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RESUMO

Foram avaliados os efeitos da adi-
¢do in situ € in vitro, de extrato aquo-
so de botdes de cravo-da-inda (Syzy-
gium aromaticum) sobre Escherichia
coli (ATCC 8739) e Staphylococcus
aureus (ATCC 25923). Para o estudo
in vitro foram empregadas concen-
tracdes de 100%, 75%, 50% e 25%
(v/v) de extrato de cravo, diluidas em
dgua destilada estéril, utilizando a
técnica de difusdao em 4gar por disco.
O estudo in situ foi conduzido inocu-
lando amostras de doce de abdbora
em pasta, adicionadas ou ndo de ex-
trato aquoso de cravo puro, com as
cepas bacterianas (108 UFC/g), sepa-
radamente. Os resultados revelaram
que o extrato aquoso de cravo pro-
piciou um aumento na contagem in
vitro de E. coli e S. aureus. De modo
andlogo, no estudo in situ, a conta-
gem de S. aureus foi favorecida pela
adicdo do extrato puro de cravo em
doce de ab6bora em pasta. Sugere-se,
portanto, estudos mais detalhados
sobre o emprego de extratos aquosos
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de especiarias em alimentos a fim de
elucidar o efeito sobre o desenvolvi-
mento microbiano e possiveis intera-
¢des com a composicdo dos alimen-
tos em que sdo empregados.
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ABSTRACT

In vitro and in situ activity of clove
(Syzygium aromaticum) bud extract
were evaluated against Escherichia
coli (ATCC 8739) and Staphylococ-
cus aureus (ATCC 25923). Concen-
trations of 100%, 75%, 50% and
25% (v/v) of clove bud extract, di-
luted in sterile water, were employed
for the in vitro study using the disk
diffusion method on agar. The in situ
study was conducted by inoculating
pumpkin candy samples, added or
not of pure clove extract, with the
bacterial strains (10° CFU/g) sepa-
rately. The in vitro results showed
that the clove bud extract provided
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an increase in the E. coli and S. au-
reus accounts. Similarly, the in situ
method showed that S. aureus count
was enhanced by the addition of pure
clove extract on pumpkin candy. It is
suggested more detailed studies on
the use of aqueous extracts of spices
in food in order to elucidate the ef-
fect on microbial growth and possi-
ble interactions with the composition
of the food.

Keywords: Clove. Antimicrobial.
Escherichia coli. Staphylococcus
aureus. Pumpkin.

INTRODUCAOQ

ocorréncia de doencgas
transmitidas por alimen-
tos (DTA) é um cons-
tante foco de discussdes
em Orgdos reguladores e produtores
de alimentos, devido a preocupacdo
mundial com estratégias que permi-
tam seu controle e, consequentemen-
te, garantam a insercdo de produtos
seguros no mercado consumidor. No
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Brasil, o perfil epidemioldgico das do-
encas transmitidas por alimentos ainda
€ pouco conhecido, pois somente al-
guns estados e/ou municipios dispdem
de dados estatisticos e levantamentos
reais sobre os agentes etioldgicos mais
comuns, alimentos mais frequente-
mente envolvidos e fatores contribuin-
tes. Além disso, doencgas transmitidas
por alimentos nem sempre sdo oficial-
mente notificadas (VAN OMSON et
al., 2006), porém, dentre os micro-or-
ganismos comumente envolvidos em
doengas, pode-se destacar Eschericha
coli, Salmonella typhimurium e Sta-
phylococcus aureus (MATASYOH et
al., 2007 apud RANDRIANARIVE-
LO et al., 2009).

