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RESUMO

Introdugdo: O Cravo-da-india (Syzygium aromaticum), membro da familia Mirtaceae, é cultivado em diversos
paises da Asia, Africa e Ocidente. O eugenol, seu principal composto fendlico volétil, confere aroma e sabor
caracteristicos, além de apresentar propriedades bactericidas. Objetivo: Este trabalho avaliou a atividade
antibacteriana do 6leo essencial do cravo da india (Syzygium aromaticum) frente as bactérias Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella ssp, isoladas de alimentos e agua. Métodos: Para isso, promoveu-se a
extracdo do 6leo essencial dos botdes florais secos do cravo da india pelo método da hidrodestilagao, utilizando
um sistema de Clevenger. A avaliagao de suscetibilidade das cepas aconteceu através do método de difuséo de
discos. Resultados: Escherichia coli e Salmonella, isoladas de alimentos, demonstraram sensibilidade ao dleo
essencial, com halos de inibicao de 16 e 18 mm, respectivamente. Ja as cepas gram-negativas Salmonella spp.
e Salmonella isoladas do sururu (Mytella guyanensis) também foram sensiveis ao 6leo e o padrao com halos de
inibicdo foram de 15 mm. No entanto, as cepas de Pseudomonas aeruginosa, isoladas de agua, nao
apresentaram atividade frente ao 6leo essencial. Discussdo: O Oleo essencial extraido do Syzygium
aromaticum, conhecido como cravo-da-india, demonstrou um alto nivel de atividade antibacteriana contra duas
das trés cepas bacterianas testadas (Escherichia coli e Salmonella spp), enquanto exibiu uma atividade
moderadamente eficaz contra Pseudomonas aeruginosa. Conclusdes: O estudo microbioldgico revelou que o
6leo essencial do cravo da india apresentou uma boa atividade antibacteriana contra as cepas testadas, sendo
que o eugenol é o principal responsavel por essa eficacia.

Palavras-chave: Oleo Essencial. Syzygium Aromaticum. Cravo. Eugenol. Atividade antibacteriana

ABSTRACT

Background: The Clove (Syzygium aromaticum), a member of the Myrtaceae family, is cultivated in various
countries across Asia, Africa, and the West. Eugenol, its primary volatile phenolic compound, imparts
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characteristic aroma and flavor, as well as possessing bactericidal properties. Objective: This study evaluated
the antibacterial activity of clove essential oil (Syzygium aromaticum) against Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, and Salmonella spp, isolated from food and water. Methods: To achieve this, the essential oil was
extracted from the dried floral buds of cloves using the hydrodistillation method, using a Clevenger system. The
susceptibility assessment of the strains took place using the disc diffusion method. Results: Escherichia coli and
Salmonella, isolated from food, demonstrated sensitivity to the essential oil, with inhibition halos of 16 and 18 mm,
respectively. The gram-negative strains Salmonella spp. and Salmonella isolated from sururu (Mytella
guyanensis) were also sensitive to the oil, and the pattern with inhibition halos was 15 mm. However, strains of
Pseudomonas aeruginosa, isolated from water, did not show activity against the essential oil. Discussion: The
essential oil extracted from Syzygium aromaticum, known as clove, demonstrated a high level of antibacterial
activity against two of the three tested bacterial strains (Escherichia coli and Salmonella spp), while exhibiting
moderately effective activity against Pseudomonas aeruginosa. Conclusions: The microbiological study revealed
that clove essential oil exhibited good antibacterial activity against the tested strains, with eugenol being the main

compound responsible for this efficacy.

Keywords: Essential Oil. Syzygium Aromaticum. Clove. Eugenol. Antibacterial Activity.

1. INTRODUGAO:

Os oOleos essenciais sao compostos
volateis encontrados em diversos orgaos
vegetais, como partes aéreas, cascas, troncos,
raizes, frutos, flores, sementes e resinas. Essas
substancias desempenham fungdes vitais para a
sobrevivéncia das plantas, incluindo a defesa
contra microrganismos (Lima, Oliveira, Lima,
Farias, & Souza, 2006). A composicdo quimica
dos 6leos essenciais € influenciada por varios
fatores, como condi¢des climaticas, acdo de
predadores e a idade da planta. (Gobbo-Neto &

Lopes, 2007). Além disso, a atividade
antibacteriana desses 6leos depende da espécie,
composicao, concentracao, substrato,

processamento e condicbes de armazenamento.
(Bertini, 2005). Eles demonstraram eficacia
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas
(Alvarenga, Schwan, Dias, Schwan-Estrada, &
Bravo-Martins, 2007; Dorman & Deans, 2000;
Ushimaru, Silva, Di Stasi, Barbosa, & Fernandes
Junior, 2007), bem como contra leveduras
(Hammer, Carson, & Riley, 1999) e fungos
filamentosos (Souza, Pereira, Angélico, &
Pimenta, 2004; Viegas, Soares, Carmo, &
Rossetto, 2005).

