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RESUMO 
 
 
Mastite bovina é caraterizada pela inflamação da glândula mamária, geralmente em 
decorrência à infecção bacteriana, comprometendo a quantidade e qualidade da 
produção leiteira. Este estudo objetivou verificar a atividade antibacteriana in vitro do 
extrato hidroalcoólico da casca do fruto da romã sobre cepas padrão de interesse à 
mastite bovina. As colônias foram ressuspendidas e ajustadas na concentração de 107 
mL-1 por espectrofotometria UV visível. Os extratos foram avaliados em quintuplicata, 
em sete concentrações: de 1000 mg mL-1 até 25 mg mL-1. Foram utilizadas cepas padrão 
de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305, 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 11229, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enterica subsp. serovar Typhi ATCC 19214, 
Enterobacter cloacae ATCC 23355 e Bacillus cereus ATCC 33018 e isolados de leite 
bovino. A sensibilidade das cepas foram determinada utilizando a concentração inibitória 
mínima e o teste de difusão em disco e os resultados que apresentaram zonas de 
inibição correspondentes a valores a partir de 15 mm nos isolados e para as cepas 
aqueles que apresentaram halos de inibição, foram considerados sensíveis. Para 
avaliação fitoquímica foi determinada atividade antioxidante, teores de fenóis e 
flavonoides totais. Para tanto, o extrato foi diluído em sete concentrações: de 25 a 1000 
μg mL-1, e avaliado em triplicata. O crescimento bacteriano foi inibido a partir da 
concentração de 4 mg.mL-1 para os isolados e para as cepas na concentração de 1000 
mg.mL-1 e a ação antioxidante foi verificada a partir de 50 μg mL-1, com valores 
correspondentes a 4,62%, atingindo platô de 64,90% na concentração de 500 μg mL-1. 
Na avaliação da atividade captadora de radicais, empregando o radical livre DPPH, o 
extrato demonstrou atividade antioxidante (IC50%= 378,80 μg mL-1). Porém, não foi 
possível correlacionar a atividade antioxidante aos teores de fenóis e flavonoides. Talvez 
a presença de outras substâncias alcaloides e taninos presentes no extrato, possam ter 
sido as responsáveis pela atividade antioxidante encontrada. O extrato foi capaz de inibir 
o crescimento de todas as bactérias, exceto Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 
Salmonella enterica subsp. serovar Typhi ATCC 19214, todas obtiveram os mesmos 
resultados tanto no teste de difusão em disco como na CIM. Dessa forma as atividades 
antioxidante e antibacteriana do EHPG 10% pode representar importante potencial 
terapêutico, particularmente para sanidade animal em sistemas agroecológicos e 
orgânicos de produção, onde o uso de antibióticos químicos é vetado. Conclui-se que o 
extrato hidroalcoólico de Punica granatum Linn. apresenta atividade antimicrobiana, 
demonstrando potencial benefício para o controle da mastite bovina. 
 

Palavras-chave: Atividade antibacteriana. Mastite bovina. Fitoterápicos. Plantas 
medicinais. Romã. 
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ABSTRACT 
 
 
 
Bovine mastitis is characterized by inflammation of the mammary gland, usually due to 
bacterial infection, compromising quantity and quality of milk production. This study 
aimed to determine the antibacterial activity in vitro of the hydroalcoholic extract of the 
bark of the pomegranate fruit on standard strains of interest the bovine mastitis. The 
colonies were resuspended and adjusted at a concentration of 107 ml-1 UV-visible 
spectrophotometry. The extracts were evaluated in five replications in seven 
concentrations: 1000 mg mL-1 to 25 mg mL-1. Were used strains of Staphylococcus 
aureus ATCC 25923, Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305, Staphylococcus 
epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 11229, Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853, Salmonella enterica subsp. serovar Typhi ATCC 19214, Enterobacter 
cloacae ATCC 23355 and Bacillus cereus ATCC 33018. Sensitivity of the strains were 
determined using the minimum inhibitory concentration and disk diffusion test and the 
results showed that the inhibition zones corresponding to values from 15 mm were 
considered sensitive. For phytochemical evaluation was determined levels of antioxidant 
activity, total phenols and flavonoids. Thus, the extract was diluted in seven 
concentrations: 25 the 1000 mg L-1, and evaluated in triplicate. Bacterial growth was 
inhibited at concentrations of 100 mg mL-1 and the antioxidant activity was observed from 
50 mg mL-1, with values corresponding to 4,62% to 64,90% plateau at a concentration of 
500 mg mL-1. In the evaluation of radical scavenging activity, using the free radical DPPH, 
the extract demonstrated antioxidant activity (IC50% = 378,80 μg L-1). However, it has not 
been possible to correlate the levels of antioxidant activity at levels of phenols and 
flavonoids. Perhaps the presence of other substances alkaloids and tannins present in 
the extracts may have been responsible for the antioxidant activity found. The extract 
was able to inhibit the growth at concentrations of 500 and 1000 mg mL-1 except 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enterica subsp. serovar Typhi 
ATCC 19214, all strains had the same results in both the disk diffusion test as in CIM. 
That way  the antioxidant and antibacterial activities of EHPG 10% may represent 
important therapeutic potential, particularly for animal health in organic and 
agroecological production systems, where the use of chemical antibiotics is vetoed. It is 
concluded that the hydroalcoholic extract of Punica granatum Linn. has antimicrobial 
activity, demonstrating potential benefit for the control of bovine mastitis. 
 

Key-words: Antibacterial activity. Bovine mastitis. Phytotherapics. Medicinal plants. 
Pomegranate. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A mastite bovina é considerada a principal afecção da glândula mamária, 

sendo caracterizada por processo inflamatório frequentemente em resposta à infecção 

bacteriana. Porém, pode ser causada por outros micro-organismos como micoplasma, 

fungos, ou algas (Tozzetti et al., 2008). Compromete a qualidade do leite pelo risco de 

veiculação de agentes patogênicos, causando perdas na produção tanto em 

propriedades leiteiras como em laticínios (Schvarz e Santos, 2012). Representa um 

dos fatores que mais reduz a qualidade e a quantidade do produto, afetando a 

produção nacional e internacional (Costa, 1998). As alterações na composição do leite 

causam queda no rendimento industrial, prejudicando assim a fabricação de derivados 

(Holanda Junior, et al. 2005). 

A mastite pode ser categorizada em duas formas de acordo com a 

intensidade da resposta inflamatória: mastites clínicas e subclínicas, sendo esta última 

apresentada em maior ocorrência (Krewer et al., 2013). Quartos mamários portadores 

de mastite subclínica diminuem a produção em média entre 25 a 42% (Brito e Brito, 

1998). Entretanto, foram registrados valores entre 20 e 71% nos estados de Minas 

Gerais e São Paulo, respectivamente (Ribeiro Junior et al., 2008). Independentemente 

da forma, a etiologia bacteriana assume lugar de destaque na epidemiologia do 

processo infeccioso. Os micro-organismos causadores são variados, mas algumas 

espécies têm se destacado como o Staphyococcus aureus, na forma subclínica 

(Colombo et al., 2012).  

O excessivo uso de antimicrobianos sem a devida presença de testes 

preliminares de sensibilidade, resulta em tratamentos inadequados, persistência e 

agravamento da doença, além de resistência microbiana. Staphylococcus aureus 

possui a capacidade de sobrevivência intracelular, assim o medicamento não atinge 

o foco da infecção (Silva et al., 2012b).   

No tratamento usado com antimicrobianos químicos podem causar riscos, 

por determinar resíduos químicos no leite, tornando-se assim, inapropriado para o 

consumo (Vieira et al., 2012). Devido à crescente busca por medicamentos naturais, 

o incentivo ao uso de fitoterápicos se tornou uma alternativa para o combate das 

enfermidades. 
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O uso de plantas medicinais já fazem parte da cultura popular, nas últimas 

décadas o interesse pela Fitoterapia tem sido estimulada entre os usuários, 

pesquisadores e serviços de saúde. Segundo a Organização Mundial da Saúde 

(OMS) 80% da população dos países em desenvolvimento utilizam plantas medicinais 

ou preparações destas nos cuidados básicos de saúde, desde então, a OMS tem 

expressado a sua posição a respeito da necessidade de valorizar a utilização de 

plantas medicinais no âmbito sanitário e na atenção básica à saúde (Souza et al., 

2013). 

A utilização de fitoterápicos e plantas medicinais contribui  para exploração 

pecuária sustentável, por não determinar descarte de leite, minimizar a compra de 

produtos químicos, favorecendo assim a renda do produtor (Domingues et al., 2012; 

Guimarães et al., 2013). Alguns extratos vegetais ganharam destaque na Medicina 

Veterinária para tratamentos de parasitoses e infecções, inclusive em tratamentos de 

mastite bovina (Sperotto et al., 2012). 

