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Resumo

A mastite € uma doenga multifatorial de grande importancia para a pecuaria e a
indastria do leite, acarretando sérios prejuizos econdmicos decorrentes da
diminuicdo da secrecado lactea ou da perda total desta capacidade, além de
representar um importante problema de Saude Publica. A fumaca liquida apresenta
compostos fendlicos que contribuem com o aroma e atuam como agentes
antioxidantes e antimicrobianos ativos, podendo ser utilizada para o controle de
microrganismos tais como Staphylococcus spp., alguns de cujas espécies produzem
mastite. Este trabalho visou a verificagdo da atividade inibitéria dos extratos de
fumagca liquida obtida da pirélise de Bambusa vulgaris contra isolados da mastite
bovina (Staphylococcus spp.). Determinacdo de pH e acidez, identificacdo por
espectrofotometria UV e cromatografia em camada delgada (CCD) e quantificacéo
por espectrofotometria a 725 nm dos compostos fendlicos foram realizados nos
destilados e residuos aquoso e alcodlico obtidos por destilagéo simples e fracionada
da fumaga liquida. A atividade inibitéria de cada fracdo e residuo foi avaliada
através de halos de inibicdo comparados com Gentamicina. A partir dos dados
obtidos, conclui-se que a fumaga liquida obtida da pirélise de Bambusa vulgaris
apresentou atividade antimicrobiana contra quatro cepas de estafilococos isolados
de mastite bovina. O maior efeito da atividade antimicrobiana foi observado para o
residuo da destilacdo simples, o qual apresentou maior halo de inibicdo para as
quatro cepas isoladas, com cerca de 76,9% da atividade inibitéria da amostra
controle com 10 pg de Gentamicina.
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Abstract

Mastitis is a highly important multifactorial disease for cattle-raising and the
dairy industry, causing serious economic damage due to the decrease of milk
secretion or its total loss, besides representing an important problem in Public
Health. Liquid smoke presents phenolic compounds that contribute with flavoring
and act as active antioxidant and antimicrobian agents, and can be used for the
control of microorganisms such as Staphylococcus sp., as some of its species
produce mastitis. This work aimed at verifying the inhibiting activity of liquid
smoke extracts obtained by pyrolysis of Bambusa vulgaris against isolated
microorganisms of bovine mastitis (Staphylococcus sp.). Determination of pH
and acidity, identification by UV spectrophotometry and thin-layer chromatography
and quantification by spectrophotometry at 725 nm of the phenolic compounds
were conducted in the distilled products and aqueous and alcoholic residues
obtained by simple and fractioned distillation of liquid smoke. The inhibiting
activity of each fraction and residue was evaluated by means of inhibition halos
compared with Gentamicin. From the obtained data, it was concluded that liquid
smoke obtained from pyrolysis of Bambusa vulgaris presented antimicrobian
activity against four strains of staphylococcus isolated from bovine mastitis. The
strongest effect of the antimicrobian activity was observed in relation to the
residue of simple distillation, which presented bigger inhibition halo for the four
isolated strains, with about 76.9% of the inhibiting activity of the control sample
with 10 ug of Gentamicin.
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1 Introducéao

As perdas na producéo de leite atribuidas a mastite
subclinica alcancam de 10 a 26% do total de producéo,
de acordo com grau de intensidade do processo
inflamatdrio, da prevaléncia da doencga, da patogenicidade
do agente infeccioso e do estagio de lactagdo. Além
da diminuicdo na producéo leiteira, torna o Ubere uma
reserva de microrganismos patogénicos, 0 que ocasiona
perda na qualidade do leite. O animal ndo apresenta
alteracdes visiveis na glandula, porém o leite apresenta
alta contagem de células somaticas. Essas infeccoes,
além de contribuirem com significativas perdas econémicas,
podem ser consideradas como um problema sério para
a saude publica.

No intuito de solucionar ou minimizar os problemas
causados pela acdo dessas bactérias no leite e em seus
derivados, diversas a¢fes tém sido tomadas para inibir
0 crescimento de agentes microbianos que promovem o
processo inflamatério nas glandulas mamaérias de
bovinos no Brasil. A aplicacdo de antibiético sintetizado
por via quimica tem sido a pratica usual de criadores
de bovinos leiteiros, quando o animal é identificado. No
entanto, normas de vigilancia sanitéria internacional tém
criado barreiras sanitarias para a comercializacdo de
produtos de origem animal, quando do tratamento com
certos tipos de antibiéticos.

