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RESUMO

A mastite é a doenca mais frequente e de maior impacto econémico em rebanhos
leiteiros no mundo. O seu controle realizado por antimicrobianos tradicionais, deixa
presenca de residuos dos medicamentos no leite e tem gerado perdas grandes para 0s
produtores, além de graves problemas de satde pablica. Nos ultimos anos tem crescido
exponencialmente o numero de pesquisas que buscam métodos e/ou produtos
alternativos que possam ser empregados na prevencao e tratamento de diversas doencas.
Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial de trés
produtos naturais, com reconhecidas propriedades bioldgicas, i.e., propolis, geraniol e
extrato de casca de abacate, no controle de microrganismos causadores de mastite
bovina, empregando modelos de estudos in vitro, frente as bactérias Staphylococcus
aureu e Streptococcus agalactiae. Para a investigacdo do potencial antimicrobiano, fez-
se 0 uso do método de difusdo em &gar e para a determinagdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM), fez o0 uso do método de diluicdo em pocos. Os resultados
mostraram que o geraniol e o extrato de casca de abacate sdo compostos muito ativos

para o controle das bactérias Staphylococcus aureu e Streptococcus agalactiae.

PALAVRAS-CHAVE: Microrganismos, Staphylococcus aureu e Streptococcus

agalactiae.



ABSTRACT

Mastitis is the most frequent disease with the greatest economic impact on dairy herds
worldwide. Its control carried out by traditional antimicrobials leaves the presence of
drug residues in the milk and has generated great losses for producers, in addition to
serious public health problems. In recent years, the number of researches that seek
alternative methods and/or products that can be used in the prevention and treatment of
various diseases has grown exponentially. In this context, the present study aimed to
evaluate the potential of three natural products, with recognized biological properties,
ie, propolis, geraniol and avocado peel extract, in the control of microorganisms that
cause bovine mastitis, using in vitro study models, against Staphylococcus aureu and
Streptococcus agalactiae bacteria. For the investigation of the antimicrobial potential,
the agar diffusion method was used and for the determination of the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC), the well dilution method was used. The results showed
that geraniol and avocado peel extract are very active compounds for the control of

Staphylococcus aureu and Streptococcus agalactiae bacteria.

KEYWORDS: Microorganisms, Staphylococcus aureu and Streptococcus agalactiae.
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1. INTRODUCAO

A Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO)
declarou que o Brasil se encontra entre 0s paises que possuem maior producéo de leite
do mundo, ocupando a quarta posi¢do no “ranking mundial”. Contudo, essa produgao
vem acompanhada de muitos desafios e dificuldades, como oscila¢cdes na qualidade do
produto e a garantia da condicdo sanitaria dos estabelecimentos e equipamentos
utilizados na ordenha (FAO, 2021).

Dentre os problemas enfrentados na cadeia produtiva de leite, as doencas
ocasionadas na glandula mamaria, sdo uma das principais causas de prejuizos, tanto na
questdo da qualidade do leite quanto na questdo de descarte de vacas. Sendo a mastite
considerada como a principal doenca na cadeia bovina do mundo.

A mastite possui diversas causas, entre elas a ambiental e a contagiosa. Sabe-se
ainda, que dessas inUmeras causas, 0 acometimento por microrganismos é o mais
recorrente, principalmente por bactérias como Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.
(MEYER et al., 2013).

Os agentes contagiosos vivem e se multiplicam sobre ou dentro da glandula
mamaria e sua transmissao ocorre de animal para animal ou de teto para teto durante a
ordenha. Dentre os microrganismos, Staphylococcus aureus sdo 0s agentes mais
comuns relacionados a mastite bovina contagiosa, com potencial desenvolvimento de
fatores de resisténcia a quase todos 0s agentes antimicrobianos sintéticos. Esta
resisténcia antimicrobiana desenvolvida pelos patdgenos é uma das principais razdes da
baixa taxa de cura desta doenca (FIGUEIREDO, 2018).

