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RESUMO 

Este trabalho teve como objetivo analisar o efeito antibacteriano e modulador do extrato 

etanólico das folhas de Punica granatum l.. As folhas da planta foram trituradas, e 

submergidas no solvente etanólico por 72 horas para a obtenção do extrato. Os 

microrganismos utilizados nos testes foram às linhagens bacterianas padrão de Escherichia 

coli ATCC 25922 e Staphylococos aureus ATCC 6538, e as linhagens multirresistentes de 

Escherichia coli 27 e Staphylococos aureus 199. A avaliação da atividade antibacteriana e 

modulatória foram realizadas pelo método de microdiluição. As drogas utilizadas para a 

modulação foram os aminoglicosídeos, amicacina e gentamicina. Os fitoconstituintes 

encontrados na realização da prospecção química do EEPg foram os fenóis, taninos hidrossolúveis, 

flavonas, flavanóis e xantonas. Na realização da determinação da concentração inibitória mínima 

(CIM), do EEPg frente as linhagens bacterianas, foi obtido uma CIM igual a 512 ug/mL. Na 

modulação da resistência o uso de gentamicina associado ao extrato etanólico resultou em um 

sinergismo, intensificando a ação do antibiótico frente S. aureus, enquanto para E. coli os 

resultados foram insignificantes. Diante dos resultados obtidos, observa-se que o extrato 

etanólico apresenta ação antibacteriana frente às cepas Gram-positivas, podendo potencializar 

a atividade do antibiótico gentamicina. Sendo assim é de suma importância pesquisas mais 

aprofundadas nessa temática a fim de evidenciar a eficácia do extrato, e de acordo com os 

resultados seja possível ter mais alternativas na reversão da resistência bacteriana. 

Palavras-chave: Aminoglicosídeos. Modulação. Resistência bacteriana.  

 

 

ANALYSIS OF THE ANTIBACTERIAL EFFECT AND MODULATOR OF THE 

ETHANOLIC EXTRACT OF THE LEAVES OF Punica granatum L. 

(POMEGRANATE) 

 

ABSTRACT 

 

This study aimed to analyze the antibacterial and modulator effect of the ethanolic extract of 

the Leaves of Punica granatum L.. The leaves of the plant were crushed, and submerged in 

the ethanolic solvent for 72 hours to obtain the extract. The microorganisms used in the tests 

were the standard bacterial strains of Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococos 

aureus ATCC 6538, and the multidrug-resistant strains of Escherichia coli 27 and 

Staphylococos aureus 199. The evaluation of the antibacterial and modulatory activity was 

performed by the Microdilution method. The drugs used for modulation were 

aminoglycosides, amikacin and gentamicin. The phytoconstituents found in the chemical 

prospecting of the EEPg were the phenols, water-soluble tannins, flavones, flavanols and 

Xanthas. In the determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) of the EEPg in 

the face of the bacterial strains, a mic equal to 512 ug/ML was obtained. In the modulation of 
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resistance the use of gentamicin associated with ethanolic extract resulted in a synergism, 

intensifying the action of the antibiotic front S. aureus, while for E. coli the results were 

insignificant. In view of the results obtained, it is observed that the ethanolic extract presents 

antibacterial action against Gram-positive strains, and may potentiate the activity of the 

antibiotic gentamicin. Thus, it is of paramount importance more in-depth research in this 

theme in order to show the efficacy of the extract, and according to the results it is possible to 

have more alternatives in the reversal of bacterial resistance. 

Keywords: Aminoglycosides. Modulation. Bacterial resistance. 

 

1 INTRODUÇÃO  

 

A resistência bacteriana é um dos problemas de saúde pública mais relevante, pois 

essa resistência inviabiliza o tratamento de infecções comuns, devido o comprometimento da 

ação dos antibióticos (FRACAROLLI; OLIVEIRA; MARZIALE, 2017). Trata-se de um 

fenômeno natural, que vem sofrendo uma expansão acelerada em virtude da utilização 

inadequada desses fármacos (LOUREIRO et al., 2016). 

