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GALLAS, J.A. Potencial antimicrobiano de extratos derivados da romã (Punica 

granatum L.) contra patógenos relacionados à infecção endodôntica. Dissertação 

(Mestrado) – Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 

Ribeirão Preto, 2017. 

A biodiversidade da flora brasileira abre a possibilidade de estudos com extratos naturais 

para formulações de soluções irrigantes bactericidas e biocompatíveis para uso na terapia 

endodôntica. Este estudo teve como objetivo analisar o potencial antimicrobiano de extratos 

da Punica granatum L. (P. granatum) contra micro-organismos presentes nas infecções do 

sistema de canais radiculares. Foram preparados extratos hidroetanólicos (50% etanol e 

50% água) na concentração de 100 mg/mL, a partir da liofilização da casca, folha e semente 

da P. granatum, contra os seguintes microrganismos:  Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus, Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis e Candida albicans. Os grupos foram 

distribuídos de acordo com o extrato de P. granatum: G1 – etanol 50% (controle positivo), 

G2 - hipoclorito de sódio 1% (NaOCl) (controle negativo), G3 – Extrato da casca, G4 – 

Extrato da folha, G5 – Extrato da semente. A capacidade antimicrobiana dos extratos foi 

avaliada pelo teste de difusão em ágar, concentração inibitória mínima (CIM) e concentração 

bactericida/fungicida mínima (CBM/CFM). Os dados, em mm, foram analisados por Análise 

de Variância e teste de Tukey (p<0,05). Pelo teste de difusão em ágar, verificou-se que, 

independentemente do micro-organismo, o maior halo de inibição foi encontrado para o 

controle positivo (30,76 ± 4,73 a), seguido da casca e folha, que não apresentaram diferença 

significante entre si (23,32 ± 3,65 b e 21,08 ± 2,28 b, respectivamente). A semente 

apresentou o menor halo de inibição microbiana (17,83 ± 6,92 c) (p<0,05). Na comparação 

isolada para cada micro-organismo, os extratos da casca e folha apresentaram atividade 

antimicrobiana semelhante ao NaOCl para a bactéria S. mutans (p=0,0000), além de 

exercerem bom efeito antimicrobiano sobre os demais micro-organismos. Para as bactérias 

E. faecalis e E. coli, os extratos (casca, folha e semente) apresentaram halos de inibição 

semelhantes entre si (p>0,05), porém inferiores aos obtidos pelo controle positivo. Com 

relação à CIM e CBM/CFM, encontrou-se efeito bactericida e bacteriostático para todos os 

extratos. Verificou-se maior zona de inibição para o extrato da casca contra a C. albicans 

(CIM = 6,25 mg/mL e CFM = 12,5 mg/mL), seguido da S. aureus (CIM e CBM =12,5 mg/mL). 

Concluiu-se que, os extratos hidroalcoólicos de P. Granatum L. apresentaram atividade 

antimicrobiana contra os patógenos orais comuns nas infecções endodônticas, com a maior 

atividade para os obtidos da casca e folha. 

Palavras-chave: soluções irrigantes, atividade antimicrobiana, Punica granatum L., extrato 

natural, romã 
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GALLAS, J.A. Antimicrobial potential of extracts from pomegranate (Punica granatum 

L.) against endodontic pathogens – Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2017. 

Brazilian flora biodiversity opens possibility of studies with natural extracts for bactericidal 

and biocompatible solutions for use in endodontic therapy. The purpose of this study was to 

investigate the antimicrobial effect of Punica granatum L. (pomegranate) against pathogens 

of infections from root canal system. Ethanolic solutions (50% ethanol and 50% water) were 

prepared in 100 mg/mL of lyophilized extracts derived from the peel, seed and leaf of 

pomegranate, against the following oral microorganisms: Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus, Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis and Candida albicans. The groups 

were distributed according to the extract tested for root canal irrigation: G1 - 50% ethanol 