A inflamacéo da glandula maméria pode ser classificada em clinica e subclinica,
de acordo com sinais apresentados pelos animais. Quando clinica, o tratamento tende a
ser mais rapido e eficaz, pois é notada rapidamente pelo produtor (SCHVARZ e
SANTOS, 2012). J& nos casos subclinicos, o diagnostico torna-se menos especifico,
pois 0 animal ndo apresenta sinais evidentes e, dependendo da causa, pode disseminar a
doenca para outros animais da propriedade.

De acordo com Santos et al. (2017), a mastite é considerada a doenca de maior
importancia para o rebanho leiteiro tanto no Brasil quanto no mundo, gerando danos no
ambito econdmico, diminuindo a qualidade do leite e causando prejuizos para o

produtor rural.



Contudo nos ultimos anos tém-se realizado uma busca com maior avidez,
baseada na biodiversidade de plantas presentes em nosso pais, por recursos genéticos e
bioguimicos que possam ser modificados ou que apresentem moléculas bioativas com
potencial farmacéutico. Ainda que a maioria das pesquisas seja relacionada a atividade
de produtos vegetais, produtos de origem animal também tém conquistado espaco, tais
como, os originados do metabolismo das abelhas, principalmente o mel, prépolis e cera
(BASTOS et al., 2011).

A propolis € conhecida ha muito tempo por ser antiviral, antiinflamatorio,
antibacteriano, anestésico, antioxidante, antitumoral, anticancer, antiflngico,
antifungico protozoario, anti-hepatotdxico, anti-mutagénico, anti-séptico, etc. (TORETI
et al., 2013; SFORCIN, 2016).

As caracteristicas fisico-quimicas e as propriedades naturais de varios tipos de
prépolis vém sendo estudadas na ultima década. Novos compostos antimicrobianos
ativos foram identificados na prépolis. Esses compostos modulam positivamente a
resisténcia antimicrobiana de bactérias multirresistentes. Pesquisas publicadas
indicaram que a propolis e seus derivados possuem muitos compostos antimicrobianos
naturais com amplo espectro contra diferentes tipos de bactérias e que aumentam a
eficacia dos antibidticos convencionais. Além disso, a combinagdo da propolis com
outros compostos, como o mel, tem sido estudada, de forma que tais combinacgdes
tenham um efeito sinérgico contra cepas bacterianas como Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (ORYAN, ALEMZADEH e MOSHIRI, 2018).

Em geral, os 6leos essenciais derivados de plantas sdo considerados compostos
potencialmente eficazes contra micro-organismos e sdo liquidos oleosos aromaticos,
volateis a temperatura ambiente, caracterizados por um forte aroma, sendo raramente
coloridos e geralmente tendo densidade menor que a agua. Sd8o misturas de diferentes
compostos, mas 0s principais componentes sao terpendides e terpenos (hidrocarbonetos
ciclicos). As atividades antimicrobianas dos 6leos essenciais dependem da combinacao
e das proporgdes dos diferentes compostos encontrados na sua constituicdo (MIHAI;
POPA, 2015; PAUL; DUBEY; KANG, 2011; RUIZ; FLOTATS, 2014).

O geraniol, ¢ um alcool monoterpeno e isémero do nerol, sendo extraido com
elevada concentracdo do 6leo de palmarosa (FAHLBUSCH et al., 2003; SCHERER et
al., 2009). Este composto também possui acdo antimicrobiana comprovada contra
algumas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (JIROVETZ et al., 2007; CHEN;
VILJOEN, 2010) e frente a fungos, como Candida albicans, Candida glabrata,



Candida krusei, Aspergillus niger, Penicillium verrucosum, Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii (YOKOMIZO; NAKAOKA-SAKITA, 2014; MARTINS; SOUZA,
2015; PEREIRA; LIMA, 2017).

O abacate é uma planta dicotileddnea pertencente a familia Lauraceae, e ao
género Persea, que é dividido em dois subgéneros: Persea e Eriodaphne, sendo o
subgénero Persea americana o mais estudado. Trata-se de uma frutifera subtropical de
alto valor nutritivo e com caracteristicas funcionais, tanto para a nutricdo humana
quanto para a producdo de cosméticos (KOLLER, 2002; SIBEN, 2012). O extrato de
cascas de abacate em estudos com atividades antioxidante e antimicrobiana mostra-se
promissor. O extrato apresenta resultados expressivos, com alta atividade antioxidante,
além de caracteristicas inibitorias frente a S. aureus e S. enteritides (LIBERINO et al.,
2018).