Punica granatum Linn. tem se destacado popularmente como uma planta 

medicinal frequentemente usada para afecções como laringite e faringite (Lorenzi e 

Matos, 2008). Suas propriedades biológicas são amplamente estudadas como a ação 

antibacteriana, anti-inflamatória e além de ser imunomoduladora (Pereira et al, 2006; 

Toklu et al., 2007; Werkman et al., 2008; Larrosa et al., 2010; Oliveira et al., 2010; 

Moorthy et al., 2013).  

Sendo assim, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade 

antimicrobiana do extrato hidroalcoólico de Punica granatum Linn., in vitro, sobre 

Staphylococcus aureus e outras bactérias de interesse a mastite bovina. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1. MASTITE 
 

A mastite também pode ser classificada conforme sua apresentação 

clínica. Na mastite clínica percebe-se alterações físicas do úbere como edema e o 

animal pode apresentar febre e anorexia. Ocorrem alterações no leite, como um 

aspecto aquoso, presença de grumos e pus. Na mastite subclínica os sinais clínicos 

são imperceptíveis (Ribeiro Júnior e Beloti, 2012). A forma subclínica pode evoluir 

para a forma clínica ou pode ter remissão espontânea, e em muitos casos pode 

persistir. Sendo assim, a mastite subclínica, se apresenta como gerador de impacto 

na produtividade, pela sua maior ocorrência (Fontana et al., 2010; Langoni, 2013).  

A forma subclínica pode ocorre devido a presença de Staphylococcus 

aureus, S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis (Mello-Peixoto et al., 2009; Oliveira et 

al., 2011; Saeki et al., 2011), e a forma clínica é frequentemente correlacionada à 

presença de enterobactérias (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter 

aerogenes), Nocardia spp., (Pseudomonas aeruginosa); havendo menor incidência de 

outros micro-organismos como algas (Prototheca zopfii), fungos e leveduras (Colombo 

et al., 2012; Krewer et al., 2013). 

A profilaxia é primordial e depende de fatores relacionados ao bem 

estar do animal, ao meio ambiente e ao manejo dos rebanhos (Figueiredo et al., 2012). 

A higienização é fundamental para manutenção e promoção na melhoria da qualidade 

do leite (Oliveira et al., 2011).  

A infecção microbiana pode ocorrer pela presença dos micro-

organismos no úbere; ou pelo simples contato com utensílios e equipamentos 

contaminados durante a ordenha (Ribeiro Junior e Beloti, 2012). O ser humano tem 

papel importante tanto como reservatório e veiculador de agentes microbianos como 

o S. aureus (Cavalcante et al., 2013).  

Outro fator a ser considerado, refere-se ao melhoramento genético 

desenvolvido nas raças leiteiras nos últimos anos. Observa-se que o aumento na 

produção de leite tem correlação genética entre a incidência de mastite clínica e a 

produção de leite (Cadavid, 2009). Animais com alto valor genético, para produção de 

leite, tendem a apresentar mais casos de mastite. Este aumento na incidência de 

mastite pode ser esperado acompanhado da diminuição de resistência imunológica 
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desses animais (Cadavid, 2009). Assim, a seleção de animais mais resistentes deve 

ser considerada, podendo desempenhar importante contribuição para prevenção 

desta enfermidade (Costa, 1998). 

 

 

2.2. STAPHYLOCOCCUS AUREUS 
 

O gênero Staphylococcus pertence à família Micrococcaceae, que 

são bactérias Gram positivas, imóveis, agrupadas em massas irregulares ou em forma 

de cachos de uva, aeróbias ou anaeróbias facultativas. São β-hemolíticos, 

fermentadores de manitol, e apresentam positividade para os testes das enzimas 

catalase, coagulase (Nader, 2010). 

Staphylococcus aureus são os micro-organismos mais encontrados 

do gênero, apresentando alta ocorrência em rebanhos bovinos nacionais e 

internacionais (Bandeira et al., 2013;  Guimarães et al., 2013). Saeki et al. (2011) 

relataram ocorrência de mastite subclínica de 60,32% em rebanhos avaliados no 

Norte do Paraná. Pesquisas recentes demonstram que este micro-organismo está 

envolvido como principal causador da mastite em outros mamíferos de interesse 

pecuário como búfalas, cabras e ovelhas (Cavalcante et al., 2013; Lazzari, 2013; 

Souza et al., 2013).  

Estes micro-organismos formam biofilmes em tecidos infectados, 

protegendo-os da ação fagocitária do sistema imunológico, contribuindo 

provavelmente para sua alta prevalência e resistência aos antimicrobianos químicos 

utilizados (Fontana et al., 2010;  Marques et al., 2013). Além de prejudicar a resposta 

imunológica dos animais e favorecer a persistente a mastite subclínica. Raza et al. 

(2013) relataram que 85% a 98,9% das estirpes, por eles avaliadas, produziram este 

biofilme.  Silva et al. (2012a) considerou ainda a formação de abscessos na glândula 

mamária que dificultam o processo de cura e diminuem a produção leiteira.  

Adicionalmente, os S. aureus podem representar risco de 

intoxicações em humanos, devido à ingestão de toxinas formadas no leite 

contaminado. As enterotoxinas estafilocócicas produzidas entre 10 e 46°C, tem 

elevada resistência térmica que resiste ao cozimento e ao leite pasteurizado (Seridan 

et al., 2012; Ornelas et al., 2013). Cabe ressaltar que mesmo sendo classificados 
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como micro-organismos mesófilos, os S. aureus demonstram crescimento em 

temperaturas entre 7,0 e 47,8°C (Nader, 2010). 

 

 
2.3. PLANTAS MEDICINAIS 

 

 

O uso de plantas na medicina tradicional para a promoção e 

manutenção da saúde, é utilizado pelo homem à séculos, desde a antiguidade até os 

tempos modernos. Egípcios, assírios, mesopotâmicos, indianos e chineses utilizavam 

esse tipo de medicina. Eram utilizadas por diferentes motivos, normalmente para 

combater enfermidades, na forma de cataplasmas, chás, decoctos, inserção de pós, 

defumadouros, tinturas, entre outros (Alves, 2013).  

A Organização Mundial de Saúde define planta medicinal como sendo 

“todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais órgãos, substâncias que podem 

ser utilizadas com fins terapêuticos ou que sejam precursores de fármacos 

semissintéticos” (WHO, 2002). Investigações etnofarmacológicas contribuíram para a 

identificação dessas substâncias vegetais passíveis de serem utilizadas como 

medicamentos naturais (Lima et al., 2013;  Zucchi et al., 2013).  

Devido à biodiversidade e seus benefícios terapêuticos, o uso de 

plantas medicinais tem se destacado nos últimos anos (Souza et al., 2012), inclusive 

como terapia complementar ao tratamento convencional de enfermidades (Valente, 

2011). Nos Estados Unidos, houve aumento na utilização da fitoterapia, superior a 

50% no período de 1997 a 2002 (Saraiva, 2012).  

Adicionalmente, o acesso às plantas medicinais é facilitado conforme 

a oferta e adaptabilidade da planta de cada região do país. Este aspecto e o baixo 

custo determinam incentivo ao uso de plantas medicinais (Holz et al., 2013). Conforme 

a Organização Mundial de Saúde, a frequência do uso de plantas medicinais pode 

atingir valores equivalentes à 80%, principalmente em países em desenvolvimento, 

em áreas rurais, ou locais onde a população tem dificuldade de acesso aos 

medicamentos químicos (Brasil, 2006b). Em 2002, a OMS criou um plano para 

incentivar o uso da medicina alternativa. Determinou-se metas de criação de políticas 

públicas para o incentivo aos programas de aplicação nos Sistemas Nacionais de 

Atenção à Saúde (WHO, 2002).  



6 

 

Foi estabelecida no Brasil, conforme a intenção da OMS, a política 

para o uso de plantas medicinais no serviço público. A Portaria nº. 971, de 03 de maio 

de 2006 aprovou, a Política Nacional de Práticas Integrativas e Complementares 

(PNPIC) no Sistema Único de Saúde – SUS (Brasil, 2006a). Por meio de Decreto nº. 

5813, de 22 junho de 2006 foi estabelecida a Política de Plantas Medicinais e 

Fitoterápicos (PNPMF) (Brasil, 2006b). O Ministério da Saúde criou a Relação 

Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Único de Saúde (RENISUS), 

que contém 71 espécies vegetais amplamente utilizadas pela população no território 

brasileiro. Dentre essas plantas incluem-se romã, alho, picão preto, entre outras. Esta 

lista contribui para orientar estudos e pesquisas que possam contribuir para a 

utilização dessas plantas medicinais (Brasil, 2009). 

 

2.3.1. Punica granatum Linn. 
Punica granatum Linn. é uma planta da família Punicaceae, originária 

do Mediterrâneo e cultivada em regiões de clima tropical e subtropical, é encontrada 

em regiões da Índia, América, Irã, entre outros (Endo et al., 2010; Park et al., 2010; 

Kopparapu et al., 2011). Seu fruto, a romã, possui aspecto globoso, contém casca 

coriácea, amarelada e manchada, com sementes ou bagos de cor rósea (Ferreira et 

al., 2008). Dentre seus princípios ativos, incluem-se os taninos em grande quantidade 

(em torno de 22% a 25% de ácido punicotânico), compostos fenólicos como as 

antocianinas (delfinidina, cianidina e pelargonidina), quercetina, ácidos fenólicos 

(caféico, catequínico, clorogênico, orto e paracumárico, elágico, gálico e quínico), 

flavonoides e alcaloides.  