O Cravo da India (Syzygium aromaticum)
pertence a familia Mirtaceae e é cultivado em
diversos paises da Asia, Africa e na regido
Ocidental (Mendes Ferrao, 1993). O cravinho é a
gema floral seca, sendo usado principalmente
como condimento na culinaria, devido ao seu
marcante aroma e sabor, conferido por um
composto fendlico volatil, o eugenol que é seu
componente majoritario (Gomes, Oliveira, et al.,
2018). Nas folhas ele chega a representar
aproximadamente 95% do 6leo extraido (Raina,
Srivastava, Aggarwal, Syamasundar, & Kumar,
2001). O eugenol é muito usado na odontologia

como componente de seladores e outros produtos
antissépticos de higiene bucal, tendo comprovado
efeito bactericida (Chong, Pitt Ford, &
Kariyawasam, 1997; Kaplan, Picca, Gonzalez,
Macchi, & Molgatini, 1999; Shapiro, Meier, &
Guggenheim, 1994). Estudos sobre a obten¢éo do
6leo essencial do cravo-da-india tém sido
conduzidos devido a sua aplicacdo comercial
direta (Clifford, Basile, & Al-Saidi, 1999; Rovio,
Hartonen, Holm, Hiltunen, & Riekkola, 1999).
Além disso, o eugenol é utilizado para a produgao
de outros fendlicos e em pesquisas toxicolégicas
(Priefert, Rabenhorst, & Steinbiichel, 2001).

Portanto, este trabalho avalia a atividade
antibacteriana do 6leo essencial extraido dos
botdes florais secos do Cravo da india (Syzygium
aromaticum) sobre as cepas de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella ssp.

2. MATERIAL E METODOS:

O presente trabalho foi desenvolvido no
Laboratério de Pesquisa em Quimica Analitica
(LPQA), Central Analitica, Laboratério de Fisico-
Quimica e Microbiologia do Pavilhdo Tecnoldgico
da Universidade Federal do Maranhao — UFMA e
da Central Analitica da Unicamp-SP.

2.1. Materiais

Os reagentes utilizados foram de grau
analitico. Agar Muller Hinton (500g Himedia), Agar
BHI ( 500g Himedia), padrdao eugenol (99%,
Sigma).
2.2. Métodos

2.2.1. Coleta dos frutos do cravo da india

Os frutos utilizados neste trabalho foram
provenientes do mercado informal do projeto
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Reviver, no municipio de Sao Luis. O material foi
selecionado e em seguida acondicionado em
sacos plasticos devidamente lacrados e
guardados em local seco e arejado. Os botbes
secos foram triturados no moinho e o material
obtido foi armazenado em frasco de polietileno
para posterior extragao do 6leo essencial.

2.2.2. Extracdo, tratamento e armazenamento do
6leo essencial

No processo de extracao do 6leo essencial
do Syzygium aromaticum, utilizou-se o sistema
Extrator de Clevenger, acoplado a um baldo de
fundo redondo de 1000 mL e uma manta elétrica
como fonte geradora de calor. A biomassa dos
botdes florais secos do cravo da india, pesando
aproximadamente 69 gramas, foi adicionada a
200 mL de agua destilada. A manta elétrica foi
ligada, mantendo a temperatura constante a
100°C. Apds 5 horas, a destilagao foi encerrada, e
o0 oleo essencial foi recolhido. Para a secagem do
6leo, utilizou-se percolacdo em sulfato de sédio
anidro. Essas etapas foram realizadas em
triplicatas, e as amostras foram armazenadas em
recipientes de vidro sob refrigeracdo, a fim de
evitar possiveis perdas de constituintes volateis
(Gomes, Mouchrek Filho, et al., 2018).