Com base no apresentado e nos impactos causados pelas perdas por mastite, este
trabalho é de suma importancia para avaliar o potencial antimicrobiano destes trés
compostos naturais, cumprindo com a parte inicial de caracterizagcdo de materiais, para

futuramente serem utilizados em produtos de controle em planteis de vacas leiteiras.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana do prépolis, dleo de geraniol e extrato
de casca de abacateiro no controle das bactérias causadoras da mastite.

2.2 Objetivos especificos

Determinar a concentragdo minima inibitéria de cada um dos compostos para
obtencdo do produto derivado frente aos micro-organismos de importancia na saide
animal;

Avaliar da atividade antimicrobiana do extrato de prépolis frente as bactérias
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae.

Avaliar da atividade antimicrobiana do 6leo de geraniol frente as bactérias
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae.

Avaliar da atividade antimicrobiana do extrato de casca de abacateiro frente as

bactérias Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Mastite

A teoria da infeccdo foi fundamentada no século XIX, através da injecdo da
secrecdo obtida de mamas inflamadas no canal da teta de vacas sadias. Posteriormente,
investigacGes microbioldgicas de numerosos pesquisadores permitiram o conhecimento
de varios tipos de agentes infecciosos (OLIVEIRA, 2015).

Segundo S4, et al., (2018), na Revista Brasileira de Gestdo Ambiental (2018),
informa um grupo diversificado de microrganismo que tem sido reportado & mastite
bovina, no qual se inclui: bactérias, leveduras e fungos filamentosos. A incidéncia de
infeccdes virais, microplasmas e fungos relacionados a mastite, também sdo relatados
pela literatura, porém com menores incidéncias. A literatura afirma que esta
enfermidade pode ser causada por aproximadamente 137 espécies de microrganismos
pertencentes a 35 géneros, sendo a bactéria com maior prevaléncia (OLIVEIRA et al.,
2012).

Segundo S4, et al., (2018), os agentes etiologicos causadores de mastite
infecciosa sdo classificados em dois grupos: contagiosos e ambientais. Os agentes
contagiosos vivem e se multiplicam sobre ou dentro da glandula mamaéria e sua
transmissdo ocorre de animal para animal ou de teto para teto durante a ordenha. Dentre
0s microrganismos, Staphylococcus aureus sdo 0s agentes mais comuns relacionados a
mastite bovina contagiosa, com potencial desenvolvimento de fatores de resisténcia a
quase todos os agentes antimicrobianos sintéticos (FIGUEIREDO, 2018).

Os agentes ambientais vivem no meio onde os animais sdo criados e a infec¢do
das glandulas ocorre no periodo entre as ordenhas. A mastite por agentes ambientais
instala-se quando a imunidade do hospedeiro estd comprometida ou quando as
condic@es higiénicas sanitarias ndo sdo favoraveis (MASSOTE, et al., 2019).

Os principais agentes ambientais sd o0s coliformes e algumas
espécies de estreptococos (Streptococcus uberis e agalactiae), sendo o ambiente onde
a vaca vive o local onde esses agentes sdo encontrados. A mastite ambiental caracteriza-
se por ser uma infeccdo curta, que resulta em queda acentuada da producéo de leite e até
mesmo na morte da vaca (NEGRAO; DANTAS, 2010).



Tanto a mastite contagiosa quanto a ambiental “ocasionam um processo
inflamatorio do ubere, acompanhado da reducdo de secrecdo de leite e mudanca de
permeabilidade da membrana que separa o leite do sangue” (SANTOS et al., 2017).

Esta doenca pode ser de dois tipos, mastite clinica e mastite subclinica.
(MASSOTE et al, 2019). Como afirma Coser, Lopes e Costa (2012)
independentemente do tipo da intensidade da mastite, ira implicar na diminui¢do do
fornecimento do leite.