(positive control), G2 - 1% sodium hypochlorite (NaOCl) (negative control), G3 - Solution of 

the peel, G4 – Seed solution, G5 - Solution of the leaf. The antimicrobial capacity of the 

extracts was evaluated by the agar diffusion test, minimum inhibitory concentration (MIC) 

and minimum bactericidal / fungicidal concentration (MCB/MFC). The data were analyzed by 

ANOVA (extracts and microorganisms) and Tukey test (p<0.05). By the diffusion test in agar, 

it was verified that, independently of the microorganism, the largest inhibition zone was found 

for the positive control (30.76 ± 4.73 a), followed by peel and leaf, which did not presented 

significant difference between them (23.32 ± 3.65 and 21.08 ± 2.28 b, respectively). The 

seed had the lowest of microbial inhibition zone (17.83 ± 6.92 c) (p<0.05). In the isolated 

comparison for each microorganism, peel and leaf extracts presented antimicrobial activity 

similar to NaOCl for S. mutans (p = 0.0000), besides having a good antimicrobial effect on 

the other microorganism. For the E. faecalis and E. coli, the extracts (peel, leaf and seed) 

had similar inhibition zones (p>0.05), but lower than those obtained by the positive control. 

Regarding MIC and MBC/MFC, it was found a bactericidal and bacteriostatic effect for all 

extracts. The P. granatum peel extract had greater inhibition zone against C. albicans (MIC = 

6.25 mg/mL and MFC = 12.5 mg/mL), followed by S. aureus (MIC and MBC = 12.5 mg/mL). 

It may be concluded that the hydroalcoholic extracts of P. granatum L. presented 

antimicrobial activity against oral pathogens common in endodontic infections, with the 

highest activity for those obtained from the peel and leaf. 

Keywords: irrigating solutions, antimicrobial activity, Punica granatum L., natural extract, 

pomegranate 
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Os micro-organismos presentes na microbiota oral constituem-se nas principais 

fontes de agressão persistente, sejam patologias pulpares ou perirradiculares, que além de 

induzirem alterações teciduais são capazes de perpetuá-las (ESTRELA et al., 2003; 

BERBER et al., 2006; SIQUEIRA et al., 2009). A presença de micro-organismos no 

ambiente pulpar, principalmente de anaeróbios facultativos, tem como consequência a 

inflamação, e posterior necrose (JORGE, 2007; NAIR, 2004).  

De acordo com a situação clínica em que se estabelecem, as infecções dos sistemas 

de canais radiculares podem ser classificadas em primárias ou secundárias (ESTRELA et 

al., 2003; GOMES et al., 2009; SIQUEIRA et al., 2009). A infecção primária é decorrente da 

colonização dos canais após a necrose do tecido pulpar (PAGLIARULO et al., 2016). Após o 

preparo biomecânico e ação da medicação intracanal, podem permanecer micro-organismos 

nos canais, por vezes devido à deficiência dos agentes antimicrobianos (JORGE, 2007). 

Esses micro-organismos, que não estavam presentes na inicial, podem gerar subprodutos 

(endotoxinas) que estão associados à infecção secundária, caracterizada por complicações 

no atendimento clínico, pós-operatório imediato (processos inflamatórios agudos) ou 

mediato (lesões persistentes) (BERBER et al., 2006; STUART et al, 2006; PAGLIARULO et 

al., 2016). 

A microbiota envolvida nestes dois tipos de infecção é diferente, podendo variar de 

acordo com o tempo de infecção (SIQUEIRA et al., 2009) ou em função da exposição direta 

dos canais radiculares ao meio oral (ESTRELA et al., 2003). Cerca de 150 espécies 

microbianas já foram isoladas em canais radiculares, sendo que um único canal radicular 

apresenta em média 5 a 7 espécies microbianas infectantes (GOMES et al., 2009). Dentre 

esses micro-organismos, destacam-se alguns presentes em lesões iniciais e persistentes 

dos canais radiculares, como a Escherichia coli (E. coli) (ABDOLLAHZADEH et al., 2011; 

