostos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada ocorréncia de mastite
subclinica em 12 animais (85%) dentre os 14
avaliados, de acordo com o CMT. Estes dados
corroboram com os registros que referem a mastite
bovina como sendo uma das principais doengas da
bovinocultura leiteira, por se apresentar amplamente
disseminada (MELLO-PEIXOTO et al.,, 2009;
MARTINS et al., 2010). Contudo, nenhum animal
avaliado e positivo para o CMT apresentou a forma
clinica da doenga, tal constatacdo também estd de
acordo com trabalhos realizados, pois 0s mesmos
demonstraram que existe maior prevaléncia de
mastite subclinica em comparagdo a clinica (SAEKI
etal., 2011, SANTOS et al., 2011).
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No que diz respeito aos microorganismos
causadores da mastite bovina, o Staphylococcus
aureus destaca-se como principal agente etiolégico
da forma subclinica da doenga (ZAFALON et al.,
2008; RIBEIRO et al., 2009; MELLO-PEIXOTO et
al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010; MARTINS et al.
2010; SAEKI et al., 2011; SANTOS et al., 2011).
Diante disso, o presente estudo avaliou
especificamente o efeito do extrato de roma sobre
este micro-organismo. O mesmo € considerado a
espécie mais virulenta do género Staphylococcus,
devido a formacao de toxinas, enzimas mediadoras
de invasdo tecidual e sobrevivéncia no sitio da
infeccido (BLATT e PIAZZA, 2004). A dificuldade
de controlar este microrganismo € devido
provavelmente ao fato de estar adaptado ao tecido
mamadrio, o que facilita as infec¢des (ZANETTE et
al., 2010).

Outro fator que levou a escolha do
Staphylococcus aureus neste estudo foi que
trabalhos recentes demonstram que 0 mesmo estd
envolvido também como principal causador da
mastite em outros mamiferos de interesse pecudrio
como bufalas, cabras e ovelhas (FREITAS et al.,
2009; DRESCHER et al.,, 2010; NEVES et al.,
2010). Destaca-se entdo, a importincia de
avaliacdes periddicas do perfil de sensibilidade e
resisténcia antimicrobiana em propriedades leiteiras,
pois a falta de tal procedimento pode comprometer
os programas de controle da mastite bovina
(MEDEIROS et al., 2009).

Os grupos referentes aos tratamentos
controles positivos, realizados pelo uso de
antimicrobianos quimicos, apresentaram formacao
de halos inibitérios, ao contririo do que foi
observado em relagdo aos grupo controle negativo,
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que ndo apresentou acgdo inibitéria, tdo pouco
interferéncia no crescimento bacteriano.

Dentre os antimicrobianos testados, o0s
agentes mais eficientes foram ampicilina,
norfloxacina, gentamicina, cefalexina, vancomicina
e eritromicina com 100% de eficicia, sendo que o
acido nalidixico apresentou eficdcia de 50%. Esses
resultados sdo semelhantes aos apresentados por
Saeki et al. (2011), Andrade et al. (2010) e Fontana
et al. (2010). Peixoto et al. (2010) verificaram alta
frequéncia de isolados sensiveis aos antimicrobianos
avaliados, sendo o menor percentual de
sensibilidade para o 4cido nalidixico; assim como
no presente estudo.

Em relagdo aos extratos aquosos da romad, o
da casca do fruto seca (EACseco) apresentou os
melhores resultados antibacterianos, uma vez que
foi capaz de inibir o crescimento bacteriano a partir
da concentracdo 3%. Os demais tratamentos sé
apresentaram esta atividade a partir das
concentracdes de 15%, 20% e 30% para o EAFseco,
EACin natura e EAFin natura, respectivamente
(Tabelas 1 e 2). Esses resultados corroboram aos
registrados por Pereira et al. (2006), que verificaram
sensibilidade de cinco linhagens bacterianas frente a
Punica granatum L.