A literatura aponta a romã como uma planta com grande potencial 

fitoterápico, por prevenir e combater várias doenças, principalmente aquelas 

relacionadas à sua propriedade antimicrobiana e anti-inflamatória (Lee et al., 2010; 

Ismail et al., 2012). Por apresentar diversas propriedades farmacológicas e 

terapêuticas que estão distribuídas em diversas partes da planta e devido a isto, têm-

se intensificado o estudo das propriedades químicas da romã podendo despertar o 

interesse por indústrias farmacêuticas e de gêneros alimentícios (Werkman et al., 

2008). 

Diversas atividades biológicas e terapêuticas foram atribuídas para a 

romã, dentre essas destaca-se ação antimicrobiana que foi demonstrada por diversos 

pesquisadores (Oliveira et al., 2010; Hayouni et al., 2011; Rummun et al., 2013). 
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Michelin et al. (2005) verificaram efetividade do extrato de romã sob S. aureus e 

Candida albicans. Pereira et al. (2006) verificaram inibição do extrato hidroalcoólico 

da casca do fruto da romã sobre Streptococcus mitis, S. mutans, S. sanguis, S. 

sobrinus e Lactobacillus casei.  

Ferreira et al. (2008) também trabalharam com cascas de romã, 

porém utilizando extrato aquoso. Da mesma forma, verificaram atividade 

antibacteriana sobre Streptococus pyogenes revelando Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) na concentração de 35%. Menezes et al. (2008) estudaram extrato 

etanólico das folhas de romã, relataram CIM na concentração de 10% e observaram 

inibição de 100% das cepas de Staphylococcus aureus de origem humana 

ambulatorial.  

Endo et al. (2010), avaliaram o efeito antimicrobiano do extrato 

etanólico da casca de romã, sobre Candida albicans e Candida parapsilosis, 

observaram CIM na concentração de 3,9 e 1,9 mg.mL-1, respectivamente. 

Posteriormente, o extrato foi testado contra Escherichia coli ATCC 25922, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus subtilis ATCC 6623 e 

Staphylococcus aureus ATCC 25923. Esses autores demostraram CIM na 

concentração de 125 mg mL-1, apenas contra S. aureus.  

Oliveira et al. (2010) observaram que o extrato glicólico de Punica 

granatum Linn. apresentou atividade inibitória sobre Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans, Candida albicans, Candida 

tropicalis e Candida glabrata. A eliminação de todas as cepas de S. aureus foi 

determinada a partir da concentração 12,5 mg mL-1, para S. epidermidis e S. mutans 

a 6,25 mg mL-1 e para as cepas de Candida spp. foi de à 25 mg mL-1.  

Hayouni et al. (2011) verificaram que o extrato das sementes de romã 

apresentou atividade antimicrobiana contra diversas espécies de micro-organismos, 

como S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella anatum, 

S. typhimurium, S. pneumoniae; C. albicans, C. glabrata, Trichopyton rubrum e 

Aspergillus niger. 

Jain e Nafis (2011) verificaram que o extrato aquoso da casca inibiu o 

crescimento de Candida glabrata e C. albicans, com zona de inibição de crescimento 

entre 24 e 37 mm. George e Harriet (2012) relataram a eficácia da atividade 

antibacteriana de extratos aquosos e etanólicos da casca de romã contra 
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Streptococcus mutans, Staphylococcus sp., Escherichia coli, Lactobacillus RPU, e 

Candida albicans.  

Rummun et al. (2013) utilizaram extrato aquoso da casca de romã que 

apresentou atividade antimicrobiana sobre Streptococcus mutans, S. mitis e 

Lactobacillus acidophilus.  

Moorthy et al. (2013) avaliaram extrato etanólico da casca para avaliar 

a atividade antimicrobiana contra 21 micro-organismos. O extrato inibiu o crescimento 

de mais de 95% dos micro-organismos testados, como S. aureus, E. coli, S. typhi, S. 

paratyphi A, S. typhimurium, S. infantis, S. enterica, S. de Brunei, V. parahaemolyticus, 

Y. enterocolitica, P. aeruginosa, P. mirabilis, K. pneumoniae, H. parahaemolyticus, S. 

epidermidis e C. albicans. 

Dessa forma, os resultados supracitados, demostraram a eficácia da 

atividade antimicrobiana de Punica granatum Linn., a partir de diferentes meios de 

extração, utilizando diversas partes da planta ou fruto, justificando assim a execução 

do presente estudo.  
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3. ARTIGO A: ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EXTRATO HIDROALCOÓLICO 

DE PUNICA GRANATUM LINN. SOBRE STAPHYLOCOCCUS SPP. ISOLADOS 

DE LEITE BOVINO 

 

 

3.1. RESUMO E ABSTRACT 
 

Mastite bovina é caraterizada por inflamação da glândula mamária, geralmente em 

resposta à infecção bacteriana, compromete quali-quantitativamente a produção 

leiteira. Este estudo objetivou verificar a atividade antibacteriana in vitro do extrato 

hidroalcoólico da casca da romã sobre bactérias isoladas de leite bovino. As colônias 

de Staphylococcus spp. foram ressuspendidas a escala 6 de MacFarland e ajustada 

a sua concentração por espectrofotometria UV visível na concentração de 106 mL-1. 

Os extratos foram avaliados em quintuplicata, em sete concentrações: de 4 mg mL-1 

até 0,0625 mg mL-1. A sensibilidade dos isolados microbianos foi determinada 

utilizando o teste de difusão em disco e os resultados que apresentaram zonas de 

inibição correspondentes a valores a partir de 15 mm, foram considerados sensíveis. 

Os resultados foram avaliados pelo método ANOVA, teste de Tukey 5%, utilizando o 

SISVAR 5.3 - DEX/UFLA. Adicionalmente o extrato foi avaliado quanto à atividade 

antioxidante, teores de fenóis e flavonoides totais. Para tanto o extrato foi diluído em 

sete concentrações: de 25 a 1000 μg mL-1, e avaliado em triplicata. O crescimento 

bacteriano foi inibido a partir da concentração de 4 mg mL-1 e a ação antioxidante foi 

verificada a partir de 50 μg mL-1, com valores correspondentes a 4,62%, atingindo 

platô de 64,90% na concentração de 500 μg mL-1. Na avaliação da atividade captadora 

de radicais, empregando o radical livre DPPH, o extrato demonstrou atividade 

antioxidante (IC50%= 378,80 μg mL-1). Porém, não foi possível correlacionar a 

atividade antioxidante aos teores de fenóis e flavonoides. Talvez a presença de outras 

substâncias alcaloides e taninos presentes no extrato, possam ter sido as 

responsáveis pela atividade antioxidante encontrada. Conclui-se que o extrato 

hidroalcoólico de Punica granatum Linn. apresenta atividade antimicrobiana contra 

Staphylococcus spp., demonstrando potencial benefício para o controle da mastite 

bovina. 
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Palavras-chave: Mastite; Antimicrobiano; Extrato natural; Plantas medicinais; Produção 

orgânica; Romã. 

 

Bovine mastitis is characterized by inflammation of the mammary gland, usually in 

response to bacterial infection, affecting qualitatively and quantitatively milk 

production. This study aimed to determine the antibacterial activity in vitro of the 

hydroalcoholic extract of the bark of the pomegranate on bacteria isolated from bovine 

milk. The colonies of Staphylococcus spp. were resuspended in 6 MacFarland scale 

and adjusted its concentration by UV visible spectrophotometry at a concentration of 

106 mL-1. The extracts were evaluated in quintuplicate in seven concentrations: from 4 

up to 0,0625mg mL-1. The sensitivity of microbial isolates was determined using the 

disk diffusion and the results that showed inhibition halos corresponding to values from 

15 mm were considered susceptible. The results were evaluated by ANOVA, Tukey 

test 5% using the SISVAR 5.3-DEX/UFLA. Additionally the extract was assessed as 

for the antioxidant activity, content of phenols and total flavonoids. The extract was 

diluted into seven concentrations: 25-1.000 μg mL-1, and evaluated in triplicate. The 

bacterial growth was inhibited starting from the concentration of 4 mg mL-1 and 

antioxidant activity was observed from 50 μg mL-1, with values corresponding to 4,62% 

reaching the plateau of 64,90% at a concentration of 500 μg mL-1. In evaluating the 

radical scavenging activity, using the free radical DPPH, the extract demonstrated 

antioxidant activity (IC50%= 378,80 μg mL-1). However it has not been possible to 

correlate the antioxidant activity with the levels of phenols and flavonoids. Perhaps the 

presence of other substances alkaloids and tannins present in the extracts may have 

been responsible for the antioxidant activity found. It was concluded that the 

hydroalcoholic extract of Punica granatum Linn. has antimicrobial activity against 

Staphylococcus spp., demonstrating potential benefit for the control of bovine mastitis. 