Na busca por compostos que pos-
sam ser empregados na conservagao
de alimentos, em substitui¢do aos
conservantes quimicos, destacam-se
0s Oleos essenciais € seus extratos,
obtidos a partir de especiarias, ervas
e plantas medicinais (HUSSAIN et
al., 2010). A composi¢ao quimica dos
o6leos essenciais e extratos pode variar,
bem como a concentracdo dos com-
postos que possuem o efeito inibito-
rio sobre micro-organismos. Alguns
desses compostos naturais podem ser
mais eficientes quando comparados a
compostos antibacterianos artificiais, e
sua aceitacdo entre consumidores que
buscam produtos sauddveis com baixo
teor de aditivos tem aumentado consi-
deravelmente (INOUYE et al., 2003;
MILITELLO et al., 2011).

Dentre os produtos naturais com
efeito antimicrobiano bem documenta-
do, destaca-se o cravo-da-india (Syzy-
gium aromaticum), uma planta da
familia Myrtaceae originaria da Indo-
nésia. A especiaria possui destaque por
seu valor medicinal e culinario, sendo
empregada no preparo de diversos ali-
mentos, como carnes, molhos e doces
(HOSSAIN et al., 2014).

Embora sejam conhecidos os efeitos
in vitro de diversas especiarias sobre
distintas cepas microbianas, a ativi-
dade in situ ainda € pouco conhecida.

O estudo dos efeitos dos compostos
naturais sobre o desenvolvimento mi-
crobiano € de fundamental importan-
cia a fim de determinar a possivel acdo
antimicrobiana, bem como a avaliagdo
da interacdo entre esses compostos e
aqueles presentes nos alimentos, atu-
ando sobre o desenvolvimento micro-
biano (GONCALVES CATTELAN
et al., 2013). Deste modo, o presente
estudo avaliou o efeito da adi¢do do
extrato aquoso de cravo sobre duas
cepas bacterianas: Escherichia coli
(ATCC 8739) e Staphylococcus au-
reus (ATCC 25923), in vitro e in situ.

MATERIAL E METODOS

Cultura microbiana

Escherichia coli (ATCC 8739) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
foram mantidos em PCA (Agar para
Contagem Padrao - Acumedia) a 4°C,
e reativadas em PCA a 35°C por 24
horas. A contagem microbiana foi pa-
dronizada de acordo com a escala 0,5
de Mc Farland, proporcionando uma
concentragio de 10®° UFC/mL (GON-
CALVES-CATTELAN et al., 2013).

Obtengao do extrato aquoso de cra-
\«

O extrato aquoso de botdes de cravo
(Syzygium aromaticum) foi preparado
homogeneizando 10g da especiaria e
90mL de 4gua destilada estéril. Em se-
guida, a mistura fora submetida a ebu-
licao por 2 horas, conforme Fazio et al.
(2009). A amostra foi, entdo, filtrada
em recipientes de vidro estéreis. Para
tanto, fez-se uso de filtros (Cromafil®
Xtra PTFE-45/25 0,45 pm) e seringas
(10 mL) estéreis.

Desenvolvimento do doce de abé-
bora em pasta

A formulacéo basica do produto foi
obtida apds estudo preliminar e resul-
tou nas caracteristicas sensoriais si-
milares as de um doce de ab6bora em
pasta geralmente consumido no Brasil.
As amostras foram elaboradas com
abobora (Curcubita maxima) e agtcar
cristal (Unido - Companhia Unido dos
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Refinadores — Actcar e Café S. A.),
em uma propor¢cao 80:20 (p/p). Os
produtos foram homogeneizados em
um multiprocessador Walita Ri2044 e
submetidos ao cozimento por 20 minu-
tos. Em seguida, o doce foi envasado
em recipientes de vidro estéreis e em-
pregado no estudo in situ.

