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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 ex-
tract 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 concentra-
tion by UV visible spectrophotometry at a concentration of 106ml-1. The extracts were eval-
uated 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 15mm were considered susceptible. The re-
sults were evaluated by ANOVA, Tukey test 5% using the SISVAR 5.3-DEX/UFLA. Addition-
ally the extract was assessed as for the antioxidant activity, content of phenols and total 
flavonoids. The extract was diluted into seven concentrations: 25-1.000μg.mL-1, and evalu-
ated in triplicate. The bacterial growth was inhibited starting from the concentration of 4 
mg.mL-1 and antioxidant activity was observed from 50μg.mL-1, with values corresponding 
to 4.62% reaching the plateau of 64.90% at a concentration of 500μg.mL-1. In evaluating 
the radical scavenging activity, using the free radical DPPH, the extract demonstrated an-
tioxidant activity (IC50%= 378.80µg/mL). 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 Pu-
nica granatum Linn. has antimicrobial activity against Staphylococcus spp., demonstrating 
potential benefit for the control of bovine mastitis.
INDEX TERMS: Mastitis, antimicrobial, natural extract, medicinal plants, organic production, Pome-
granate.
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RESUMO.- Mastite bovina é caraterizada por inflamação 
da glândula mamária, geralmente em resposta à infecção 
bacteriana, compromete quali-quantitativamente a produ-
ção leiteira. Este estudo objetivou verificar a atividade an-
tibacteriana 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 espectrofo-
tometria UV visível na concentração de 10 mL-1. Os extratos 
foram avaliados em quintuplicata, em sete concentrações: 
de 4mg mL-1 até 0,0625 mg.mL-1. A sensibilidade dos iso-
lados 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 avalia-
dos pelo método ANOVA, teste de Tukey 5%, utilizando o 
SISVAR 5.3 - DEX/UFLA. Adicionalmente o extrato foi ava-
liado quanto à atividade antioxidante, teores de fenóis e 
flavonoides totais. Para tanto o extrato foi diluído em sete 
concentrações: de 25 a 1000μg.mL-1, e avaliado em tripli-
cata. O crescimento bacteriano foi inibido a partir da con-
centração de 4mg.mL-1 e a ação antioxidante foi verificada a 
partir de 50μg.mL-1, com valores correspondentes a 4.62%, 
atingindo platô de 64,90% na concentração de 500μg.mL-1. 
Na avaliação da atividade captadora de radicais, empregan-
do o radical livre DPPH, o extrato demonstrou atividade an-
tioxidante (IC50%= 378,80µg/mL). Porém, não foi possível 
correlacionar a atividade antioxidante aos teores de fenóis 
e flavonoides. Talvez a presença de outras substâncias al-
caloides e taninos presentes no extrato, possam ter sido 
as responsáveis pela atividade antioxidante encontrada. 
Conclui-se que o extrato hidroalcoólico de Punica grana-
tum Linn. apresenta atividade antimicrobiana contra Sta-
phylococcus spp., demonstrando potencial benefício para o 
controle da mastite bovina.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Mastite, antimicrobiano, extrato natu-
ral, plantas medicinais, produção orgânica, romã.

INTRODUÇÃO
Mastite bovina é uma doença multifatorial, caraterizada 
por 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-orga-
nismos (Ruegg 2003). Além disso, ocasiona prejuízos ao 
produtor e laticínios, gerando gastos excessivos com medi-
camentos, mão-de-obra qualificada e serviços veterinários, 
além da redução da qualidade e quantidade do leite produ-
zido (Feßler et al. 2012, Langoni 2013).

A forma subclínica é principalmente transmitida duran-
te a ordenha por patógenos adaptados à glândula mamá-
ria, como Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, 
Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis (Oliveira 
et al. 2011, Mello-Peixoto et al. 2012, Saeki et al. 2012). Es-
ses micro-organismos são disseminados principalmente 

pelas mãos dos ordenhadores e pelas teteiras contamina-
das (Colombo et al. 2012, Raza et al. 2013). S. aureus é fre-
quentemente incriminado como principal agente etiológico 
na mastite bovina (Marques et al. 2013, Ondiek et al. 2013).

Manejo adequado, higienização na ordenha e antissep-
sia dos tetos, são medidas que contribuem profilaticamen-
te 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 & Margatho 2003).