O estudo e o desenvolvimento de novas ferramentas para o tratamento da
mastite € importante pelo impacto econdémico e de bem estar animal. Verificar o efeito
de novos compostos pode ser uma estratégia a ser utilizada devido ao aumento da
resisténcia bacteriana contra antibioticos comumente utilizados no tratamento da mastite
e as mudancas de viruléncia e perfil antigénico dos patdgenos que apresentam

relevancia clinica e ecolégica (JESUS et al., 2017).

3.2 Oleo de geraniol

Os 6bleos essenciais possuem a caracteristica de atuarem como antimicrobianos
naturais (EBRAHIMI, 2008). Os 6leos essenciais tém grande importancia industrial e
sdo principalmente utilizados pelas industrias de perfumaria, cosméticos, alimentos e
farmacéutica (TRANCOSO et al., 2013).

Geraniol (3,7-dimetilocta-trans-2,6-dien-1-ol) é um élcool aciclico monoterpeno
com a férmula quimica C19H1s0 (Figura 1). O produto referido como "geraniol” é uma
mistura dos dois cis-trans isdmeros corretamente denominados geraniol (trans) e nerol
(cis). Geraniol é um alcool terpeno comercialmente importante que ocorre nos 6leos

essenciais de varias plantas arométicas (CHEN e VILJO, 2010)

Figura 1 - Estrutura quimica do geraniol

OH

Fonte: Si et al. (2005)



Si et al., (2005) e Scherer et al., (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana de
diferentes tipos de 6leos essenciais, entre estes 0 geraniol que se apresentou como um
dos oOleos essenciais com capacidade de inibicdo da bactéria Escherichia coli e
Salmonella Typhimurium superior a 80% para concentracdes de Oleo de apenas 500
ug.mL?, e com concentragdo minima inibitéria (MIC) entre 0,4 e 0,6 mg.L™? para as
bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

O estudo e o desenvolvimento de novas ferramentas para o tratamento da mastite
é importante pelo impacto econdmico e de bem estar animal. Verificar o efeito de novos
compostos pode ser uma estratégia a ser utilizada devido ao aumento da resisténcia
bacteriana contra antibidticos comumente utilizados no tratamento da mastite e as
mudancas de viruléncia e perfil antigénico dos patdgenos que apresentam relevancia
clinica e ecoldgica (JESUS et al., 2017).

3.3 Extrato de Prépolis

Mesmo sendo conhecida na medicina popular desde a antiguidade, a propolis
tem atraido atencdo de pesquisadores por sua utilidade na medicina e na cosmeética,
sendo amplamente estudada sua funcdo antimicrobiana. Inumeros estudos relatando as
propriedades bioldgicas da propolis ja foram descritos (SFORCIN et al., 2000).

A acdo antibacteriana da propolis € evidenciada principalmente sobre as
bactérias Gram positivas. Apesar de haver efeito contra as bactérias Gram-negativas, as
Gram-positivas mostraram-se mais suscetiveis a prépolis, sendo este fato atribuido a
acdo dos compostos presentes na propolis sobre a parede celular das bactérias Gram-
positivas. E apesar da parede celular das bactérias Gram-negativas ndo ser tdo rigida
quanto as Gram-positivas, € quimicamente mais complexa e possui maior teor lipidico
que as Gram-positivas (VARGAS et al., 2004).

Sugere-se que o extrato etandélico de prdpolis tem efeito bactericida causado pela
presenca de ingredientes muito ativos, porém, labeis. E sugerido que a combinagio de
extratos de propolis com antimicrobianos possa permitir a reducdo da dose clinica de
determinados antibioticos e, assim, diminuir a incidéncia de efeitos colaterais e ao
mesmo tempo potencializar a antibioticoterapia no tratamento de infeccbes em que a

resisténcia bacteriana torna-se fator determinante (MIRZOEVA et al., 1997). Nenhum



componente isolado possui atividade antibacteriana sobre o Staphylococcus aureus, ou
outra bactéria, tdo potente quanto todo o extrato (KUJUMGIEYV et al., 1999).