2.2.3. Testes da atividade antibacteriana

As cepas de Escherichia coli, Salmonella
ssp, Pseudomonas aeruginosa utilizadas neste
trabalho foram provenientes de alimentos cedidos
pelo Laboratério de Microbiologia do Programa de
Controle de Qualidade de Alimentos e Agua
(PCQA) da Universidade Federal do Maranh&o. A
atividade antibacteriana do 6leo essencial e do
padrdo de eugenol foi avaliada utilizando-se o
método de difusdo em disco recomendado pela
Clinical And Laboratory Standards Institute
(2005).

Para avaliar a atividade antimicrobiana, as
culturas bacterianas foram inoculadas em caldo
BHI (Brain and Heart Infusion) e incubadas a 37°C
por 24 horas. Em seguida, realizou-se a diluigao
até obter uma suspensao padronizada com grau
0,5 da escala de McFarland (108
microrganismos/mL). O in6culo de 0,1 mL de cada
cultura bacteriana foi semeado com swab estéril
na superficie de placas contendo Agar Mueller
Hinton solidificado. Pequenos discos de papel de
fitro com 6 mm de didmetro, impregnados
individualmente com 75 pL do 6leo essencial e
com o padrao de eugenol, foram pressionados
levemente sobre a superficie do meio. As placas
foram incubadas a 37°C por 24 horas, € a leitura

dos halos de inibicdo foi realizada com o uso de
uma regua milimetrada certificada pelo INMETRO
(Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

A atividade antibacteriana do dleo
essencial do cravo-da-india (Syzygium
aromaticum) foi avaliada pelo método da difuséo
em disco em relagao a cepas de Escherichia coli,
Salmonella spp e Pseudomonas aeruginosa,
conforme apresentado na Tabela 1. Escherichia
coli e Salmonella, isoladas de alimentos,
demonstraram sensibilidade ao déleo essencial,
com halos de inibicio de 16 e 18 mm,
respectivamente. No entanto, as cepas de
Pseudomonas aeruginosa, isoladas de agua, nao
apresentaram atividade frente ao 6leo essencial,
conforme ilustrado na Figura 1.

Os resultados positivos tanto do 6leo do
cravo-da-india quanto do padrao eugenol para as
cepas testadas corroboram com estudos
anteriores. Novacosk e Torres (2006) verificaram
que, entre cinco Oleos essenciais extraidos de
plantas medicinais, aqueles com maior atividade
antimicrobiana eram os que possuiam elevados
teores de alcoois, fendis e aldeidos. Além disso,
Asolini e colaboradores (2006) observaram
atividade antimicrobiana de todos os compostos
fendlicos extraidos de dez plantas usadas como
chas.

Com base nas informagdes de Alzoreky e
Nakahara (2003), halos com valores menores que
12 mm nado sao indicativos de atividade
antibacteriana. No entanto, quando se trata de
Oleos essenciais que contém eugenol como
componente majoritario, existe um consenso
entre os autores. Classifica-se sua eficacia como
agente antibacteriano quando o halo de inibigcao
apresenta um diametro minimo entre 8 e 10 mm
nos testes realizados pelo método da difusdo em
disco (Cimanga et al., 2002; Farago, Paula,
Bittencourt, Zarpellon, & Checchia, 2005; Moreira,
Ponce, del Valle, & Roura, 2005). E importante
lembrar que a velocidade de difusdo das
substancias no agar influencia a zona de inibigao
de crescimento. O 6leo essencial, sendo viscoso
e de baixa polaridade, pode dificultar sua difusdo
nesse meio. Portanto, qualquer valor de halo
obtido, mesmo que pequeno, indica a atividade
antibacteriana desse 6leo (Fonseca et al., 2006;
Glisic, Milojevic, Dimitrijevic, Orlovic, & Skala,
2007).

Os resultados do estudo sobre a ativiqade
antibacteriana do 6leo essencial do Cravo da India
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e do padréao de eugenol em relagédo as cepas de
Escherichia coli padrao e a cepa isolada da alface
revelaram halos de inibicdo considerados
sensiveis, conforme ilustrado nas Figuras 3 e 4.

De acordo com Matan e colaboradores
(2006), os compostos ativos presentes em 6leos
ricos em eugenol e outros aldeidos tém
capacidade de interferir na sintese de enzimas
bacterianas e causar danos a estrutura da parede
bacteriana. Além disso, 06leos essenciais
contendo eugenol, como o o6leo da canela,
demonstraram potencial inibidor comparavel
sobre linhagens de E. coli. Embora ndo tenha
havido analise fotoquimica especifica dos 6leos
estudados, a presenca de compostos ativos e o
eugenol como componente majoritario
provavelmente contribuiram para a maior
atividade antibacteriana dos 6leos (Scherer et al.,
2009; Silvestri et al. 2010).