 

Key words: Mastitis; Antimicrobial; Natural extract; Medicinal plants; Organic 

production; Pomegranate. 

 

 

3.2. INTRODUÇÃO 
 

Mastite bovina é uma doença multifatorial, caraterizada por 
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inflamação da glândula mamária, frequentemente em resposta à infecção bacteriana, 

podendo ser causada por outros micro-organismos como algas e fungos (Tozzetti et 

al., 2008). Em virtude desta infecção, o risco de agentes patogênicos é eminente, uma 

vez que o leite produzido por animais portadores de mastite apresenta potencial de 

contaminação por abrigar elevado número de micro-organismos (Ruegg, 2003). Além 

disso, ocasiona prejuízos ao produtor e laticínios, gerando gastos excessivos com 

medicamentos, mão-de-obra qualificada e serviços veterinários, além da redução da 

qualidade e quantidade do leite produzido (Feßler et al., 2012; Langoni, 2013). 

A forma subclínica é principalmente transmitida durante a ordenha por 

patógenos adaptados à glândula mamária, como Staphylococcus aureus, 

Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis 

(Oliveira et al., 2011; Saeki et al., 2011; Mello-Peixoto et al., 2012). 

Esses micro-organismos são disseminados principalmente pelas 

mãos dos ordenhadores e pelas teteiras contaminadas (Colombo et al., 2012; Raza 

et al., 2013). S. aureus é frequentemente incriminado como principal agente etiológico 

na mastite bovina (Marques et al., 2013; Ondiek et al., 2013). É a espécie mais 

virulenta dos Staphylococcus spp., devido à formação de toxinas, enzimas 

mediadoras de invasão tecidual, e sobrevivência no sítio da infecção devido à 

formação de biofilmes (Raza et al., 2013). 

Manejo adequado, higienização na ordenha e antissepsia dos tetos, 

são medidas que contribuem profilaticamente para amenizar o problema (Haftu et al., 

2012; Langoni, 2013). A imersão de tetos em antissépticos pode reduzir novas 

infecções em 50 a 90% (Pedrini e Margatho, 2003). 

O tratamento da forma clínica é à base de antimicrobianos químicos, 

entretanto, seu uso na lactação, no controle da mastite subclínica é pouco frequente 

entre os produtores, principalmente pela baixa eficácia e necessidade de descarte do 

leite pela presença de resíduos de antibióticos (Brasil, 2002). Dessa forma, 

determinou-se a busca por soluções que trate do problema sem gerar descarte do 

produto. A tendência de exigência de alto padrão de qualidade da produção do leite e 

seus derivados, determina cada vez mais a busca por alternativas naturais de 

tratamento (Trevisan et al., 2009). A utilização de extratos de ervas medicinais tem 

sido encorajada nas diversas atividades da agropecuária (Souza et al., 2013). 

Nos últimos anos, o aumento pela procura de produtos orgânicos vem 

se intensificando. A utilização de plantas medicinais vem cada vez mais sendo 
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estimulada pela Organização Mundial da Saúde (OMS), por ser acessível 

economicamente a grande parte da população. Em torno de 80% da população dos 

países em desenvolvimento utiliza deste tipo de medicamento (Galdino et al., 2012; 

Souza et al., 2013). 

Punica granatum Linn., conhecida como romanzeira, espécie da 

família Punicaceae, é cultivada mundialmente (Rummun et al., 2013). Foram 

demonstradas propriedades antimicrobianas do extrato de Punica granatum Lin. (Jain 

e Nafis, 2011; Almeida et al., 2012; Moorthy et al., 2013; Rajan et al., 2013), inclusive 

sobre isolados de S. aureus (Menezes et al., 2008; Oliveira et al., 2010; Hayouni et 

al., 2011; Moorthy et al., 2013). 

Os principais constituintes da romã são alcaloides (peletierina, 

isopeletierina, metilpeletierina), taninos, compostos fenólicos (antocianinas, 

quercetina, ácidos fenólicos) e flavonoides (Lansky e Newman, 2007), substâncias 

frequentemente relacionadas como aquelas responsáveis pelas atividades 

terapêuticas. Propriedades antibacterianas e anti-inflamatórias apresentadas pelos 

extratos de romã são particularmente importantes para o tratamento da mastite bovina 

(Lee et al., 2010; Ismail et al., 2012). 

Dessa forma, o presente trabalho objetivou avaliar os efeitos in vitro 

do extrato hidroalcoólico da casca do fruto da romã sobre Staphylococcus spp. 

isolados de leite bovino. 

 

 

3.3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Os frutos de Punica granatum Linn. foram colhidos ao final da manhã 

no município de Bandeirantes - Paraná. Uma amostra do vegetal foi herborizada e 

identificada no Instituto Florestal de Assis/SP, e uma exsicata foi depositada no 

Herbário do Instituto sob o número SPSF 40136. 

Os frutos foram higienizados com solução aquosa de hipoclorito de 

sódio a 0,5%, secos com papel toalha e descascados. As cascas foram 

acondicionadas em papel Craft® e encaminhadas para secagem em estufa de 

ventilação forçada de ar a 40°C. Posteriormente, foi realizada maceração manual e 

pesagem para obtenção do extrato hidroalcoólico das cascas de romã a 10%. Foram 

utilizados 30 g do material vegetal em 190 mL de álcool P.A. e 80 mL de água 
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destilada. Após procedeu-se agitação mecânica constante por 24 horas, com posterior 

filtração à vacuo. A fim de promover melhor aproveitamento do material vegetal, este 

procedimento foi realizado por três vezes consecutivas, adicionando-se a cada uma 

delas a mesma solução hidroalcóolica no mesmo volume supracitado. Posteriormente, 

o extrato foi concentado por rotaevaporizador, em temperatura de 60ºC e secagem 

em estufa a 37ºC por 24 horas. Após, foi procedido congelamento e liofilização. 

Para seleção das amostras de leite portadoras de bactérias do gênero 

Staphylococcus, foram analisadas 64 amostras de leite, proveniente de animais em 

lactação, apresentando reação positiva para o exame Califórnia Mastite Teste. A partir 

destas amostras as bactérias foram isoladas utilizando meio de cultura seletivo Ágar 

Baird Parker® enriquecido com emulsão de gema de ovo com telurito. Após incubação 

a 37°C por 48 horas, observou-se morfologia, coloração e aspectos macroscópicos 

das colônias bacterianas, como coloração cinza-negra, brilhante, convexa, com zona 

de precipitação circundada por halo claro de 2-5 mm. Em meio Ágar Sangue, foram 

observados aspectos quanto à morfologia, tamanho, pigmentação e presença de 

hemólise. 

As colônias isoladas nos meios de culturas foram observadas em 

lâminas e coradas por técnica de Gram, as colônias de cocos Gram positivas foram 

identificadas conforme a produção de catalase. As colônias que apresentaram 

positividade para o teste da catalase, também foram submetidas ao teste de produção 

de coagulase (Harmon e Langlois, 1989). As colônias identificadas como coagulase 

negativa foram submetidas a testes de resistência à novobiocina e teste de urease 

(Schleifer e Kloos, 1975; Baker et al., 1986; Santos et al., 2010). As colônias 

identificadas foram contadas e determinadas em Log da unidade formadora de 

colônias por mililitros de leite (LogUFC mL-1). 

Para avaliação da atividade antimicrobiana foram utilizados os 

seguintes micro-organismos: S. aureus ATCC 25923, Staphylococcus saprophyticus 

ATCC 15305 e os isolados S. aureus (SA), Staphylococcus coagulase negativa (SCN) 

e S. saprophyticus (SS). Foi utilizado a técnica de difusão em discos, utilizando-se 

placas de Ágar Mueller-Hinton (CLSI/NCCLS, 2006). As colônias de Staphylococcus 

spp. isoladas foram ressuspendidas em solução salina 0,85% estéril na concentração 

de 6 na escala de MacFarland e ajustada a concentração de 106 UFC mL-1 por 

espectrofotometria de luz, em comprimento de onda de 600 nm com absorbância de 

0,40 a 0,49. Após a secagem, os discos foram fixados sobre o meio Ágar Mueller-
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Hinton previamente semeado com auxílio de suabe estéril pelos inóculos bacterianos 

(Pinto et al., 2001). Como controle negativo utilizou-se papel filtro embebido com água 

destilada estéril. As placas foram incubadas a 37°C por 24 a 48 horas e as análises 

foram realizadas em quintuplicata. 

O extrato liofilizado foi ressuspendido em água destilada estéril na 

concentração inicial de 4 mg mL-1, e a partir desta solução foram realizadas as 

seguintes diluições: 2 mg mL-1, 1 mg mL-1, 0,5 mg mL-1, 0,25 mg mL-1, 0,125 mg mL-

1, 0,0625 mg mL-1. Subsequentemente uma alíquota 40 μL de cada extrato foi 

impregnada em discos de papel filtro (Whatman nº 1), de 7 mm de diâmetro (Pereira 

et al., 2009). 