No caso de cepas de Staphylococcus aureus isoladas de casos de mastite bovina,
testes in vitro com amostras de extratos de propolis, originarios da Poldnia, mostraram
uma concentracdo inibitéria minima em torno de 80 pg/mL (MERESTA et al., 1985).
Meresta et al., (1989) testaram um tratamento de mastite bovina com extrato de
propolis. A recuperacdo completa foi observada em 86,6% das vacas com mastite
aguda, em 100% dos casos de infeccdo causados por Candida albicans, 85%
por Escherichia coli, 91% por Staphylococcus sp. e 84,3% por Streptococcus sp. Os
autores ainda concluiram que a prépolis apresenta-se bastante efetiva na terapia da

mastite causada por microrganismos resistentes aos antibioticos convencionais.

3.4 Extrato de casca de abacate

O uso da casca de abacate (Persea americana) em pesquisas vem crescendo nas
ultimas décadas. Estudos descrevem atividades hepatoprotetora, anti-inflamatoria e
analgeésica, anti-hipertensiva, antioxidante e antimicrobiana dessas por¢des do abacate
(ADEYEMI; OKPO; OGUNTI, 2002).

Dados etnofarmacoldgicos apontam que o abacate possui as seguintes
propriedades:  anti-inflamatéria,  antianemica, antidiarreica,  anti-helmintica,
antirreumatica, antioxidante, antisséptica das vias respiratdrias, antiuricémica,
balsdmica, carminativa, cicatrizante, depurativa, digestiva, diurética, emoliente,
estoméaquica, umectante, vermifuga e vulneraria. Com essas propriedades, a planta é
usada popularmente em afeccBes hepaticas, doencas renais e vias urinarias, cistites,
diarreias, disenterias, gases intestinais e estomacais, aftas, distarbios das vias urinarias,
para regularizar o fluxo menstrual e liberar a menstruagdo, acdo esta atribuida aos
flavonoides. O dleo tem grande riqueza de vitaminas e de grande utilidade no combate
ao raquitismo (LORENZI, 2002).



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais
- Agua destilada
- Agua deionizada
- Alcool Etilico ABS. P.A-ACS - Dindmica Quimica Contemporanea

Ltda.
- 2,3,5 - Triphenyltetrazolium chloride (TTC) >= 95% - Sigma-Aldrich
Brasil Ltda

- 2,2-difenil-1-picril-hidrazil - Sigma-Aldrich Brasil Ltda
- Miiller Hinton Agar - Sigma-Aldrich Brasil Ltda

- Sabouraud Dextrose Agar — Kasvi

- Geraniol Sigma Aldrich 99,9%.

- Prépolis em pé

4.2 Obtencao dos extratos

O composto geraniol foi utilizado puro P.A, ja a propolis foi adquirida em uma
casa de produtos naturais da cidade e apenas fez-se a diluicdo na proporcdo 1:1 prépolis
em pé e &gua, sem preparo de extrato. Ja para o extrato de abacate, a casca de caule de
abacateiro foi coletada de um ramo lateral, de uma planta adulta, localizada na zona
rural do municipio de Descanso, Santa Catarina (-26°80'55.64"S -53°56'55.64" W). Os
fragmentos de casca de caule foram coletados em novembro de 2018, quando a mesma
encontrava-se no estagio de plena floracdo. O material coletado foi transportado até o
laboratério de Bromatologia da Universidade Federal da Fronteira Sule fragmentado,
utilizando-se facas para cortar a casca em fragmentos com cerca de 1 cm. Estes foram
acondicionados em galBes, na proporcdo de 2 kg de casca de caule para 2 litros de
alcool 92% (v/v agua), sendo deixados de molho por cerca de 40 dias.

Apds macerado, o extrato alcoolico foi coado em papel filtro e levado ao rota
evaporador, sob rotacdo média e temperatura de 48-50°C, até total evaporacdo do
alcool, obtendo-se o extrato seco, mantido sob refrigeracdo (5-6°C). Os extratos foram

diluidos em &gua Milli-q a uma concentracdo de 0,01 g/ml.