O surgimento da resistência de cepas bacterianas como E. coli e S. aureus a uma 

ampla distribuição de antibióticos como β-lactâmicos, aminoglicosideos, macrolideos, 

lincosamidas, fluoroquinolonas, cloranfenicol, sulfonamidas, estreptomicina e tetraciclina, é 

uma causa de preocupação em todo o mundo, e transformou-se em um problema de pandemia 

devido a opções terapêuticas limitadas disponíveis (SCHINDLER; JACINTO; KAATZ, 

2013). 

Escherichia coli pertence à família Enterobactereacea, é uma bactéria Gram-negativa, 

anaeróbia facultativa, faz parte da microbiota intestinal, de seres humanos e animais de 

sangue quente, cerca de 10% são patogênicas, podendo causar infecções intestinais e extra-

intestinais (SANTOS et al., 2009).  

Staphylococcus aureus são cocos Gram-positivos e catalase-positivos, sendo 

encontrados em ambientes de circulação do ser humano. O principal reservatório de S. aureus 

é o homem, essa bactéria coloniza vários sítios anatômicos, como fossas nasais, intestino, pele 

e garganta, no entanto as narinas possuem o maior índice de colonização (SANTOS et al., 

2007). 

 O vasto uso de plantas medicinais na atualidade pode ser motivado pela situação 

econômica, dificuldade do acesso aos medicamentos pela população que reside em áreas 

rurais, ou também pela tendência de utilização de recursos naturais como alternativa aos 

medicamentos sintéticos (VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006). 
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Estudos sobre a atividade antimicrobiana de óleos essenciais de plantas, extratos e 

seus componentes tem ganhado o campo da medicina e terapêutica, devido ao aumento da 

resistência aos antimicrobianos sintéticos (REICHLING et al., 2009). 

A familia Lythraceae compreende cerca de 600 espécies distribuídas em 28 gêneros, 

sendo amplamente distribuída nas regiões tropicais e subtropicais dos dois hemisférios, com 

alguns representantes de regiões temperadas. É composta por árvores, arbustos ou ervas, 

anuais ou perenes, de habitats diversificados, podendo ser áreas brejosas, cerrados, campos 

áridos e pedegrosos, e mais raramente florestas tropicais (ZAGO et al., 2009). 

Punica granatum, conhecida popularmente como romãzeira faz parte da família 

Lythraceae, é uma planta de inúmeras propriedades terapêuticas e bastante utilizada na 

medicina popular, os seus frutos são utilizados no tratamento de infecções de garganta, 

rouquidão e febre (SHAYGANNIA et al., 2015), o suco é usado contra ulceras na boca e 

gengiva, dores de ouvido, tratamento de dispesia e disenteria, já suas flores são utilizadas no 

tratamento de gengivas prevenindo a perda dentaria (WERKMAN et al., 2008). 

Sabendo-se que o uso de plantas medicinais na tentativa de solucionar problemas 

relacionados à saúde é um dos métodos naturais mais utilizados pela população, é assim 

importante a busca por conhecimentos nessa temática, a fim de obter resultados que venham a 

evidenciar a eficácia dos extratos obtidos a partir delas, e de acordo com os resultados seja 

possível obter mais alternativas na reversão da resistência bacteriana. Devido o vasto uso de 

Punica granatum na medicina popular, é de grande importância pesquisas sobre os seus 

extratos, a fim de identificá-los e testar suas ações.  

O presente estudo tem como objetivo analisar o efeito antibacteriano e modulador do 

extrato etanólico das folhas da Punica granatum L. (Romã) frente as cepas padrões e 

multirresistentes de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 LOCAL DE REALIZAÇÃO DO ESTUDO 

 

Trata-se de um estudo experimental de caráter quantitativo que foi realizado no 

Laboratório de Microbiologia do Centro Universitário Doutor Leão Sampaio, localizado na 

cidade de Juazeiro do Norte – CE. 
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2.2 COLETA DO MATERIAL VEGETAL 

 

As folhas frescas de Punica granatum foram coletadas no município de Barbalha 

Ceará, Brasil e uma exsicata da espécie foi depositada no Herbário Dardano Andrade de 

Lima, na Universidade Regional do Cariri, Crato-Ceará, com o número de registro 13.668. 