A fumaca liquida usualmente tem sido empregada
para conferir aroma e cor a produtos carneos, mas
também apresenta outros beneficios. Suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes tornam os produtos
mais seguros, aumentando sua vida-de-prateleira.
Relata-se atividade bacteriostatica da fumaca liquida
guando testada em Proteus sp. e Staphylococcus sp.,
bem como o efeito bacteriano em peixes, obtendo-se
resultados positivos no controle do crescimento de
Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis e Proteus
vulgaris.

De modo geral, verifica-se que a resposta individual
dos microrganismos para a fumaca liquida é extremamente
varidvel, o que torna interessante a identificagdo dos
possiveis compostos ativos na inibicdo do crescimento
de bactérias presentes em processos inflamatérios de
glandulas mamarias de bovinos leiteiros.

Neste sentido, o objetivo do artigo foi o de verificar a
atividade inibitéria dos extratos de fumaca liquida obtida
da pir6lise de bambu comum (Bambusa vulgaris) contra
guatro bactérias identificadas como agentes etiol6gicos
da mastite bovina, sendo dois isolados de Staphylococcus
aureus e dois isolados de Staphylococcus sp.

2 Material e Métodos
2.1 Destilacao fracionada da fumaca liquida

Um volume de 400 mL de fumaca liquida obtida por
pirélise de Bambusa vulgaris foi submetido a destilagdo
fracionada obtendo-se quatro fracOes destiladas que
foram denominadas: Destilado 1, Destilado 2, Destilado
3e Destilado 4. O residuo restante no baldo foi dissolvido
com agua (Residuo aquoso). Em seguida, o baldo ainda
possuia residuo de fumaca liquida que foi solubilizado
em etanol (Residuo alcodlico).

2.2 Destilagcao simples

Um volume de 300 mL de fumaca liquida, obtida por
pirélise de Bambusa vulgaris, foi submetido a uma
destilacdo simples a 97°C obtendo-se uma fragdo
destilada de 280 mL (Destilado S) e um residuo de 30
mL (Residuo S).

2.3 Determinacdo de acidez

A acidez foi concluida por uma técnica simples de
titulagdo com uma base padronizada, utilizando o
potenciébmetro de acordo com a técnica proposta por
Cecchi (1999).

2.4 Absorbancia por espectrofotometria na regiao
ultravioleta

Os espectros na regido ultravioleta das amostras
foram obtidos por meio da adi¢do de uma aliquota de
50 pL da amostra com 15 mL de solugéo a 75% de
etanol. Os espectros de absorgcdo foram determinados
na faixa de comprimento de onda de 190 a 362 nm, em
espectrofotdmetro.

2.5 Quantificacdo de compostos fendlicos

A determinacdo de fendis foi realizada de acordo
com a técnica empregada por Nozella (2001). Foram
testadas vérias diluicbes das amostras dissolvidas em
agua destilada, para obter uma melhor leitura de
absorbancia. A diluicdo mais adequada foi a de vinte e
uma vezes para todas as amostras. Em tubos de ensaio,
foram adicionados 50 pL do sobrenadante referente a
cada diluicdo da amostra em &gua (em duplicata), 250
pL do reagente Folin-Ciocalteu (1 N) diluido 1:10, 450
ML de agua destilada e 1,25 mL de carbonato de sodio
(20%). Os tubos foram agitados e, ap6s quarenta
minutos, foi feita a leitura em um espectrofotémetro,
em absorbancia de 725 nm. O teor de fendis totais (FT)
foi calculado em equivalente de acido tanico.