A sensibilidade dos isolados microbianos foi determinada utilizando o 

teste de difusão em disco e os resultados que apresentaram zonas de inibição 

correspondentes a valores a partir de 15 mm, foram considerados sensíveis. Esses 

halos foram medidos em milímetros (mm) em relação ao seu diâmetro, com auxílio de 

régua milimetrada. Os resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) 

e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (Barbosa e Vieira, 

2011; Barros et al., 2011). 

Como padrão de comparação da eficiência dos extratos foram 

realizados testes de sensibilidade aos fármacos químicos rotineiramente utilizados na 

clínica veterinária, tais como: ampicilina (10 μg), sulfametoxazol e trimetoprim (25 mg), 

penicilina (10 μg), oxacilina (1 μg) e tetraciclina (30 μg) (Pereira et al., 2009). Em 

relação aos aspectos fitoquímicos, o extrato hidroalcoólico das cascas do fruto de 

Punica granatum Linn., foi avaliado quanto à atividade antioxidante, teores de fenóis 

e flavonoides totais. Para realização dessas determinações, o extrato foi diluído nas 

concentrações de 25, 50, 75, 100, 250, 500 e 1000 μg para cada 1 mL, e avaliados 

em triplicata. 

A atividade antioxidante (AA%) do extrato foi determinada pela 

capacidade doadora de H+ para o radical estável DPPH. (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), 

de acordo com a metodologia in vitro proposta por Blois (1958). Este método é 

baseado na redução do radical livre estável DPPH de coloração violeta à DPPH, de 

coloração amarelada. O teste detecta baixas concentrações dos princípios ativos 

(Manian et al., 2008). O extrato reage com o radical DPPH em ambiente de pouca 

luminosidade, em seguida é submetido ao espectrofotômetro ultravioleta visível (UV-

Vis) a um comprimento de onda de 517 nm. (Brand-Williams et al., 1995). O cálculo 
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da atividade antioxidante foi realizado de acordo com a fórmula: Atividade antioxidante 

(%) = [(Acontrole – Aamostra) / Acontrole] x 100 onde Aamostra é a absorbância das 

amostras após 30 minutos e Acontrole é a absorbância do DPPH; ambos a 517 nm. 

O teste é sensível para detectar baixas concentrações dos princípios ativos (Manian 

et al., 2008), e o resultado pode ser visualizado pelo grau de descoloração do reagente 

após os 30 minutos necessários para a reação atingir o estado de platô. A 

determinação da IC50, ou seja, concentração da amostra ou padrão que causa 50% 

de inibição da concentração inicial de DPPH, foi obtida por regressão linear dos pontos 

plotados graficamente. Para a plotagem dos pontos, foram utilizados os valores das 

médias obtidas de triplicatas realizadas para o teste DPPH (Di Mambro e Fonseca, 

2005). 

Para determinação de fenóis totais, o método utilizado foi o de Folin-

Ciocalteu (molibdato, tungstato e ácido fosfórico), utilizando ácido gálico como padrão 

de comparação. A cada 0,5 mL de extrato, foram adicionados 5 mL de água destilada 

e 0,25 mL do reagente de Folin-Ciocalteu (molibdato, tungstato e ácido fosfórico). 

Após 3 minutos, foi adicionado 1 mL de solução de Na2CO3 saturada a 10%, e a 

mistura armazenada por 1 hora. A absorbância foi medida a 725 nm usando um 

espectrofotômetro UV-Vis. Os resultados foram expressos em mg de ácido gálico por 

g de extrato. O ácido gálico é percursor de diversos tipos de compostos fenólicos, 

possui estrutura simples, e por este motivo é considerado substância de escolha como 

padrão. 

A dosagem dos flavonoides totais do extrato foi determinada por 

espectrofotômetro UV-Vis. As amostras foram preparadas segundo a metodologia de 

Zhishen et al. (1999), baseado na complexação dos flavonoides com AlCl3, ocorrendo 

deslocamento das bandas de absorção para maiores comprimentos de onda. Uma 

alíquota de 250 μL dos extratos foi adicionada a 1,25 mL de água destilada e 75 μL 

de solução de NaNO2 a 5%. Após 6 minutos, 150 μL de solução de AlCl3/H2O a 10% 

foi adicionada. Após 5 minutos, 0,5 mL de solução de NaOH 1M foi adicionada, e 

então o volume total completado com 2,5 mL de água destilada. As amostras foram 

agitadas em vórtex e a absorbância mensurada a 510 nm. Os resultados foram 

expressos em mg de rutina por g de extrato. A rutina, assim como a quercetina, 

apresenta estrutura básica de flavonoides, podendo ser empregada como indicador 

indireto para este grupo de compostos. 
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3.4. RESULTADO 
 

Para as amostras de leite utilizadas pelo presente estudo, foram 

identificados 13 isolados de Staphylococcus aureus, 2 isolados de S. coagulase 

negativa e 3 isolados de S. saprophyticus (1, 2 e 3). 

Em relação aos resultados referentes à técnica de difusão em discos, 

o extrato hidroalcoólico de romã a 10% apresentou atividade antibacteriana. Todos os 

isolados e as bactérias de referência apresentaram halo de inibição superior que 15 

mm; a partir da concentração de 0,125 mg mL-1 (Quadro 1); ao contrário o grupo 

controle negativo que não apresentou ação inibitória, tão pouco interferência no 

crescimento microbiano. 

 

Quadro 1. Halos de inibição (mm) de crescimento dos Staphylococcus spp. 
referência (Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Staphylococcus 
saprophyticus ATCC 15305) e isolados (Staphylococcus aureus,  
Staphylococcus coagulase negativa e Staphylococcus saprophyticus isolados 
1, 2 e 3), submetidos às diferentes concentrações de extrato aquoso de Punica 
granatum Linn. a 10% 

Extrato          
mg mL-1 

S. aureus 
ATCC 
25923 

S. 
saprophyticus 
ATCC 15305 

S.  

aureus 

S. 
coagulase 
negativa 

S. saprophyticus 

1 2 3 

4 
30.3 

31.0 
32,7a 32,7a 

29,
7a 

23,7bcd 37,0a 

2 
25.7 

29.3 
27,7b 31,3ab 

27,
7a 

22,3cd 35,3a 

1 
22.2 

24.0 
26,3bc 30,7ab 

25,
3b 

26,7a 30,7b 

0,5 
21.5 

21.6 
25,7c 28,0b 

24,
0bc 

25,0ab 27,3c 

0,25 
17.6 

21.7 
22,0d 27,7bc 

23,
0c 

24,3abc 24,3d 

0,125 
16.0 

20.8 
21,3d 23,3c 

18,
0d 

21,7d 24,3d 

0,0625 
15.3 

17.1 
16,3e 9,3d 

10,
0e 

17,3e 16,0e 

Médias seguidas de mesma letra minúscula na coluna não diferem significativamente entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade 

 

Em relação à sensibilidade aos antibióticos químicos testados, todos 

Staphylococcus spp. apresentaram sensibilidade, com exceção do S. aureus ATCC 

25923, que apresentou resistência à tetraciclina. Da mesma forma, todos os isolados 

de S. saprophyticus foram resistentes à tetraciclina (Quadro 2). 
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Quadro 2. Halos de inibição (mm) de crescimento dos Staphylococcus spp. 

referência (Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Staphylococcus 

saprophyticus ATCC 15305) e isolados (Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus coagulase negativa e Staphylococcus saprophyticus isolados 

1, 2 e 3), submetidos aos fármacos químicos 

Antibióticosa 

S.aureus 
ATCC 
25923 

S. 
saprophyticus 
ATCC 15305 

S. 

aureus 

S. 
coagulase 
negativa 

S. saprophyticus 

1 2 3 

AMP 10 38.0  36.0  32  30 36 32 30 
SUT 25  32.0  36.0  30 32 31 28 31 
OXA 1 31.0  19.0  28 18 18 19 21 
PEN 10 43.0  35.0  40 31 30 35 29 
TET 30 12.0 b 33.0  25 26 11 b 11 b 11 b 

Antibióticos a: AMP 10 (Ampicilina 10 µg); SUT (Sulfametoxazol + Trimetropim 23,75 µg/1,25 
µg); OXA (Oxacilina 1 µg); PEN 10 (Penicilina 10 un); TET 30 (Tetraciclina 30 µg) (CLSI, 2011) 
Classificação da sensibilidade b: Resistente 

 

O extrato hidroalcoólico de Punica granatum Linn. apresentou 

atividade antioxidante a partir da concentração de 50 μg mL-1, com valores 

correspondentes a 4,62%, atingindo 64,90% na concentração de 500 μg mL-1. O 

extrato apresentou alta atividade antioxidante com IC50% correspondendo a 378,80 

μg mL-1. As outras concentrações utilizadas nesta análise também apresentaram 

atividade (Quadro 3), entretanto, a atividade antioxidante não foi correlacionada aos 

teores de fenóis totais e flavonoides. 