O 6leo essencial do Syzygium aromaticum
e seu componente principal, o eugenol,
demonstraram atividade antimicrobiana contra as
cepas gram-negativas Salmonella spp. e
Salmonella isoladas do sururu (Mytella
guyanensis) (Figuras 5 e 6). Os halos de inibigao
foram de 15 mm tanto para o 6leo quanto para o
eugenol. Notavelmente, quando testados com a
Salmonella isolada de alimentos (sururu),
observou-se uma inibicado ainda maior, com um
valor de 18 mm.

De acordo com Cimanga e colaboradores
(2002), dleos essenciais que resultem em halos
de inibicdo de crescimento abaixo de 10 mm séo
considerados inativos. Quando os halos estédo
entre 10 e 15 mm, classificam-se como ativos. No
caso do 6leo essencial dos botdes florais secos do
Syzygium aromaticum, observa-se atividade
antibacteriana de excelente nivel para duas das
trés cepas testadas (Escherichia coli e Salmonella
spp.), com halos de inibicdo iguais ou superiores
a 15 mm. Para as cepas de Pseudomonas
aeruginosa, o 6leo apresentou um halo de 12 mm,
sendo classificado como moderadamente ativo.

O mecanismo pelo qual os Odleos
essenciais combatem bactérias ainda ndo esta
completamente esclarecido. Estudos indicam que
sua agcdo comega na membrana celular, devido as
propriedades lipofilicas e volateis desses 6leos
(Stammati et al., 1999). Para Burt (2004), essa
acao conjunta dos componentes do dleo,
denominado sinergismo, é que o torna eficaz
como agente antibacteriano. Tal efeito justifica a
atividade do 6leo essencial frente as bactérias
testadas e esse ganho de eficiéncia é atribuido
aos demais componentes do déleo.

4. CONCLUSOES:

O dleo essencial do Syzygium aromaticum
(cravo da india), frente as cepas isoladas de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Salmonella ssp, apresentou atividade
antibacteriana de excelente nivel para duas das
trés bactérias testadas (Escherichia coli e
Salmonella ssp ) e moderadamente ativa para
Pseudomonas aeruginosa, logo sugere-se que
esse condimento poderia oferecer uma alternativa
natural e de baixo custo na conservacdo de
alguns alimentos, bem como no combate a certas
enfermidades.
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Figura 1. Comparacéo da atividade antibacteriana do 6leo essencial contra as cepas de

Pseudomonas aeruginosa padrdo e Pseudomonas aeruginosa isoladas da agua. Fonte: o autor

Figura 2. Comparagéo da atividade antibacteriana do eugenol contra as cepas de Pseudomonas
aeruginosa padrao e pseudomonas aeruginosa isoladas da 4gua. Fonte: o autor
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Figura 3. Comparacédo da atividade antibacteriana do 6leo essencial contra as cepas de E.coli
padrdo e E.coli isoladas da 4gua. Fonte: o autor

Figura 4. Comparacéo da atividade antibacteriana do eugenol contra as cepas E.coli padréao e E.coli
isolada da agua. Fonte: o autor

Figura 5. Comparagédo da atividade antibacteriana do 6leo contra as cepas Salmonella ssp padréo e
Samonella isoladas do sururu (Mytella guyanensis). Fonte: o autor
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Figura 6. Comparacéo da atividade antibacteriana do eugenol contra as cepas Salmonella ssp

padrdo e Samonella isoladas do sururu (Mytella guyanensis). Fonte: o autor

Tabela 1. Sensibilidade das cepas de Escherichia coli, Salmonella spp e Pseudomonas aeruginosa

ao 6leo essencial do Syzygium aromaticum e do padrao de eugenol, utilizando-se o0 método de

difusdo em disco. Fonte: o autor

Componentes

E.coli (mm) Salmonella spp (mm)

Pseudomonas
aeruginosa (mm)

Sururu
Padrao Alface Padrao (Mytella
guyanensis)

Padraio  Agua

Oleo Essencial
Eugenol

16 16 15 18
19 16 15 18

12 -
12 12
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