Estudo do efeito in vitro da adicao
do extrato aquoso de cravo

A avaliacdo do efeito in vitro da
adicdo do extrato de cravo sobre o
desenvolvimento microbiano foi efe-
tuada por meio da técnica de dilui¢do
em agar por disco, empregando o ind-
culo na concentragdo de 10* UFC/mL.
Agua destilada estéril foi empregada
como diluente, sendo as concentragdes
de extrato empregadas de 100% (extra-
to puro), 75%, 50% e 25%. Os testes
foram efetuados em triplicata, apds
impregnacdo dos discos de papel filtro
estéreis (@ = 6 mm) com 20 pL de so-
lug@o teste, cujas concentracdes foram
empregadas individualmente, confor-
me Gongalves-Cattelan et al. (2013),
com modificagdes.

Estudo do efeito in situ da adicao
do extrato aquoso de cravo em doce
de ab6bora

A avaliacdo do efeito in siru da
adicao do extrato de cravo em doce
de abodbora sobre o desenvolvimento
microbiano foi efetuada por meio da
inoculacdo do doce de abdbora com
cada cepa bacteriana, separadamente,
de modo a obter uma contagem bac-
teriana de 10® UFC/g. As amostras
foram homogeneizadas e mantidas
por 24 horas a 4°C. Foram preparadas
amostras com € sem extrato aquoso
de cravo (controle), para efeito com-
parativo. A concentra¢do do extrato
aquoso de cravo empregada no teste
foi de 2,0% (v/p). Dilui¢des decimais
seriadas foram conduzidas para que
a contagem microbiana fosse efetu-
ada. As metodologias empregadas
para contagem de E. coli e S. aureus
foram as descritas por Kornacki;
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Johnson (2001) e Lancette; Bennett
(2001), respectivamente, fazendo uso
dos Agares Eosina Azul de Metileno
(EMB) e Telurito de Potassio e Gema
de Ovo (TEY). O periodo de incuba-
¢do dos meios de cultura inoculados
foi de 24 horas para E. coli e 48 horas
para S. aureus.

Anélise dos resultados

Os estudos in vitro e in situ foram
conduzidos em triplicata, sendo o pla-
nejamento inteiramente casualizado.
O fator estudado foi a influéncia da
concentracao do extrato de cravo sobre
o desenvolvimento bacteriano. A ana-
lise estatistica foi realizada por meio
de uma andlise descritiva e teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, com
teste de comparacao multipla de Dunn
a 5% de significancia, para o estudo do
efeito antibacteriano in vitro. Por sua
vez, para a avaliagdo antibacteriana in
situ, empregou-se, além da estatistica
descritiva dos dados, o teste t-Student
a 5% de significancia. Todos os testes
estatisticos foram efetuados com su-
porte do software GraphPad Instat®,
versdo 3.05 (GrapPad Software Inc.,
La Jolla, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

A Tabela 1 ilustra os resultados do
efeito da adicdo de extrato aquoso de

cravo sobre 0s micro-organismos em-
pregados no estudo. E imprescindi-
vel observar que os halos obtidos ndo
foram de inibigdo, ou seja, o extrato
aquoso de cravo favoreceu o desenvol-
vimento bacteriano no meio de cultura
empregado. Para o S. aureus ndo foi
possivel verificar diferenca estatisti-
camente significante (P < 0,05) entre
as concentracdes do extrato de cravo
sobre o desenvolvimento bacteriano,
sendo que as variacdes no fator anali-
sado auxiliaram no desenvolvimento
da cepa. De modo andlogo, o desen-
volvimento de E. coli foi favorecido
apenas pela adi¢ao do extrato de cravo
puro (100%).

Hill et al. (2013) relataram que
extrato de botdes de cravo possuem
propriedades antimicrobianas consi-
deréaveis sobre E. coli e S. aureus. Se-
gundo Wang et al. (2011), o eugenol
comumente presente no 6leo essencial
de cravo € um antimicrobiano seletivo
eficaz contra E. coli (GIM 1.173), po-
rém ineficaz contra Salmonella para-
typhi B (GIM1.224) e Staphylococcus
aureus (CICC 21600), quando da mi-
croencapsulaciao do eugenol em com-
plexos de beta-ciclodextrina.