 
Quadro 3. Valores médios referentes à atividade antioxidante (AA%) para as 
diferentes concentrações em µg mL-1 do Extrato Hidroalcoólico de Punica 
granatum Linn. 

Concentração µg mL-1 (AA%) 

25 0 
50 4,62 
75 4,42 
100 32,99 
250 35,59 
500 64,90 
1000 78,35 

 

 

3.5. DISCUSSÃO 
 

Em referência aos micro-organismos causadores de mastite bovina, 
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Staphylococcus aureus destaca-se como principal agente etiológico da forma 

subclínica da doença (Ribeiro et al., 2009; Saeki et al., 2011; Mello-Peixoto et al., 

2012; Marques et al., 2013). Esta espécie é considerada a mais virulenta do gênero 

Staphylococcus, devido à formação de toxinas, enzimas mediadoras de invasão 

tecidual, e sobrevivência no sítio da infecção devido à formação de biofilmes (Raza et 

al., 2013). Dessa forma, S. aureus pode causar infecções de longa duração com 

tendência para cronicidade, apresentando baixas taxas de cura (Sabour et al., 2004). 

Estes fatores, quando analisados conjuntamente com a necessidade de descarte do 

leite, pela presença de resíduos de antimicrobianos químicos, dificultam a intervenção 

terapêutica durante a lactação. 

Entretanto, o não tratamento da mastite tem sido reavaliado, pois o 

dano tecidual à glândula mamária é mínimo e reversível durante os estágios iniciais 

de infecção por S. aureus e, se efetivamente tratado neste período, o quarto mamário 

retornará à produção próxima da normal nas lactações seguintes (Nickerson, 1993). 

Assim, a avaliação de terapêuticas naturais se justifica, principalmente pela 

possibilidade de se demonstrar potencial benefício para o controle da mastite bovina. 

Os resultados deste estudo confirmam a eficácia do extrato de romã como potencial 

agente antibacteriano sobre S. aureus, corroborando aos resultados registrados por 

Catão et al. (2006), Pereira et al. (2006), Silva et al. (2008), Saeki et al. (2011), Moorthy 

et al. (2013) e Silva et al. (2013). 

Catão et al. (2006) compararam a eficiência de antimicrobianos 

usados rotineiramente na clínica médica aos resultados apresentados pelo extrato 

etanólico de romã a 10%. Avaliaram 17 cepas de S. aureus de origem humana 

ambulatorial e registraram que o extrato de romã foi capaz de inibir 100% das cepas 

analisadas, enquanto que 64,7% apresentaram resistência à penicilina e à ampicilina. 

Pereira et al. (2006) avaliaram extrato da casca da romã em biofilme 

dental, verificando a sensibilidade de Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, 

Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus casei. Considerando 

que um dos componentes mais utilizados para antissepsia oral corresponde à 

clorexidina, esses pesquisadores realizaram os mesmos procedimentos com a 

clorexidina, e registraram que o extrato de romã apresentou melhores resultados. 

Silva et al. (2008) também verificaram atividade antimicrobiana do extrato da casca 

do fruto da romã. Avaliaram 38 cepas de S. aureus, sendo que 22 delas eram 

resistentes à penicilina. Semelhantemente aos resultados encontrados pelo presente 
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estudo, esses autores observaram halos de inibição variando de 10 a 36 mm de 

diâmetro. 

Em relação aos resultados apresentados pelo teste de difusão em 

disco, o valor de 15 mm foi selecionado considerando- se que o limite para o controle 

laboratorial de S. aureus (ATCC 25923), para diferentes antibióticos químicos 

testados, não ultrapassou 15 mm diâmetro. Pereira et al. (2006); Saeki et al. (2011) e 

Silva et al. (2013) também verificaram halos de inibição maiores que 15 mm. Moorthy 

et al. (2013) utilizaram teste de difusão em discos para avaliar extrato etanólico da 

casca de Punica granatum Linn. sobre 21 micro-organismos. Avaliaram 250, 500, 750, 

1000 e 1250 μg/disco, e verificaram inibição do crescimento de mais de 95% dos 

micro-organismos testados. Para S. aureus, Staphylococcus epidermidis e S. mutans, 

os halos de inibição apresentaram valores de 19.2±1.15, 24.6±0.87 e 16.2±1.31mm, 

respectivamente. 

Os efeitos do extrato de romã foram testados especificamente contra 

micro-organismos coletados a partir de animais portadores de mastite bovina 

(Gopinath et al., 2011; Saeki et al., 2011; Silva et al., 2013). Gopinath et al. (2011) 

avaliaram a atividade antimicrobiana dos extratos de Cymbopogon citrates, Punica 

granatum Linn, Pennisetum setaceum e Nerium oleander. Esses autores concluíram 

que os extratos de Cymbopogon citrates e Punica granatum Linn apresentaram 

atividade antibacteriana, sendo que a maior potência foi observada para o extrato de 

Punica granatum Linn. verificarando halos de inibição de 36, 25, 27 e 32 mm para S. 

aureus, S. uberis, Escherichia coli e Staphylococcus coagulase negativa, 

respectivamente. 

Em relação à sensibilidade frente aos antibióticos químicos, este 

estudo verificou resultados semelhantes aos encontrados por Fontana et al. (2010), 

Saraiva (2012) e Moorthy et al. (2013) que obtiveram 100% de inibição das cepas 

frente aos antibióticos testados. 

A atividade antimicrobiana é particularmente importante para o 

tratamento da mastite bovina, uma vez que esta é frequentemente causada em 

resposta à infecção bacteriana (Oliveira et al., 2011; Saeki et al., 2011; Mello-Peixoto 

et al., 2012). Da mesma forma, a avaliação da atividade antioxidante é relevante, 

principalmente para o controle da forma subclínica da doença, pelo fato de que muitas 

substâncias naturais obtidas de plantas medicinais têm sido identificadas como 

captadoras de espécies reativas de oxigênio, protegendo o organismo dos efeitos 
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destes, bem como retardando o aparecimento de alterações celulares degenerativas 

frequentemente presentes em doenças crônicas (Bianchi e Antunes, 1999). 

Considerando-se que a mastite subclínica rotineiramente é tratada apenas no período 

de secagem, infectando os animais durante toda lactação, esta forma de 

apresentação é caracterizada como condição crônica (Sabour et al., 2004), capaz de 

gerar alterações celulares degenerativas. Assim, se fez relevante para o presente 

estudo, avaliar a ação antioxidante do extrato de romã. Da mesma forma, a avaliação 

dos teores de fenóis e flavonoides totais é relevante ao se considerar a capacidade 

de inibição bacteriana apresentada por estes compostos (Duman et al., 2009; Al-

Zahrani, 2012). Fenóis e flavonoides auxiliam na ruptura da membrana plasmática, na 

desnaturação das proteínas e desativação das enzimas auxiliando na ação 

antimicrobiana de Punica granatum Linn. (Arif et al., 2011). 

Assim como o presente estudo Silva et al. (2013) avaliaram extrato de 

Punica granatum Linn. sobre cepas isoladas de S. aureus provenientes de animais 

portadores de mastite bovina subclínica. Porém, esses autores avaliaram extrato 

aquoso, seco e in natura, das folhas e cascas dos frutos. Dentre esses extratos, o 

extrato seco das cascas de romã apresentou os melhores resultados, e bastante 

semelhantes aos encontrados neste estudo. Porém, apesar desta alta atividade 

antioxidante encontrada, a mesma não pôde ser correlacionada as teores de fenóis e 

flavonoides totais. 

Manasathien et al. (2012) avaliaram extrato etanólico e aquoso da 

casca do fruto. Para fenóis totais determinaram os valores de 449,60 GAE.mg-1 e 

380,54 GAE.mg-1 respectivamente. Para os teores flavonoides, esses autores 

encontraram valores de 38,44 GAE.mg-1 e 26,04 GAE.mg-1 respectivamente. Morais 

et al. (2013) avaliaram o extrato etanólico de Punica granatum Linn. e relacionaram a 

atividade antioxidante encontrada ao teor de fenóis totais que correspondeu a 135,89 

GAE.mg-1. Rummun et al. (2013) encontraram no extrato metanólico da casca do fruto 

de romã, valores de fenóis totais de 190,27 GAE.g-1 (ácido gálico equivalente) e de 

flavonoides de 180,10 QE.g-1 (quercetina equivalente). Esses resultados foram 

obtidos a partir das mesmas concentrações avaliadas pelo presente estudo, porém a 

metodologia utilizada para a extração dos princípios ativos foi diferenciada. Talvez 

este fato seja responsável pela diferença de valores encontrados nas pesquisas 

supracitadas. Punica granatum Linn. apresenta composição química extremamente 

complexa, com atividade terapêutica específica para cada composto. Talvez outras 
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substâncias alcaloides presente no extrato estudado, possam ter sido as responsáveis 

pela atividade antioxidante verificada (Moorthy et al., 2013; Rummun et al., 2013). 