2.6 Atividade antimicrobiana das frac6es da fumaca
liquida

Os microrganismos utilizados para analisar a
atividade antimicrobiana das fragdes de fumaca liquida
destilada de Bambusa vulgaris foram isolados pelo prof.
L. C. Silva (UNOPAR) de animais com mastite. O meio
de cultura utilizado foi agar-nutriente (15 g de agar-agar
e 8g de caldo-nutriente para cada litro de 4gua destilada).
A reativacdo dos microrganismos Staphylococcus
aureus (SA1 e SA2) e Staphylococcus sp. (STAL e STA2)
realizou-se em duplicata em que os microrganismos foram
repicados em tubos de ensaio contendo 10 mL de agar-
nutriente inclinado e incubados a 37°C por 18 h. O
antibiograma foi realizado por comparagdo com um
antibiético (Gentamicina, 10 pg) e com um disco-
controle de etanol. Em discos de papel filtro de 5 mm,
foram aplicados 20 pL dos destilados, dos residuos e
dos controles, sendo em seguida incubados a 100°C
por 5 min para evaporar o0 excesso de alcool das
amostras. Foram acrescentados 5 mL de agua
destilada estéril no tubo do in6culo STAL e repassado
5mL deste inéculo para outro tubo da mesma espécie
STAL, repetindo o processo para 0s outros microrganismos.
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ApOs o processo, foram retirados 150 pL de cada tubo
com os diferentes in6culos e transferidos para placas
de Petri contendo agar-nutriente e emplacados em
superficie. Logo apés, foram adicionados os discos
contendo as amostras, o controle e o antibiético, sendo
ambos incubados a 37°C por 18 h.

2.7 Cromatografia em camada delgada em fase
normal

A cromatografia em camada delgada foi realizada
adicionando-se 5 pL de cada amostra de fumagca liquida,
de residuo alcodlico e de residuo da destilagdo simples,
em uma cromatoplaca silica-gel 60 F,, (10 x 4 cm).
Uma solugéo de solventes (tolueno, 40 mL; cloroférmio,
25 mL; acetona, 35 mL) foi utilizada como fase movel,
sendo a cuba cromatografica coberta para completa
saturacdo. O tempo de corrida cromatografica foi de 40
min. A placa foi retirada da cuba e revelada em luz
ultravioleta e em solugéo reveladora de anisaldeido-
sulfarico (&cido acético, 50 mL; acido sulfarico, 1 mL;
anisaldeido, 0,5 mL), sendo colocada a 100°C por 5
min para revelacdo das bandas.

3 Resultados e Discussao

Vérios fracionamentos das amostras de fumaca
liquida foram desenvolvidos por destilacéo fracionados
a temperatura constante de 97°C, mas nenhuma
variagdo no teor de fendlicos totais foi percebida apds o
fracionamento. No entanto, a variagdo no teor de
compostos fendlicos totais foi percebida nas amostras
residuais da fumaca liquida, ou seja, residuo alcodlico
(408,6 pg) e residuo aquoso (1317,1 ug). Na Figura 2,
pode-se observar nos espectros de absorcdo das
fragOes destiladas de fumaga liquida que had um aumento
na absorcdo na regido de 280 nm, caracteristica de
compostos fendlicos. Porém, nenhuma variagéo no perfil
dos espectros foi observada, 0 que pode caracterizar que
as amostras ndo apresentam diferencas de composi¢éo
guimica das varias fracfes obtidas da destilac&o fracionada.
As fragBes residuais foram as que apresentaram maiores
absorc¢Oes nas regides de 200-220 nm e 280 nm, o0 que
poderia corroborar o aumento da concentragdo de
compostos fendlicos (ver Tabela 2).

A cromatografia em camada delgada dos destilados
de fumaga liquida foi feita para permitir uma visualizagéo
rdpida que distinguisse compostos ou grupos de
compostos quimicos presentes nas amostras. Pelos
resultados obtidos, diferentes compostos quimicos
foram isolados das amostras destiladas e dos residuos
(Figura 2). Os compostos foram eluidos nos cromatogramas
em camada delgada e, apés irradiacdo a 366 nm,
obtiveram-se os perfis das bandas presentes nas
amostras (Figura 2a), bem como apds aplicacdo de
solucéo reveladora de anisaldeido-sulfurico (Figura 2b).