E dificil predizer a susceptibilida-
de aos agentes antimicrobianos uma
vez que os estudos reportam o uso de
distintas técnicas de avaliacdo e ce-
pas microbianas. Além disso, para a

identificacdo correta de um agente an-
timicrobiano € necessario o estudo so-
bre diferentes cepas e multiplas espé-
cies (ABDALI; AJII, 2014). Sabe-se
que a composi¢do quimica de substan-
cias vegetais, que pode exercer efeito
antimicrobiano, varia dependendo da
localizagdo geografica do cultivo, parte
da planta a partir da qual tais substan-
cias sdo obtidas e variacdes sazonais
(BURT, 2004; BAJPAI et al., 2012).

Os dados do estudo do efeito in situ
(Tabela 2) permitem pressupor que,
para a E. coli, nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os
tratamentos com e sem a adi¢do do
extrato concentrado de cravo. Des-
te modo, o extrato da especiaria ndo
produziu efeitos significativos sobre
o desenvolvimento da bactéria. Para o
Staphylococcus aureus, porém, houve
diferenca estatisticamente significante
entre as contagens bacterianas quando
comparados os tratamentos. A maior
contagem microbiana foi propiciada
pela adicao do extrato aquoso de cra-
vo no doce de abdbora, evidenciando
mais uma vez o efeito sinérgico ao de-
senvolvimento microbiano.

A eficicia de muitos antimicro-
bianos naturalmente presente nos
alimentos ou intencionalmente adi-
cionados pode ser influenciada pela
composicao quimica do alimento. Gill
et al. (2002) sugeriram que a grande

Tabela 1 - Efeito /n vitro da adig@o de extrato aquoso de cravo sobre Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 8739).

Didmetro do halo (mm)*

Extrato de Cravo (%) Staphylococcus aureus
Média + Desvio Padrao Md Valor P

100 12,33+1,15 13,00?

75 10,67+1,15 10,002 0,220
50 10,33+1,15 11,00?

25 11,67+1,15 11,00?

Escherichia coli

100 8,90+1,91 10,00?

75 0,00+0,00 0,00v

50 0,00+0,00 0,00° OO
25 0,00+0,00 0,00P

*0s halos obtidos foram de efeito sinergistico para o desenvolvimento microbiano. Md = mediana. ®® (coluna): medianas
seguidas da mesma letra mintsculas ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de significancia de 5% pelo teste de Dunn.
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Tabela 2 - Contagem microbiana (log UFC/g) para o efeito in situ da adi¢@o de extrato aquoso de cravo sobre de Staphylococcus aureus

(ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 8739).

Contagem microhiana (log UFC/g)

Tratamento

Escherichia coli Staphylococcus aureus
Extrato de cravo 7,970,042 7,97+0,06
Controle 7,860,112 7,85+0,01°

Resultados expressos como média+desvio padrdo. *° (coluna): médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si, ao nivel de significancia de 5%, pelo teste t-Student.

disponibilidade de nutrientes em ali-
mentos permite que as bactérias repa-
rem as células danificadas com mais
rapidez. Devlieghere e colaboradores
(2004) mencionam ser imprescindivel
o estudo das possiveis interagdes entre
a composicdo quimica dos alimentos
e a atuacdo de substancias naturais vi-
sando o controle do desenvolvimento
microbiano em alimentos.

CONCLUSAOQ

O extrato aquoso de cravo auxiliou
no desenvolvimento in vitro de E. coli
e S. aureus. De modo andlogo, no estu-
do in situ, a contagem de S. aureus foi
favorecida pela adicdo do extrato puro
de cravo em doce de ab6bora em pasta.
Sugere-se, portanto, estudos mais de-
talhados sobre o emprego de extratos
aquosos de especiarias em alimentos
a fim de elucidar o efeito sobre o de-
senvolvimento microbiano e possiveis
interagdes com a composicao dos ali-
mentos em que sao empregados.
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