Machado et al. (2003) e Moorthy et al. (2013) referiram a punicalagina, um tanino 

elágico derivado do fruto, como um dos principais constituintes antimicrobianos da 

fruta. Noda et al. (2002) avaliaram extrato acetônico de romã, apontando que para 

atividade antioxidante, há a contribuição de três antocianinas (delfinidina, cianidina e 

pelargonidine). 

De qualquer forma, e a partir da inibição bacteriana verificada, os 

resultados apresentados pelo presente estudo permitem destacar o potencial 

terapêutico do extrato de romã para o controle da mastite bovina. Assim, a utilização 

de produtos naturais, principalmente a confecção de fitoterápicos para o controle da 

sanidade animal, principalmente para sistemas de produção orgânica ou biológico 

dinâmica, onde é proibitiva a utilização de medicamentos químicos. Importante 

destacar que a avaliação do perfil de sensibilidade e de resistência antimicrobiana 

destes organismos, é primordial à implantação de um sistema de controle eficiente 

(Chagas et al., 2012; Langoni, 2013). Adicionalmente, Werkman et al. (2008) 

consideraram que o uso da romãzeira, pode ser realizado de forma simples sem 

comprometimento das propriedades biológicas, e que estaria em concordância com 

as recomendações da OMS quanto ao uso de fontes naturais de baixo custo para o 

tratamento das afecções. 

 

 

3.6. CONCLUSÃO 

 

O extrato de Punica granatum Linn. apresentou ação inibitória sobre 

bactérias do gênero Staphylococcus, principalmente sobre S. aureus, demonstrando 

potencial benefício para o controle da mastite bovina. 
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4. ARTIGO B: AVALIAÇÃO ANTIBACTERIANA DO EXTRATO DE ROMÃ SOBRE 

ESPÉCIES DE INTERESSE NA MASTITE BOVINA 

 

 

4.1. RESUMO E ABSTRACT 
 
Mastite bovina é uma inflamação da glândula mamária em decorrência à infecção 

bacteriana, comprometendo a qualidade do leite. Objetivou-se verificar a atividade 

antibacteriana in vitro do extrato hidroalcoólico da casca do fruto da romã sobre oito 

cepas padrão de interesse à mastite bovina. As colônias foram ressuspendidas e 

ajustadas à concentração de 107 mL-1 e as concentrações avaliados do extratos foram 

de 1000 μg mL-1 a 25 μg mL-1. Foram avaliadas a atividade antioxidante e teores de 

fenóis totais nas mesmas concentrações. O extrato nas concentrações de 1000 e 500 

μg mL-1 foi capaz de inibir o crescimento bacteriano de todas as cepas avaliadas pelo 

presente estudo, exceto Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Salmonella enterica 

(subsp. serovar Typhi) ATCC 19214. O crescimento bacteriano foi inibido na 

concentração de 100 μg mL-1 e a ação antioxidante foi verificada a partir de 50 μg mL-1, 

com valores correspondentes a 4,62%, atingindo platô de 64,90% na concentração de 

500 μg mL-1. O extrato demonstrou atividade antioxidante, apresentando IC50% 

correspondente à 378,80 μg mL-1, não foi possível correlacionar a atividade antioxidante 

aos teores de fenóis. Dessa forma, EHPG 10% apresentaram atividades antibacteriana 

e antioxidante do EHPG 10% sobre bactérias Gram positivas representa importante 

alternativa no tratamento da mastite bovina. 

 

Palavras-chave: Agroecologia; Extrato vegetal; Mastite; Plantas medicinais; Punica 

granatum Linn. 

 

Bovine mastitis is an inflammation of the mammary gland due to bacterial infection 

compromising the quality of milk. Aimed to verify the in vitro antibacterial activity of the 

aqueous extract of the bark of the pomegranate fruit on eight standard strains of interest 

to bovine mastitis. Sensitivity was determined by minimum inhibitory concentration and 

disk diffusion test. The colonies were adjusted to a concentration of 107 ml-1 and the 

concentrations of the extracts were evaluated 1.000 to 25 μg mL-1. Antioxidant activity 

and total phenol content in the same concentrations were evaluated. Bacterial growth 
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was inhibited at a concentration of 1000 and 500 μg mL-1, except for Pseudomonas 

aeruginosa (ATCC 27853) and Salmonella enterica (subsp. serovar Typhi) (ATCC 

19214) and the antioxidant activity was observed from 50 μg mL-1, with values 

corresponding to 4.62%, reaching plateau of 64.90% at a concentration of 500 μg mL-1. 

The extract showed antioxidant activity, with IC50% corresponding to 378.80 μg mL-1, it 

was not possible to correlate the antioxidant activity to levels of phenols. That way, EHPG 

10% showed antibacterial and antioxidant activity against Gram positive bacteria. 

 

Key words: Agroecology; Plant extract; Mastitis; Medicinal plants; Punica granatum 

Linn. 

 

 

4.2. INTRODUÇÃO 

 

Mastite bovina é caraterizada por inflamação e infecção bacteriana da 

glândula mamária, que determina importante impacto econômico (Feßler et al., 2012). 

A forma clínica é causada principalmente por Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae 

e Pseudomonas aeruginosa (Molina et al., 2013), e a forma subclínica é 

principalmente causada por Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, 

Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis (Mello-Peixoto et al., 2012). O 

tratamento é realizado usualmente pelo uso de antimicrobianos químicos, entretanto, 

durante a lactação o uso desses medicamentos é pouco frequente, principalmente 

pela baixa eficácia e necessidade de descarte do leite pela presença de resíduos 

(Brasil, 2002). Dessa forma, determinou-se a busca por soluções que trate do 

problema sem gerar descarte do produto. 

Segundo dados da Associação de Comércio Orgânico houve 

importante aumento da produção de orgânicos (OTA, 2011), e a pecuária ganhou 

significativa importância pela sua representatividade com 41,7% na economia dos 

orgânicos (Mooz e Silva, 2014). A utilização de plantas medicinais vem sendo 

estimulada pela Organização Mundial da Saúde (OMS), por ser acessível 

economicamente a grande parte da população, isto considerando que 80% da 

população dos países em desenvolvimento utiliza de alguma forma este tipo de 

medicamento (Souza et al., 2013). 

Punica granatum Linn., conhecida como romanzeira, espécie da 
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família Punicaceae, é cultivada mundialmente (Lorenzi e Matos, 2008). Seus 

constituintes são alcaloides (peletierina, isopeletierina, metilpeletierina), taninos, 

compostos fenólicos (antocianinas, quercetina, ácidos fenólicos) e flavonoides 

(Lansky e Newman, 2007). Foram demonstradas propriedades antimicrobianas do 

extrato de romã (Moorthy et al., 2013), inclusive sobre isolados de S. aureus (Silva et 

al., 2013). Propriedades antibacterianas e anti-inflamatórias apresentadas pelos 

extratos de romã são particularmente importantes para o tratamento da mastite bovina 

(Ismail et al., 2012). 

Dessa forma, o presente trabalho objetivou avaliar os efeitos, in vitro, 

do extrato hidroalcoólico da casca do fruto de romã sobre bactérias padrão de 

interesse à mastite bovina. 

 

 

4.3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Os frutos de romã foram colhidos ao final da manhã no município de 

Bandeirantes – Paraná, Brasil (posição geográfica 23º07,02’ 62”S e 50º 22,06’ 75’O). 

Uma amostra do vegetal foi herborizada, identificada no Instituto Florestal de 

Assis/SP, e uma exsicata foi depositada no Herbário do Instituto sob o número SPSF 

40136. 

Os frutos foram higienizados (solução aquosa de hipoclorito de sódio 

a 0,5%), descascados, e as cascas foram secas em estufa de ventilação forçada de 

ar à 40°C. Após maceração manual e pesagem foram utilizados 30 g do material 

vegetal em 190 mL de álcool P.A. e 80 mL de água destilada. Procedeu-se agitação 

mecânica constante por 24 horas, com posterior filtração à vácuo; este procedimento 

foi realizado por três vezes consecutivas. Posteriormente, o extrato foi concentrado 

por rotaevaporizador (temperatura de 60°C), congelado e liofilizado. 

Para avaliação da atividade antimicrobiana foi utilizada técnica de 

difusão em disco de Kirby & Bauer (CLSI, 2011). O extrato foi ressuspendido em caldo 

nutriente na concentração inicial de 1000 μg mL-1, a partir desta diluição foram 

realizadas as diluições: 500, 250, 100, 75, 50 e 25 μg mL-1. Em câmara de fluxo 

laminar unidirecional uma alíquota de 40 μL de cada concentração do extrato foi 

impregnada em discos de papel filtro (7mm), em quintuplicata. Após a secagem, os 

discos foram fixados sobre placas de Ágar Mueller – Hinton, previamente semeadas 
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com suabe estéril pelos inócuos fornecidos pela Fundação Oswaldo Cruz: 

Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus saprophyticus (ATCC 15305), 

Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Escherichia coli (ATCC 11229), 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella enterica (subsp. serovar Typhi) 

(ATCC 19214), Enterobacter cloacae (ATCC 23355) e Bacillus cereus (ATCC 33018); 

todos na concentração de 107 UFC mL-1. Procedeu-se incubação em estufa 

microbiológica a 37ºC por 24 a 48h. 