 

2.3 OBTENÇÃO DO EXTRATO  

 

 Para obtenção do extrato etanólico, foram trituradas 300 gramas de folhas para 

aumentar a superfície de contato, e em seguida acondicionadas em um recipiente contendo o 

solvente etanólico em quantidade suficiente para submergir todo o material vegetal, 

permanecendo assim por 72 horas (BRASILEIRO et al., 2006). Após esse período, foi 

realizada a concentração do extrato em um evaporador rotativo a vácuo (modelo Q - 344B - 

Quimis, Brasil) e banho ultrathermal (modelo Q - 214m2 - Quimis, Brasil), obtendo-se o 

extrato bruto.  

 

2.4 ANÁLISE QUÍMICA DO EXTRATO  

 

Os testes fitoquímicos foram realizados para detectar a presença de metabólitos 

secundários, sendo utilizada a metodologia descrita por Matos (1997); estes foram baseados 

na observação visual de uma alteração na cor ou a formação de um precipitado após a adição 

de reagentes específicos. 

 

2.5 ANTIBIÓTICOS E MEIOS DE CULTURA 

 

Os antibióticos gentamicina e amicacina foram obtidos de LaborClin, Brasil. Os meios 

de cultura Caldo Brain Heart Infusion (BHI), Heart Infusion Agar (HIA), foram adquiridos de 

HIMEDIA, India e o Dimetilsulfóxido (DMSO) de Merck, Alemanha.  

 

2.6 MICRORGANISMOS 

 

Foram utilizadas as linhagens bacterianas padrão de Escherichia coli ATCC 25922 e 

Staphylococos aureus ATCC 6538, e as linhagens multirresistentes de isolados clínicos 
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Escherichia coli 27 e Staphylococos aureus 199, todas cedidas pelo Instituto Oswaldo Cruz. 

Todas as linhagens foram mantidas em Agar infusão de coração. 

 

2.7 PREPARAÇÃO DAS SOLUÇÕES TESTE 

 

As soluções utilizadas nos testes foram preparadas com uma concentração de 10 

mg/mL do produto dissolvido em dimetil sulfóxido (DMSO) e em seguida diluída com água 

destilada em temperatura ambiente para obter uma concentração de 1024 ug / mL, reduzindo 

o DMSO a uma concentração inferior a 10%, para evitar a toxicidade. 

  

2.8 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA POR MICRODILUIÇÃO 

 

 Este método foi realizado de acordo com a CLSI (2002) e NCCLS (2000). Pequenos 

volumes de meio e de soluções foram preparadas a partir do extrato e distribuídos em 

cavidades de microplacas estéreis. Em cada cavidade foi adicionado 100 μL do meio de 

cultura contendo amostra de suspensão microbiana diluída na proporção 1:10. Controles 

positivos (meio + inoculo). As soluções de testes foram preparadas em concentração dobrada 

(1024 μg/mL) em relação à concentração inicial definida e volumes de 100 μL, 

posteriormente, foram diluídas seriadamente 1:2 em caldo BHI 10%. As placas foram 

incubadas por 24 h a 35 ± 2 ºC. 

Para evidenciar a CIM da solução frente as linhagens bacterianas, foi preparada uma 

solução indicadora de resazurina sódica (Sigma) em água destilada estéril na concentração de 

0,01% (p/v). Após a incubação, 20 µL da solução indicadora foram adicionados em cada 

cavidade e as placas passaram por um período de incubação de 1 hora em temperatura 

ambiente. A mudança de coloração azul para rosa devido à redução da resazurina indica o 

crescimento bacteriano, auxiliando a visualização da CIM, definida como a menor 

concentração capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado pela cor azul inalterada. 

 

2.9 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE MODULADORA POR MICRODILUIÇÃO 

 

Para o teste de modulação foram utilizadas apenas as linhagens multirresistentes. As 

drogas utilizadas nos testes foram os aminoglicosídeos amicacina e gentamicina em uma 



9 
 

 
 

concentração inicial de 1024 μg/mL. A atividade moduladora foi determinada de acordo com 

os métodos propostos por Coutinho et al.(2009) e Matias et al.(2010). 