O tratamento da forma clínica é à base de antimicrobia-
nos químicos, entretanto, seu uso na lactação, no controle 
da mastite subclínica é pouco frequente entre os produto-
res, 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 so-
luções que trate do problema sem gerar descarte do pro-
duto. 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 (Tre-
visan et al. 2009). A utilização de extratos de ervas medici-
nais tem sido encorajada nas diversas atividades da agro-
pecuária (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 estimulada pela Or-
ganização Mundial da Saúde (OMS), por ser acessível eco-
nomicamente 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 & 
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, Moor-
thy et al. 2013).

Os principais constituintes da romã são alcaloides (pe-
letierina, isopeletierina, metilpeletierina), taninos, com-
postos fenólicos (antocianinas, quercetina, ácidos fenóli-
cos) e flavonoides (Lansky & Newman 2007), substâncias 
frequentemente relacionadas como aquelas responsáveis 
pelas atividades terapêuticas. Propriedades antibacteria-
nas 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.

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 As-
sis/SP, e uma exsicata foi depositada no Herbário do Instituto sob 
o número SPSF 40136.

Os frutos foram higienizados com solução aquosa de hipo-
clorito de sódio a 0,5 %, secos com papel toalha e descascados. 
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As cascas foram acondicionadas em papel Craft® e encaminha-
das 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%. Fo-
ram utilizados 30g do material vegetal em 190mL de álcool P.A. 
e 80mL de água 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 pro-
cedimento 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 liofili-
zação.

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 positi-
va 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 morfo-
logia, coloração e aspectos macroscópicos das colônias bacteria-
nas, como coloração cinza-negra, brilhante, convexa, com zona de 
precipitação circundada por halo claro de 2-5mm. Em meio Ágar 
Sangue, foram observados aspectos quanto à morfologia, tama-
nho, 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 ca-
talase. As colônias que apresentaram positividade para o teste 
da catalase, também foram submetidas ao teste de produção de 
coagulase (Harmon & Langlois 1989). As colônias identificadas 
como coagulase negativa foram submetidas a testes de resistência 
à novobiocina e teste de urease (Schleifer & Kloos 1975, Baker et 
al. 1986, Santos et al. 2010). As colônias identificadas foram con-
tadas 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, Staphylo-
coccus 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 Sta-
phylococcus spp. isoladas foram ressuspendidas em solução sali-
na 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-Hinton previamente semeado com auxílio de suabe 
estéril pelos inóculos bacterianos (Pinto et al. 2001). Como con-
trole negativo utilizou-se papel filtro embebido com água destila-
da 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 es-
téril na concentração inicial de 4 mg mL-1, e a partir desta solu-
ção foram realizadas as seguintes diluições: 2mg mL-1, 1mg mL-1, 
0,5mg mL-1, 0,25mg mL-1, 0,125mg mL-1, 0,0625mg mL-1. Subse-
quentemente uma alíquota 40μL 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 apre-
sentaram 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 & Vieira 2011, Barros 
et al. 2011).

Como padrão de comparação da eficiência dos extratos foram 
realizados testes de sensibilidade aos fármacos químicos rotinei-
ramente utilizados na clínica veterinária, tais como: ampicilina 
(10 µg), sulfametoxazol e trimetoprim (25mg), penicilina (10µg), 
oxacilina (1µg) e tetraciclina (30µg) (Pereira et al. 2009).

Em relação aos aspectos fitoquímicos, o extrato hidroalcoólico 
das cascas do fruto de Punica granatum Linn., foi avaliado quan-
to 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 1000µg para cada 
1mL, e avaliados em triplicata.

A atividade antioxidante (AA%) do extrato foi determina-
da pela capacidade doadora de H+ para o radical estável DPPH. 
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil), de acordo com a metodologia in vi-
tro proposta por Blois (1958). Este método é baseado na redu-
ção do radical livre estável DPPH de coloração violeta à DPPH, 
de coloração amarelada. O extrato reage com o radical DPPH 
em ambiente de pouca luminosidade, em seguida é submetido 
ao espectrofotômetro ultravioleta visível (UV-Vis) a um compri-
mento de onda de 517nm. (Brand-Williamset al. 1995). O cálculo 
da atividade antioxidante foi realizado de acordo com a fórmula: 
Atividade antioxidante (%) = [(Acontrole – Aamostra) / Acontro-
le] 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 princí-
pios ativos (Manian et al. 2008), e o resultado pode ser visuali-
zado pelo grau de descoloração do reagente após os 30 minutos 
necessários para a reação atingir o estado de platô. A determi-
nação da IC50, ou seja, concentração da amostra ou padrão que 
causa 50% de inibição da concentração inicial de DPPH, foi obti-
da 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 
& Fonseca 2005).