Para a determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) o 

extrato foi ressuspendido em caldo nutriente, nas concentrações de 1000, 500, 250, 

100, 75, 50 e 25 μg mL-1. Procedeu-se inoculação bacteriana (5x105 UFC mL-1), 

incubação por 20h a 35°C ( CLSI, 2011).  

Para determinação da atividade antioxidante (AA%) e teores de fenóis 

totais, o extrato foi diluído nas mesmas concentrações supracitadas, e avaliado em 

triplicata. A atividade antioxidante dos extratos foi determinada pela capacidade 

doadora de H+ para o radical estável DPPH. (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), de acordo com 

a metodologia in vitro proposta por Blois (1958). A determinação da concentração da 

amostra que causa 50% de inibição da concentração inicial de DPPH (IC50,) foi obtida 

por regressão linear dos pontos plotados graficamente. Para a plotagem dos pontos, 

foram utilizados os valores das médias realizadas para o teste DPPH (Di Mambro e 

Fonseca, 2005). 

Para determinação de fenóis totais, o método utilizado foi o de Folin-

Ciocalteu, utilizando ácido gálico como padrão de comparação. A absorbância foi 

medida a 725 nm usando um espectrofotômetro UV-Vis, e os resultados foram 

expressos em mg de ácido gálico por g de extrato. 

 

 

4.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

O EHPG 10%, nas concentrações 1000 e 500 μg mL-1, demonstrou 

atividade antimicrobiana para as bactérias Gram positivas, tanto pelo teste de difusão 

em disco como pelo teste CIM, e na concentração de 250  μg mL-1 apenas para o teste 

CIM (Tabelas 1, 2). Entretanto, o mesmo não foi observado para as bactérias Gram 

negativas. Bactérias Gram negativas são mais resistentes aos antimicrobianos à base 

de extratos naturais que as Gram positivas (Carvalho et al., 2013). Essas possuem 
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camada externa fosfolipídica impermeável a solutos lipofílicos, e as porinas presentes, 

formam barreira contra solutos hidrofílicos, restringindo a penetração dos compostos 

antimicrobianos. Já as Gram positivas possuem apenas parede celular composta por 

peptideoglicanos, tornando-as mais suscetíveis (Rabêlo et al., 2014).  

 

Tabela 1. Halos de inibição (mm) de crescimento dos Staphylococcus aureus 
(ATCC 25923), Staphylococcus saprophyticus (ATCC 15305), Staphylococcus 
epidermidis (ATCC 12228), Escherichia coli (ATCC 11229), Enterobacter cloacae 
(ATCC 23355) e Bacillus cereus (ATCC 33018), submetidos às diferentes 
concentrações de Extrato Hidroalcoólico de Punica granatum Linn. à 10% 

Extrato          
μg mL-1 

S. 
aureus 
ATCC 
25923 

S. 
saprophyticus 
ATCC 15305 

S. 

epidermidis 
ATCC 
12228 

Enterobacter 
cloacae 

ATCC 23355 

E. coli 
ATCC 
11229 

Bacillus 
cereus 
ATCC 
33018 

1000 16,6 17,6 17,6 20,6 11,8 13,6 

500 10,2 9,6 - 15,8 - - 

Valores expressos em média. 

 

Tabela 2. Concentração Inibitória Mínima (CIM) de crescimento dos 
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus saprophyticus (ATCC 
15305), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e Bacillus cereus (ATCC 
33018), submetidos às diferentes concentrações de Extrato Hidroalcoólico de 
Punica granatum Linn. a 10% 

Extrato          
μg mL-1 

S. aureus 
ATCC 
25923 

S. saprophyticus 
ATCC 15305 

S. 

epidermidis 
ATCC 12228 

Bacillus 
cereus ATCC 

33018 

1000 I I I I 

500 I I I C 

250 I C C C 

C: Crescimento bacteriano / I: Inibição de crescimento pelo extrato 

 

Corroborando aos resultados registrados (Duman et al., 2009; 

Moorthy et al., 2013; Moreira et al., 2014) a efetividade antimicrobiana do extrato de 

romã também foi observada pelo presente estudo. Duman et al. (2009) analisaram 

seis cultivares de romã, verificando CIM para Bacillus megaterium, Corynebacterium 

xerosis, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, P. aeruginosa, S. aureus e E. coli 

variando de 30 a 90 μg mL-1. Esses autores verificaram correlação positiva entre a 
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atividade antimicrobiana e os teores de antocianina dos extratos por eles analisados. 

Moorthy et al. (2013) utilizaram teste de difusão em discos para avaliar extrato 

etanólico da casca de romã sobre 21 micro-organismos, verificando inibição de mais 

de 95% desses micro-organismos testados.  

Em relação à atividade antioxidante, o presente extrato apresentou 

valores correspondentes a 4,62% na de concentração de 50 μg mL-1, atingindo 

64,90% na concentração de 500 μg mL-1; com IC50% correspondendo a 378,80 μg 

mL-1 (Tabela 3). Para as concentrações avaliadas, não foi constatada presença 

significativa de compostos fenólicos.  

 

Tabela 3. Porcentagem de atividade antioxidante (AA%), teores de fenóis totais, 
para o extrato hidroalcoólico de Punica granatum Linn. à 10%, nas diferentes 
concentrações. 

Concentração 
(µg.mL-1) 

(AA%) 
Fenóis Totais 

(mg EAG.g-1 de 
extrato) 

1000 77,79 8,29 
500 64,01 6,92 
250 33,94 5,97 
100 31,27 5,88 
75 1,96 0,14 
50 2,17 - 
25 - - 

Valores expressos em média. EAG = Equivalente de ácido gálico. 

 

Silva et al. (2013) também avaliaram extrato confeccionado a partir da 

casca do fruto da romã. Entretanto, utilizaram extrato aquoso, seco e in natura, e 

assim como o presente estudo, observaram alta atividade antioxidante, mas a mesma 

não pôde ser correlacionada aos teores de fenóis e flavonoides totais. A romã 

apresenta composição química extremamente complexa, com especificidade 

terapêutica para cada composto presente. Talvez outras substâncias alcaloides 

presente no extrato estudado, possam ter sido as responsáveis pela atividade 

antioxidante encontrada (Moorthy et al., 2013; Rummun et al., 2013). Machado et al. 

(2003) e Moorthy et al. (2013) referiram a punicalagina, um tanino elágico derivado do 

fruto, é um dos principais constituintes antimicrobianos. Noda et al. (2002) avaliaram 

extrato acetônico de romã, apontando que para atividade antioxidante, há a 

contribuição de três antocianinas (delfinidina, cianidina e pelargonidine). 

Rummun et al. (2013) encontraram no extrato metanólico da casca do 
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fruto, valor de fenóis totais a 190,27 GAE.g-1. Karaaslan et al. (2014) encontraram no 

extrato acetônico do fruto de romã, de quatro cultivares, compostos fenólicos de 337,4 

a 178 mg.100 g-1. Esses resultados foram obtidos a partir das mesmas concentrações 

avaliadas neste estudo. Porém a metodologia diferenciada para a extração dos 

princípios ativos pode ser a responsável pela diferença significativa dos valores 

encontrados nas pesquisas supracitadas. Vale ressaltar que o local, o período e tipos 

de solventes utilizados na extração dos princípios ativos podem interferir na atividade 

biológica do extrato (Melo et al., 2012). 

 

 

4.4. CONCLUSÕES 
 

De acordo com os resultados obtidos, a inibição de bactérias Gram 

positiva nos permite concluir que o extrato hidroalcoólico da romã apresentou 

potencial terapêutico para o controle mastite bovina. Este resultado é particularmente 

importante para sistemas de produção que não permitem o uso de antibióticos 

químicos como sistemas agroecológicos, biodinâmicos e orgânicos. 
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6. CONCLUSÕES GERAIS 

 

 

O extrato hidroalcoólico da casca do fruto de Punica granatum Linn. 

apresentou-se um antimicrobiano eficaz contra bactérias causadoras da mastite 

bovina, principalmente de mastite subclínica. Dentre essas destaque-se o 

Staphylococcus aureus, principal agente infeccioso desta enfermidade. 

O extrato mostrou ação inibitória não somente a S. aureus como 

também a bactérias Gram positivas, demonstrando seu potencial benéfico ao controle 

de sanidade animal. Mesmo não encontrando valores significativos de compostos 

fenólicos e flavonoides que justificassem a atividade antioxidante observada 

justificando a ação antimicrobiana analisada.  

Dessa forma e a partir dos resultados encontrados pelo presente 

estudo pôde-se concluir que o EHPG 10% apresentou atividade antioxidante e 

antibacteriana e potencial terapêutico importante principalmente para o controle da 

sanidade animal em sistemas agroecológicos e de produção orgânica, onde o uso de 

antimicrobianos químicos é proibitivo. 
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