A CIM dos antibióticos foi determinada sob concentrações sub-inibitórias (CIM/8) do 

produto. Foram distribuídos 100 μL da solução contendo BHI com o inóculo do 

microrganismo e o extrato em cada poço. Após isso, 100 μL do antimicrobiano foi adicionado 

no primeiro poço, em seguida, submetido a uma diluição 1:2 em série, variando as 

concentrações entre 512 a 0,5 μg /mL. Os ensaios foram realizados em triplicata. As placas 

foram incubadas por 24 h a 35 ± 2 ºC e a atividade antibacteriana fora evidenciada pelo uso de 

resazurina sódica. 

 

2.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

  

Os resultados dos ensaios foram feitos em triplicata e expressos como a média 

geométrica ± desvio padrão. A análise estatística foi aplicada à análise de variância de duas 

vias seguida por pós-testes de Bonferroni usando GraphPad Prism software 5.0, com p < 0,05.  

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os fitoconstituintes encontrados na realização da prospecção química do extrato 

etanólico das folhas de Punica granatum l. foram os fenóis, taninos hidrossolúveis, flavonas, 

flavanóis e xantonas. No estudo de Teles e Costa (2014), na determinação do perfil químico 

dos extratos aquosos de Punica granatum l. foi encontrado dentre os principais 

fitoconstituintes os flavonóides, antocianinas, ácido ascórbico, alcalóides, ácidos graxos 

conjugados e o ácido ursólico, encontrado também no extrato da casca da planta os polifenóis.  

Nascimento Júnior et al. (2016), além de Antocianinas (Cianidina 3,5–diglicosídeo) e 

Flavanóides (quercetina), encontraram na análise química da polpa Ácidos Fenólicos (Ácido 

Caféico) e Taninos, e nas cascas dos frutos apresentaram Flavonóides, Ácido Elágico e 

Punicalagina. De acordo com Santos, Pereira e Nóbrega (2014), em pesquisas a cerca dos 

frutos de Punica granatum l. observaram que os mesmos contêm altos níveis de diversos 

fitoquímicos, como polifenóis, incluindo taninos hidrolisáveis (elagitaninos e galotaninos), 

taninos condensáveis, antocianinas e flavonóides, assim como foi encontrado no presente 

estudo. 
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Punica granatum l. é bastante conhecida por suas propriedades medicinais, sendo a 

presença de compostos como taninos e flavonóides, entre outros, os responsáveis por suas 

diversas propriedades farmacológicas, incluindo a antibacteriana, onde vários estudos já 

relatam tal atividade, tanto frente a microrganismos Gram-positivos quanto Gram-negativos 

(AL-ZOREKI, 2009; HOLETZ et al., 2002; KADI et al., 2011; NEGI, 2012). 

Na realização da determinação da concentração inibitória mínima (CIM) do EEPg 

frente a linhagens bacterianas padrão de Escherichia coli e Staphylococcus aureus foi obtido 

uma CIM igual a 512 ug/mL. Teles e Costa (2014), obtiveram no teste de microdiluição em 

caldo, utilizando cepas padrão de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, resultados 

característicos de atividade antimicrobiana nas quatro primeiras diluições (50%, 25%, 12,5% 

e 6,25%) do extrato de Punica granatum l.. No estudo de Nogueira (2014), utilizando o 

extrato etanólico de Punica granatum l., frente às linhagens bacterianas de E. coli e S. aureus, 

ele também evidenciou atividade antibacteriana, com CIM de 512 ug/mL para ambos os 

microrganismos testados, corroborando assim com o presente estudo. 

Segundo Machado (2002), essa atividade antimicrobiana apresentada por P. granatum 

l. ocorre devido à presença de fitoconstituintes como alcalóides e taninos presentes no caule, 

folhas, raiz e sementes da planta. De acordo com Lima, Freire e Farias (2002), a atividade 

microbicida de P. granatum l. está associada certamente à presença do alto teor de tatinos que 

a planta possui, bem como alcalóides, punicina, e ácido gálico, visto que esses constituintes 

químicos são relatados na literatura, confirmando-se suas propriedades farmacológicas, como 

antiinflamatória, antibacteriana, antifúngica e entre outras.  