Conforme observado na Figura 1, diferentes compostos
guimicos foram isolados das amostras de fumaca liquida
e suas fragdes. As bandas obtidas na eluicao cromatogréafica
e reveladas pela solucdo de anisaldeido-sulfurico
apresentaram diferentes coloragdes conforme as reacdes
especificas com o composto ou grupo de compostos

separados. Na andlise em cromatoplacas de silica-gel
60 F,.,, em todas as fracGes de fumaca liquida, alguns
compostos apresentaram similaridade de Rf's e
coloragbes (do amarelo ao vermelho, bem como uma
banda azul-clara) apds revelagdo com anisaldeido-
sulfdrico e em luz ultravioleta (Tabela 1).

Na tentativa de obter diferentes perfis cromatogréaficos
entre as amostras da fumacga liquida de Bambusa
vulgaris, diferentes fragcbes foram obtidas (Destilado 1,
Destilado 2, Destilado 3, Destilado 4, Residuo Alcodlico
e Residuo Aquoso); no entanto, pbde-se observar que
0s espectros sob luz ultravioleta (366 nm) e revelados
por solugcdo de anisaldeido apresentaram acentuada
similaridade, mostrando uma certa correlagdo entre os
compostos quimicos presentes nas amostras de fumaca
liquida independentemente da fracdo analisada neste
trabalho. A diferenga nos espectros cromatogréaficos se
deu pelo aumento na concentracdo de compostos
fendlicos totais. As concentracdes de fendlicos totais,
expressos em acido tanico, foram determinadas e
podem ser observadas na Tabela 2.

A Tabela 2 mostra os valores de pH e acidez das
fracOes obtidas da fumaca liquida de Bambusa vulgaris.

A fumaca liquida obtida da pirélise de Bambusa
vulgaris foi testada quanto as suas propriedades
antimicrobianas contra quatro cepas de Staphylococcus
sp. e isoladas de vacas leiteiras clinicamente identificadas
com mastite bovina. Os valores de inibicdo microbiana
foram expressos em milimetros de halo de inibicao,
conforme Tabela 3.

Como pode ser observado na Tabela 3, néo se
apresenta diferenca na atividade antimicrobiana. E pelo
fato de ndo apresentar diferenca na atividade
antimicrobiana, o processo de fracionamento dos
compostos fendlicos através da destilagdo fracionada
foi modificado. Trocando o método de destilacdo
fracionada pela destilacdo simples, a qual resultou na
obtencdo das amostras Destilado S e Residuo S, os
valores de inibicdo sdo apresentados na Tabela 4.

O maior efeito da atividade antimicrobiana foi percebido
para a amostra do Residuo da Destilagdo Simples
(RhS), a qual apresentou maiores halos de inibi¢céo para
as quatro cepas isoladas. Para as cepas de S. aureus
(STAL e STA2), os halos de inibi¢éo representaram 71,4
e 88,2% da atividade inibitéria da amostra controle com
10 mg de gentamicina. Para as cepas de Staphylococcus
sp. (SAl e SA2), os halos de inibicdo representaram
73,3 e 75,0% da atividade inibitoria da amostra controle
com 10 pg de gentamicina.

4 Conclusao

A partir dos dados obtidos no presente trabalho, pdde-
se concluir que a fumaga liquida obtida da pirdlise de
Bambusa vulgaris apresentou atividade antimicrobiana
contra quatro cepas de estafilococos isolados de mastite
bovina. O maior efeito da atividade antimicrobiana foi
percebido para Residuo da Destilacdo Simples, o qual
apresentou maior halo de inibicdo para as quatro cepas
isoladas, com cerca de 76,9% da atividade inibitéria da
amostra controle com 10 pg de gentamicina.
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Figura 1. Espectro de absorcdo na regido do ultravioleta das fragcdes destiladas de fumaca liquida obtida de 400
mL de fumaga liquida de Bambusa vulgaris.
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Figura 2 . Cromatografia em camada delgada em fase normal (CCDFN), (a) irradiada a 366 nm e (b) revelada com
solucdo de anisaldeido, das fragGes destiladas de fumaga liquida de Bambusa vulgaris. FL: fumaca liquida; ReF:
residuo alcodlico fracionado; RhS: residuo aquoso simples.

Tabela 1. Relagdes de frente (Rf) e cores desenvolvidas para os compostos separados em CCD das amostras de
fumaga liquida e suas fracdes.