Schreiner et al. (2009), relataram que
extrato de Punica granatum L. pode reduzir
aproximadamente 78% a contaminagdo microbiana
inespecifica. Silva et al. (2008) verificaram
atividade bacteriostatica da roma, testadas em 38
cepas diferentes de Staphylococcus aureus. De
acordo com Menezes et al. (2008), a roma se mostra
efetiva na inibicio do crescimento de bactérias
Gram positivas, especificamente S. aureus.

Tabela 1. Distribuicio das médias (mm) dos halos de inibicdo bacteriana sobre Staphylococcus aureus,
observados para os tratamentos Extrato Aquoso da Casca seco (EACseco) e Extrato Aquoso da

Folha seco (EAFseco).
Tratamentos = Halo de inibi¢do (mm) =

EACseco EAFseco

1% 7,6¢ 0¢

3% 18,0° 0¢
5% 20,0° 13,2%
10% 23,6° 18,4
15% 24,8 23,6°
20% 28,0 26,8°
25% 30,0° 20,8%
SMI’ 15,0°¢ 15,0°¢

"Dados de SMI (Sensibilidade Minima de Inibicio); Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem significativamente entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; Andlises estatisticas baseadas na ~"DMS (diferenca minima significativa) = 2,89;

4,53

DMS =
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Tabela 2. Distribuicdo das médias (mm) dos halos de inibi¢do bacteriana sobre Staphylococcus aureus,
observados para os tratamentos Extrato Aquoso da Casca in natura (EACin natura) e Extrato
Aquoso da Folha (EAFin natura).

Halos de inibi¢do (mm)

Concentragoes EACin natura” EAFin natura™

1% 41 07

3% 17,2 0¢

5% 20,8 abc 0 d

10% 17,2% 13,2%
20% 21,6 14,40
30% 20,4 % 18,0®
40% 25,2° 17.6
50% 25,6° 19,2
SMI' 15,0¢ 150¢

"Dados: SMI (Sensibilidade Minima de Inibi¢do); Médias seguidas de letra iguais na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
" DMS =2,13

teste de Tukey a 5% de probabilidade; Andlises estatisticas baseadas na **DMS (diferenca minima significativa) = 5,92;
quimica extremamente complexa, com atividade
terapéutica especifica para cada composto. Assim,
considerando que compostos fendlicos e flavonoides
sdo os maiores responsdveis pela atividade
terapéutica da romda (DUMAN et al., 2009; AL-
ZAHRANI, 2012), optou-se pela mensura¢do dos
mesmos.

Em relagdo ao EACseco, que apresentou
melhores resultados bactericidas, verificou-se valor

Catao et al. (2006), evidenciaram
sensibilidade de todas as 17 cepas de S. aureus
submetidas ao extrato etandlico de roma a 10%.
Registraram que a eficdcia diminuia & medida que se
aumentava a dilui¢do do extrato, o que também foi
verificado pelo presente estudo.

Ao estudar as aplicacdes terapé€uticas da
roma, Werkman et al. (2008) destacaram as
propriedades antibacterianas e anti-inflamatdrias.

Enfatizaram a possibilidade no emprego em
infeccoes hospitalares, devido a resisténcia
bacteriana aos antibiéticos convencionais.

Atividade bacteriana ¢é particularmente
importante para o tratamento da mastite, da mesma
forma, a acdo antioxidante ¢ relevante pela
possibilidade terapéutica no sequestro de radicais

de peso seco de 112,6 mg/mL, e 6,25% de residuo
seco. Este extrato apresentou atividade antioxidante
a partir da concentracdo de 75ug/mL, com valores
correspondentes a 14,20%, atingindo platd de
65,89% na concentracdo de 250ug/mL. Os demais
extratos apresentaram atividade antioxidante, cujos
resultados estdo apresentados na Tabela 3.

livres. Entretanto, a roma apresenta composi¢do

N

Tabela 3. Valores médios referentes a atividade antioxidante (AA%) para os extratos aquosos da Casca in
natura (EACin natura) e seca (EAC seco), da Folha in natura (EAF in natura) e seca (EAF seco).