Santos, Pereira e Nóbrega (2014), em pesquisas sobre estudos in vitro realizados com 

extrato bruto ou com taninos isolados identificaram atividades biológicas dos fitoconstituintes 

do fruto de P. granatum l., entre elas, destaca-se a ação bactericida e fungicida do extrato 

bruto da romã ou de seus compostos isolados. 

A dificuldade de estabelecer padrões uniformes em estudos envolvendo plantas 

medicinais é um problema recorrente, podendo essa dificuldade ser explicada em linhas gerais 

pela variação nas concentrações de fitocompostos presentes no extrato de P. granatum l., 

variações decorrentes do solo e clima onde a planta é cultivada, horários de coleta da planta, 

perfis de sensibilidade das cepas usadas nos testes, ou mesmo a metodologia empregada na 

realização dos testes de atividade antimicrobiana (AL-ZOREKI, 2009).   

A interação entre extratos de plantas e antibióticos compõe uma das mais recentes 

áreas de estudo que visa reverter mecanismos de resistência bacteriana (FADLI et al., 2012). 
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Nesse contexto foram realizados os testes de modulação, onde nos mesmos foram utilizadas 

as linhagens multirresistentes de E. coli e S. aureus, testando a ação do EEPg em associação 

aos aminoglicosídeos amicacina e gentamicina. A partir destes foram obtidos resultados 

significativos, onde os mesmos estão representados no gráfico 1, pois o uso de gentamicina 

associado ao extrato resultou em um sinergismo, ou seja, o extrato intensificou a ação do 

antibiótico frente a S. aureus, no entanto os resultados para E. coli foram insignificantes. 

 

Gráfico 1: Concentração inibitória mínima dos aminoglicosídeos amicacina e gentamicina 

em associação ao extrato etanólico das folhas de Punica granatum l. frente as cepas 

bacterianas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus 

 

Braga  et  al.  (2005),  avaliaram a  interação  entre  extrato  metanólico  de Punica  

granatum l.  e  antibióticos  contra  30  isolados  clínicos  de S. aureus sensível à meticilina 

(MSSA) e S. aureus resistente à meticilina (MRSA) e relataram atividade  sinérgica,  variando  

de  38%  a  73%,  com  os  5  antibióticos testados, dentre eles a gentamicina.  

Avaliando a interação do extrato etanólico de Punica granatum l. e os 

aminoglicosídeos amicacina e gentamicina Nogueira (2014), evidenciou a redução da CIM 

em ambos os microrganismos, no entanto o mesmo notou que os dois antimicrobianos tiveram 

suas CIMs diminuídas na cepa de S. aureus, enquanto que na cepa de E. coli a CIM diminuiu 

somente em um antibiótico.  

Microrganismos Gram-positivos como S. aureus são mais susceptíveis a ação de 

diversos compostos, comparados aos Gram-negativos como E. coli, pois estes últimos 

apresentam uma membrana externa constituída principalmente por lipopolissacarídeos, o que 

pode impedir a entrada de diferentes compostos para o interior da célula bacteriana (PESSINI 

et al., 2003). A diminuição significante da CIM do antibiótico gentamicina em S. aureus, 
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diferentemente de E. coli, pode ser explicada também pelo fato de compostos como os 

flavonóides, presentes no extrato da romã, apresentarem disposição natural de permear 

membranas, favorecendo a modificação das propriedades celulares principalmente de 

microrganismos Gram-positivos (TAYLOR, 2013).  

 

4 CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que o extrato etanólico das 

folhas de P. granatum l. apresenta ação antibacteriana frente às cepas bacterianas de E. coli e 

S. aureus, apresentando ainda um efeito promissor como modulador da atividade do 

aminoglicosídeo gentamicina, visto que o extrato ocasionou uma ação sinérgica quando em 

conjunto com este antibiótico. Sendo assim é de suma importância pesquisas mais 

aprofundadas nessa temática a fim de evidenciar e testar as ações e a eficácia do seu extrato, e 

de acordo com os resultados seja possível dispor de mais alternativas na reversão da 

resistência bacteriana. 
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