Para determinação de fenóis totais, o método utilizado foi o 
de Folin-Ciocalteu (molibdato, tungstato e ácido fosfórico), utili-
zando ácido gálico como padrão de comparação. A cada 0,5mL de 
extrato, foram adicionados 5mL de água destilada e 0,25mL do re-
agente de Folin-Ciocalteu (molibdato, tungstato e ácido fosfórico). 
Após 3 minutos, foi adicionado 1mL de solução de Na2CO3 satura-
da a 10%, e a mistura armazenada por 1 hora. A absorbância foi 
medida a 725nm usando um espectrofotômetro UV-Vis. Os resul-
tados 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 subs-
tância de escolha como padrão.

A dosagem dos flavonoides totais do extrato foi determinada 
por espectrofotômetro UV-Vis. As amostras foram preparadas se-
gundo a metodologia de Zhishen et al. (1999), baseado na com-
plexação 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 1,25mL de água 
destilada e 75µL de solução de NaNO2 a 5%. Após 6 minutos, 
150µL de solução de AlCl3/H2O a 10% foi adicionada. Após 5 mi-
nutos, 0,5mL de solução de NaOH 1M foi adicionada, e então o vo-
lume total completado com 2,5mL de água destilada. As amostras 
foram agitadas em vórtex e a absorbância mensurada a 510nm. 
Os resultados foram expressos em mg de rutina por g de extra-
to. 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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RESULTADOS
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. sapro-
phyticus (1, 2 e 3).

Em relação aos resultados referentes à técnica de di-
fusão em discos, o extrato hidroalcoólico de romã a 10% 
apresentou atividade antibacteriana. Todos os isolados e as 
bactérias de referência apresentaram halo de inibição su-
perior que 15 mm; a partir da concentração de 0,125mg 
mL-1 (Quadro 1); ao contrário o grupo controle negativo 
que não apresentou ação inibitória, tão pouco interferência 
no crescimento microbiano.

Em relação à sensibilidade aos antibióticos químicos 
testados, todos Staphylococcus spp. apresentaram sensi-
bilidade, com exceção do S. aureus ATCC 25923, que apre-
sentou resistência à tetraciclina. Da mesma forma, todos os 
isolados de S. saprophyticus foram resistentes à tetraciclina 
(Quadro 2).

O extrato hidroalcoólico de Punica granatum Linn. apre-
sentou atividade antioxidante a partir da concentração de 
50μg.mL-1, com valores correspondentes a 4,62%, atingin-
do 64,90% na concentração de 500μg.mL-1. O extrato apre-
sentou alta atividade antioxidante com IC50% correspon-
dendo a 378,80µg/mL. 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.

DISCUSSÃO
Em referência aos micro-organismos causadores de masti-
te bovina, Staphylococcus aureus destaca-se como principal 
agente etiológico da forma subclínica da doença (Ribeiro 
et al. 2009, Mello-Peixoto et al. 2012, Saeki 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 sobre-
vivência no sítio da infecção devido à formação de biofil-
mes (Raza et al. 2013). Dessa forma, S. aureus pode causar 
infecções de longa duração com tendência para cronicida-
de, apresentando baixas taxas de cura (Sabour et al. 2004). 
Estes fatores, quando analisados conjuntamente com a ne-
cessidade de descarte do leite, pela presença de resíduos 
de antimicrobianos químicos, dificultam a intervenção te-
rapêutica durante a lactação.

Entretanto, o não tratamento da mastite tem sido rea-
valiado, 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 quar-
to 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. (2012), Moorthy et al. 
(2013) e Silva et al. (2013).

Catão et al. (2006) compararam a eficiência de anti-
microbianos 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 Strepto-
coccus 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 re-

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

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	 S. aureus	 S. saprophyticus	S. aureus	S. coagulase	 S. saprophyticus
	mg mL-1	ATCC 25923	 ATCC 15305		  negativa	 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 signifi-
cativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

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

	Antibió-	 S.aureus	 S. saprophyticus	 S. aureus	 S. coagulase	 S. saprophyticus
	 ticosa	 ATCC 25923	 ATCC 15305		  negativa	 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	 12.0b	 33.0 	 25	 26	 11b	 11b	 11b

a AMP 10 = Ampicilina 10µg, SUT = Sulfametoxazol + Trimetropim 
23,75µg/1,25µg), OXA = Oxacilina 1µg, PEN 10 = Penicilina 10 un.), TET 
30 = Tetraciclina 30µg) (CLSI, 2011); b Resistente.
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alizaram os mesmos procedimentos com a clorexidina, e 
registraram que o extrato de romã apresentou melhores 
resultados. Silva et al. (2008) também verificaram ativi-
dade 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 estudo, esses autores observa-
ram halos de inibição variando de 10 a 36mm de diâmetro.