Concentragao AA%
(ug/mL) EACin natura EACseco EAFin natura EAFseco
25 - - 5,07 8,16
50 7,93 - 15,21 23,80
75 16,66 14,20 20,28 37,41
100 57,93 15,36 71,01 45,57
250 68,25 65,89 66,66 76,87
500 78,57 69,37 76,08 77,55
1000 80,15 66,95 76,08 76,87
Entretanto, essa atividade ndo foi Machado et al. (2003) referiram a

correlacionada aos teores de fendis totais e
flavonoides. Na investigacdo fitoquimica, para as
concentracdes avaliadas, ndo foi constatada
presenca significativa de compostos fendis totais e
flavonoides. Talvez outras substincias alcaldides
presente no extrato estudado, possam ter sido as
responsdveis pela atividade antioxidante verificada.

punicalagina, um tanino eldgico derivado do fruto,
como um dos principais constituintes
antimicrobianos da fruta. Noda et al. (2002)
avaliaram extrato acetonico de P. granatum e
apontaram a contribuicdo de trés antocianinas
(delfinidina, cianidina e pelargonidine) para
atividade antioxidante. Salientaram que estas
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antocianinas inativam o super6xido e inibem a
peroxidacdo lipidica induzida por H, O,.

Werkman et al. (2008) consideraram que o
uso da romaizeira, pode ser realizado de forma
simples sem comprometimento das propriedades
bioldgicas, e que estaria em concordancia com as
recomendacdes da OMS quanto ao uso de fontes
naturais de baixo custo para o tratamento das
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CONCLUSAO

Os extratos de Punica granatum L.
principalmente o obtido da casca do fruto seco,
demonstram atividade inibitdria, in vitro, sobre a
multiplicacdo da bactéria S. aureus, evidenciando a
potencialidade de seu uso como opgdo terapéutica
para o controle da mastite bovina.

afeccoes.

Assim, a utilizacdo de produtos naturais,
principalmente fitoterdpicos confeccionados a partir
da roma, representa ferramenta importante para o
controle da sanidade animal, principalmente para
sistemas de producdo orginica ou bioldgico-
dindmico, onde ndo se permite a utilizacdo de
quimioterapicos.
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ABSTRACT: Bovine mastitis is considered important disease causing major economic losses in dairy herds.
Antimicrobial drug can promote resistance, chemical residues in food and environmental contamination. The purpose of
this study was to evaluate the antibacterial activity in vitro of pomegranate extract on Staphylococcus aureus isolated from
bovine milk, evaluate its antioxidant activity, and quantify levels of total phenols and fravonoides of the different extracts
used. Aqueous extracts were used in nature and dry, from the peel of the fruit (EAC) and leaves (EAF). Additionally, it
was evaluated the antioxidant activity (AA%), total phenols and flavonoids. Milk samples were inoculated, incubated, and
the colonies were characterized as Staphylococcus aureus were adjusted to 1.0x10° UFC/mL in the 6 standard of the
MacFarland scale. The sensitivity of the microbial isolates were determined in quintuplicate, in disk diffusion test. The
minimum inhibitory concentration was determined by visible inhibition zone greater than 15mm. The results were
evaluated by ANOVA, Tukey 5%, using the program SISVAR 5.3 - DEX / UFLA. Results implied that the aqueous
extract from the bark of dried fruit was capable of inhibiting bacterial growth at concentrations of 3%. The other
treatments only showed this activity, from the concentrations of 15%, 20% and 30% for dry EAF, in nature EAC and in
nature EAF, respectively. Regarding the action antioxidant of dry EAC, was not correlated with total phenols and
flavonoids. Probably other alkaloids substances present in the extract studied, may have been responsible for this activity.
It is concluded that extracts of Punica granatum L., especially those obtained by the shell of the fruit, showed inhibitory
activity against S. aureus, indicating your use potential for the control of bovine mastitis.

KEYWORDS: Agroecology. Antibacterial. Mastitis. Organic animal production. Biodinamic production
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