4.3 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Avaliou-se a atividade antimicrobiana para as cepas de Staphylococcus
aureus, e Streptococcus agalactiae. Foi realizado o teste de difusdo em agar com 18
placas baseado no documento M31-A3 (CLSI, 2012) utilizando cada um dos
compostos. Nas placas de Petri esterilizadas, adicionou-se 0 agar correspondente ao
micro-organismo avaliado. Estriou-se o indculo de 108 UFC/mL em toda érea
superficial. Fez-se os pogos, em triplicata, de 9 mm no agar e foram dispostos 100 pL
de extrato cada. As placas foram levadas a estufa (QUIMIS Q-316M5) a 36 °C por 24

h. Os diametros dos halos ao redor de cada poco foram mensurados em milimetros.

4.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana pela metodologia da
Concentracdolnibitéria Minima (CIM)

O geraniol, o extrato de prépolis e o0 extrato de casca de abacate foram
submetidos a investigacdes de avaliagcdo da atividade antimicrobiana para as bactérias,
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae.

A determinacdo da atividade antimicrobiana dos compostos foi realizada por
meio da técnica da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), segundo metodologia
descrita pela Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). O ensaio foi
realizado em microplacas estéreis de 96 pogos com fundo em forma de “U, nos quaiS
foram adicionados 100 pL meio de cultura BHI (Heart Infusion Broth - Caldo Cérebro
Coracdo) para crescimento microbiano. Posteriormente, na primeira linha, foram
adicionados 100 pL da solugcdo contendo o agente antimicrobiano em estudo na maior
concentracdo, sendo reduzido a concentracdo pela metade na sequéncia dos pocos
posteriores. Finalmente, em cada poco, foram adicionados 5 pL de suspensao
microbiana com 108 UFC mL™. As microplacas foram incubadas em estufa
microbiologica, sob temperatura de 37+1 °C por 20 h, de modo a promover o
crescimento microbiano. Apos decorrido este periodo, foi adicionado em cada pogo 20
puL de TTC (cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlico), agente que promove a coloracdo das
células, possibilitando a visualizagdo do crescimento bacteriano. As microplacas foram
levadas para a estufa bacteriologica por mais 4 h, sendo entdo retiradas para
visualizacdo da coloracdo, que apresenta-se avermelhada nos pocos cuja adicdo dos

materiais ndo foi suficiente para causar a morte microbiana, sendo identificado o



crescimento. Nos pogos que ndo apresentaram coloracdo, portanto, ndo houve
crescimento microbiano, pois naquela concentragédo, o agente antimicrobiano foi eficaz,
evitando a proliferacdo das bactérias. Para a coluna 12, que representa o branco
(controle) e contém apenas 100 pL de meio de cultura, os resultados mostram que a
placa e o meio utilizado estdo estéreis, visto que 0s pog¢os estdo incolores, indicando que

nao houve crescimento de bactérias.



5. RESULTADO E DISCUSSOES

Primeiramente 0s compostos ativos foram testados quanto ao seu poder
antimicrobiano pelo método de difusdo em &gar, seguindo a definicdo de estabelecida
por Alves et al. (2000), o qual estabelece que didametros dos halos de inibicdo menores
que 9 mm devem ser considerados microbiologicamente inativos, os diametros entre 9
mm e 12 mm como parcialmente ativos, os diametros entre 13 mm e 18 mm como
ativos e os didmetros maiores que 18 mm muito ativos.

A Figura 2 apresenta os resultados dos testes de difusdo para Geraniol, extrato
da casca do abacate, e da préopolis para a bactéria Staphylococcus aureus.

Figura 2 - Testes de difusdo para Geraniol (a), extrato da casca do abacate (b), e da
propolis (c) para a bactéria Staphylococcus aureus.

A Figura 3 apresenta os resultados dos testes de difusdo para Geraniol, extrato

da casca do abacate, e da propolis para a bactéria Streptococcus agalactiae.

Figura 3 - Testes de difusdo para Geraniol (a), extrato da casca do abacate (b), e da
propolis (c) para a bactéria Streptococcus agalactiae.




A Tabela 1 apresenta os valores dos halos de inibicdo obtidos para cada uma das

bactérias testadas com os trés compostos ativos, conforme figuras apresentadas acima.

Tabela 1 - Diametro médio dos halos de inibi¢éo por difusdo em agar para 0s compostos
avaliados frente as bactérias Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae.