Em relação aos resultados apresentados pelo teste de 
difusão em disco, o valor de 15 mm foi selecionado consi-
derando-se que o limite para o controle laboratorial de S. 
aureus (ATCC 25923), para diferentes antibióticos quími-
cos testados, não ultrapassou 15mm diâmetro. Pereira et 
al. (2006); Saeki et al. (2012) e Silva et al. (2013) também 
verificaram halos de inibição maiores que 15mm. 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 1250μg/disco, e verificaram inibição do crescimento de 
mais de 95% dos micro-organismos testados. Para S. au-
reus, 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 espe-
cificamente contra micro-organismos coletados a partir 
de animais portadores de mastite bovina (Gopinath et al. 
2011, Saeki et al. 2012, Silva et al. 2013). Gopinath et al. 
(2011) avaliaram a atividade antimicrobiana dos extratos 
de Cymbopogon citrates, Punica granatum L, Pennisetum se-
taceum e Nerium oleander. Esses autores concluíram que os 
extratos de Citratos cymbopogon e Punica granatum L apre-
sentaram atividade antibacteriana, sendo que a maior po-
tência foi observada para o extrato de Punica granatum L. 
verificarando halos de inibição de 36, 25, 27 e 32mm para 
S. aureus, S. uberis, Escherichia coli e Staphylococcus coagu-
lase negativa, respectivamente.

Em relação à sensibilidade frente aos antibióticos quí-
micos, 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 impor-
tante para o tratamento da mastite bovina, uma vez que 
esta é frequentemente causada em resposta à infecção 
bacteriana (Oliveira et al. 2011, Mello-Peixoto et al. 2012, 
Saeki et al. 2012). Da mesma forma, a avaliação da ativida-
de antioxidante é relevante, principalmente para o contro-
le 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 destes, bem 
como retardando o aparecimento de alterações celulares 
degenerativas frequentemente presentes em doenças crôni-
cas (Bianchi & Antunes 1999). Considerando-se que a mas-
tite 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 celu-
lares 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 pro-
teínas e desativação das enzimas auxiliando na ação antimi-
crobiana de Punica granatum Linn. (Arif et al. 2011).

Assim como o presente estudo Silva et al. (2013) avalia-
ram 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 semelhan-
tes 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 determina-
ram 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 ativi-
dade 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 gá-
lico equivalente) e de flavonoides de 180,10 QE.g-1 (quer-
cetina equivalente). Esses resultados foram obtidos a partir 
das mesmas concentrações avaliadas pelo presente estudo, 
porém a metodologia utilizada para a extração dos princí-
pios ativos foi diferenciada. Talvez este fato seja responsá-
vel pela diferença de valores encontrados nas pesquisas su-
pracitadas. Punica granatum Linn. apresenta composição 
química extremamente complexa, com atividade terapêu-
tica específica para cada composto. Talvez outras substân-
cias 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, apontan-
do que para atividade antioxidante, há a contribuição de 
três antocianinas (delfinidina, cianidina e pelargonidine).

De qualquer forma, e a partir da inibição bacteriana veri-
ficada, os resultados apresentados pelo presente estudo per-
mitem destacar o potencial terapêutico do extrato de romã 
para o controle da mastite bovina. Assim, a utilização de pro-
dutos naturais, principalmente a confecção de fitoterápicos 
a partir da romã, pode representar alternativa importante 
para o controle da sanidade animal, principalmente para 
sistemas de produção orgânica ou biológico dinâmica, onde 
é proibitiva a utilização de medicamentos químicos. Impor-
tante 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 
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et al. 2012, Langoni 2013). Adicionalmente, Werkman et al. 
(2008) consideraram que o uso da romãzeira, pode ser re-
alizado de forma simples sem comprometimento das pro-
priedades 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.

CONCLUSÃO
O extrato de Punica granatum Linn. apresentou ação inibi-
tória sobre bactérias do gênero Staphylococcus, principal-
mente sobre S. aureus, demonstrando potencial benefício 
para o controle da mastite bovina.
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