Reveladores

Amostra Anisaldeido Luz Ultravioleta
FL ReF RS FL ReF RS
0,85 0,84
Banda #1 n.d. n.d. n.d. n.d.
Vermelho Vermelho
0,77 0,76 0,81 0,77 0,81
Banda #2 n.d.
Vermelho Vermelho Vermelho Azul Azul
0,75 0,76 0,73 0,73
Banda #3 n.d. n.d.
Vermelho Vermelho Amarelo Amarelo
0,5 0,52
Banda #4 n.d. n.d. n.d. n.d.
Vermelho Vermelho
0,48
Banda #5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Vermelho
0,36 0,38
Banda #6 n.d. n.d. n.d. n.d.
Amarelo Amarelo
0,14 0,09
Banda #7 n.d. n.d. n.d. n.d.
Azul Azul

LOZAM JUNIOR, R.; TERRILE, A. E.; AGUIAR, C. L. de / UNOPAR Cient., Ciénc. Biol. Satde, Londrina, v. 7, n. 1, p. 5-12, out. 2005 9



Atividade antimicrobiana da fumaca liquida obtida de Bambusa sp. contra Staphylococcus aureus e Staphylococcus sp isolados de mastite bovina

Tabela 2. Valores de pH, acidez e compostos fendlicos totais das frac6es destiladas de fumaca liquida de
Bambusa vulgaris (n=3).

Amostras pH 2 herdes Fenéli-cods
Meq H'/100 mL" % écido acético ° Totais
Destilado 1 2,69 13,4 1,18 78
Destilado 2 2,64 16,6 1,46 43
Destilado 3 2,58 21,5 1,89 37
Destilado 4 2,63 425 3,74 172
Destilado S n.d.® n.d. 3,05 190
Res. Aquoso 3,37 7,0 0,62 245
Res. Alcool n.d.t 5,1 0,45 408
Res. Simples n.d.® n.d.® 11,8 1317
Fumaca Liquida n.d.® n.d.® 4,34 337

®A medida dos potenciais hidrogeniénicos foram avaliados pela medida direta em potencidmetro Tecnal Mod. Tec-2.
PAcidez foi avaliada por titulagdo potenciométrica (CECCHI, 1999). 90 teor de fendlicos totais foi avaliada a partir da
reacdo com solugdo de Folin Ciocalteau contra curva padrdo de &cido ténico e expresso como microgramas de
compostos fendlicos. °n.d. Medida n&o determinada.

Tabela 3. Valores de inibicdo do crescimento bacteriano pelas amostras da destilacdo fracionada de fumaca
liquida de Bambusa vulgaris®.

Fracoes S. aureus  S. aureus Staphylococcus  sp. Staphylococcus  sp.
(Cddigo de controle) (STAL) (STA2) (SAL) (SA2)
Destilado 1 n.d. n.d. n.d. n.d.°
Destilado 2 n.d.c n.d. n.d. n.d.°
Destilado 3 n.d. n.d. n.d. n.d.°
Destilado 4 n.d. n.d. n.d. n.d.°
Controle (etanol) n.d.c n.d. n.d. n.d.°
Residuo alcoodlico 7 7 n.d.° n.d.°
Residuo aquoso n.d. n.d.° n.d.° n.d.*
Fumaca liquida 8 7 7 8
Gentamicina” 14 17 15 16

®Valores médios obtidos da amostra em duplicata, expressos em mm. ®Gentamicina foi empregada como um
antibiético de controle-positivo, 10 pg. °n.d.: atividade inibitéria do crescimento microbiano n&o foi detectada.
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Tabela 4. Valores de inibicdo do crescimento bacteriano pelas amostras da destilacdo simples da fumaca liquida

de Bambusa vulgaris®.

Fracdes S. aureus S. aureus Staphylococcus  sp. Staphylococcus  sp.
(Cadigo de controle) (STAL) (STA2) (SA1) (SA2)
Destilado S n.d.° n.d.c n.d. n.d.c
Residuo S 10 15 11 12

Fumaca liquida 8 7 7 8
Gentamicina” 14 17 15 16

®Valores médios obtidos da amostra em duplicata, expressos em mm. "Gentamicina foi empregada como um
antibiético de controle-positivo, 10 pug. °n.d.: atividade inibitoria do crescimento microbiano néo foi detectada.
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