Compostos ] ] o
Média (£ SD) diametro dos halos de inibicdo em mm
Microrganismos
S. aureus S. agalactiae
Geraniol 22,1+0,10 13,5+0,05
Extrato de casca de abacate 12,5+0,10 7,0 £0,05
Prépolis 2,0+0,10 0,0+ 0,00

Fonte: o autor (2022).

De acordo com sua capacidade antimicrobiana, o geraniol se apresenta como um
composto muito ativo para S. aureus e ativo para S. agalactiae, o extrato de casca de
abacate se mostrou ativo para S. aureus e parcialmente ativo para S. agalactiae, ja a
prépolis em pd ndo apresentou atividade para nenhuma das bactérias testadas.

Chang, Chen e Chang (2001) avaliaram a atividade antibacteriana do ¢leo
essencial de folhas de canela (Cinnamomum osmophloeum) e seus constituintes. Dentre
0s constituintes majoritarios, atrds do cinamaldeido, o acetato de geranila e o geraniol
estdo presentes. Os resultados mostraram excelente efeito inibitério, com concentracédo
minima inibitéria de 500 ug-mL™ contra Klebsiella pneumoniae e Salmonella sp. e 250
ng-mL? contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, e Vibrio parahemolyticus.

Nas microplacas da Figuras 4, para a coluna 10 (controle positivo), observa-se a
coloracdo vermelho intenso, indicando o crescimento das bactérias sem resisténcia ao
meio de cultura, visto que esta coluna apresenta os resultados dos testes com 100 L de
BHI e 5 pL da suspenséo bacteriana. Para a coluna 11 (controle negativo), onde 0 meio
contém 100 pL de BHI, 100 pL da solucdo de 10% de DMSO (dimetilsulfoxido ou
sulfoxido de dimetilo) e 5 pL da suspensdo bacteriana, os resultados indicam que na
concentracdo empregada o solvente DMSO ndo inibe o crescimento bacteriano, pois

todos 0s pocos apresentam a coloracdo vermelho intenso.



Figura 4 - Testes de CIM para Geraniol (a), prépolis (b) e extrato da casca do abacate
(c) para a bactéria Staphylococcus aureus.
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Em relagdo aos compostos avaliados, frente ao micro-organismo Staphylococcus
aureus verifica-se que a concentracdo inibitoria minima ocorre entre as linhas C e D para
o geraniol (Figura 4 a), entre as linhas A e B para a prépolis (Figura 4 b, colunas 1, 2 e
3), entre as linhas D e E para o extrato de abacate (Figura 4 c, colunas 5, 6 e 7). A
coloracdo vermelha indica a presenca de células bacterianas vivas. Portanto, nas linhas
destacadas onde a coloracdo ndo é vermelha (incolor), ndo ocorreu 0 crescimento
bacteriano, o que representa que os compostos foram inibidores. Cabe ressaltar que a
intensidade visual da coloragdo vermelha é menor nas linhas de maior concentragéo dos
compostos e maior nas linhas de menor concentracdo. Este comportamento € um
indicativo da reducdo da taxa de crescimento bacteriano com o aumento da
concentracdo de composto até o valor da CIM.

J& nas microplacas da Figuras 5, temos a coluna 9 (controle positivo), a coluna
10 (controle negativo) e a coluna 12, que representa o branco (controle). Em relagcéo aos
compostos avaliados, frente ao micro-organismo Streptococcus agalactiae, verifica-se
que a concentracdo inibitoria minima ocorre entre as linhas B e C para o geraniol
(Figura 5 a), entre as linhas A e B para a propolis (Figura 4 b, colunas 1, 2 e 3), entre as

linhas A e B para o extrato de abacate (Figura 4 c, colunas 5, 6 e 7).

Figura 5 - Testes de CIM para Geraniol (a), propolis (b) e extrato da casca do abacate
(c) para a bactéria Streptococcus agalactiae.
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A Tabela 2 apresenta os valores das concentragdes minimas inibitdrias para cada

um dos compostos avaliados.

Tabela 2 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos compostos geraniol, prépolis e
extrato de abacate, obtida da pela técnica da microdiluicdo em caldo com inéculo de 108
UFC-mL™* frente as bactérias S. aureus e S. agalactiae.

Concentracéo inibitéria minima [mg-mL™]

_ _ ) o Extrato de
Microrganismos Geraniol Prépolis
abacate
S. aureus 6,25 500 12,5
S. agalactiae 12,5 500 50

Fonte: o autor (2022).

O geraniol teve uma concentragdo inibitéria minima mais baixa do que o 0s
outros extratos para ambas as bactérias S. aureus (6,25 mg-mL™) e S. agalactiae (12,50
mg-mL™?), para a propolis para bactérias S. aureus e S. agalactiae (500 mg-mL™) e para o
extrato de abacate para a bactérias S. aureus (12,50 mg-mL™) e S. agalactiae (50,00
mg-mL™?)

Duarte et al. (2007) identificaram que o geraniol demonstrou acdo antibacteriana
contra duas cepas de E. coli com valores de CIM para geraniol de 8 pgmL™ a 20
ng-mL™. Andrade et al. (2013) identificaram a agdo antimicrobiana do 6leo essencial de
palmarosa (Cymbopogon martinii) com 57,49% de geraniol em sua composi¢do contra
S. aureus, E. coli e P. aeruginosa. O 6leo apresentou valores de CIM de 0,48 mg-mL™*
para S. aureus, 1,90 mg:-mL™? para E. coli e maiores que 26,22 mg-mL™ para P.

aeruginosa. Ili¢ et al. (2017) descobriram que o geraniol demonstrou atividade



antimicrobiana contra E. coli com um valor de CIM de 1386,8 ug'mL-1 e contra P.
aeruginosa e S. aureus com valor de CIM e CBM de 2773,6 ug-mL™.

Libero et al. (2018) verificaram que o0 extrato aquoso das cascas de abacate
apresentou resultados inexpressivos (até 10.000 pg/ul ndo inibiu o crescimento dos
microrganismos S. aureus e S. enteritides. Também Ciolfi (2010), verificou que o
extrato aquoso de abacate Persea Gratissima (caroco e folha) ndo apresentou efeito
inibitdrio até a concentracdo de 2% frente as bactérias S. aureus e Salmonella. O efeito
inibitdrio obtido em nosso trabalho, pode ser explicado pela obtencéo do extrato ter sido
realizada utilizando-se alcool para extracdo, este extrai compostos diferentes aos que
podem ser extraidos pela extragdo aquoso utilizando como solvente &gua.

Vale lembrar que se utilizou neste trabalho um diluicdo 1:1 prépolis e agua e
ndo um extrato aquoso, isso com certeza teve efeito sobre a ndo verificacdo de
atividade, pois nao ocorre difusdo em agar de material. Um estudo realizado por Pinto et
al. (2001) demonstrou que o extrato etanolico de prépolis foi eficaz como
antimicrobiano contra isolados de Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase-
negativo e Streptococcus agalactiae, tendo apresentado resultados estatisticamente
diferenciados, quando se utilizou etanol ou agua como solvente de extracdo. Para esses
autores, o Streptococcus sp. apresentou-se mais sensivel ao extrato do que os isolados
de Staphylococcus sp. A maior sensibilidade a propolis estaria de acordo com o perfil de
maior  sensibilidade aos  antimicrobianos de uso comum, que O
género Streptococcus apresenta, quando comparado a outras bactérias causadoras de

mastite.



6. CONCLUSOES

Ao final do trabalho foi possivel concluir que tanto o geraniol quanto o extrato da
casca do abacate apresentaram atividade frente as bactérias testadas. Este trabalho se
torna importante pois, avalia a capacidade e a concentracdo de trés extratos naturais, que
podem ser utilizados no combate das duas principais bactérias provedoras de mastite
bovina.

Os resultados mostraram que o geraniol e o extrato de casca de abacate séo
compostos muito ativos para o controle das bactérias Staphylococcus aureu e
Streptococcus agalactiae, sendo 6,25 mgmL-1 e 12,5 mg-mL-1 respectivamente a
concentragdo de geraniol e 12,5 mgmL-1 e¢ 50 mgmL-1 respectivamente a
concentracdo de extrato da casca de abacate necessaria para inibir o crescimento. A

prépolis em pd puro, ndo apresentou atividade para as bactérias testadas.
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