ASADISHAD et al., 2012; PAGLIARULO et al., 2016) que é gram-negativa; o Enterococcus 

faecalis (E. faecalis) (GOMES-FILHO et al., 2008; ZEYUN et al., 2011), Streptococcus 

mutans (S. mutans) (UMAR et al., 2016) e Staphylococcus aureus (S. aureus) (GOMES-

FILHO et al., 2008; PAGLIARULO et al., 2016) que são bactérias aeróbias e anaeróbias 

facultativas, gram-positivas. Além disso, estudos tem demostrado a presença da levedura 

Candida albicans (C. albicans) em infecções dos canais radiculares (BAKKIYARAJ et al., 

2013; ROSAS-BURGOS et al., 2016).  

Durante a instrumentação dos canais radiculares, substâncias têm sido utilizadas 

com o propósito de eliminar micro-organismos e neutralizar seus subprodutos (VIANNA et 

al., 2006; OLIVEIRA ET AL., 2007). Além disso, é recomendado que o irrigante não tenha 

toxicidade aos tecidos orais e promova lubrificação e dissolução dos remanescentes 

teciduais (ESTRELA et al., 2003; BERBER et al., 2006; SIQUEIRA et al., 2009).  
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Os produtos químicos mais utilizados como agentes irrigantes são a clorexidina 

(CHX) e hipoclorito de sódio (NaOCl) (BERBER et al., 2006; BARNHART et al., 2005; 

HAJIFATTAHI et al., 2016). A clorexidina, em gel ou solução, possui amplo espectro de 

ação antimicrobiana e a vantagem de apresentar substantividade e baixa citotoxicidade, 

mas não dissolve tecidos pulpares (SENA et al., 2006). O hipoclorito de sódio também 

apresenta amplo espectro de ação antimicrobiana com efetividade comprovada, além da 

capacidade de dissolver tecidos (GOMES- FILHO et al, 2008; SIQUEIRA et al., 2009; 

MAHBOUBI et al., 2015). Porém, o NaOCl possui efeitos adversos quando em contato com 

os tecidos perirradiculares, gosto e cheiro desagradáveis, e capacidade de causar reações 

alérgicas nos pacientes (GOMES-FILHO et al, 2008; MAHBOUBI et al., 2015; HAJIFATTAHI 

et al., 2016). Ademais, estudos apontam efeito citotóxico do NaOCl nos tecidos bucais, 

mesmo em concentrações mais baixas (0,5 a 1%), agindo de forma rápida e direta sobre as 

células (BARNHART et al., 2005; SIQUEIRA et al., 2009). 

Dessa forma, é constante a busca por soluções a base de extratos naturais com 

efeito antimicrobiano e com compatibilidade biológica para que possam ser utilizadas na 

prática clínica (ABDOLLAHZADEH et al., 2011; GHONMODE et al., 2013; ASAHI et al., 

2014; LI et al., 2014; ZIOTTI et al., 2016). Há muitos anos as plantas com propriedades 

medicinais são utilizadas para manutenção da saúde, e nas últimas décadas, as da flora 

brasileira passaram a ser mais estudadas, especialmente no que se refere a atividade 

antimicrobiana (NASCIMENTO et al., 2000; VAHABI et al., 2011; DE ROSSI, et al., 2014), 

culminando com o desenvolvimento de fitoterápicos para uso odontológico. Como exemplo 

tem-se a própolis (Dalbergia ecastophyllum), que se destaca pela ação contra bactérias 

orais gram-positivas (KORU et al., 2007); o alcaçuz (Glycyrrhiza glabra), que apresenta 

diversas substâncias com atividade antimicrobiana (FUKAI et al., 2002); o barbatimão 

(Stryphnodendron), que possui taninos que apresentam efeito bactericida e antiviral 

(SANTOS et al., 2009; DE ROSSI, et al., 2014) e a romã (Punica granatum L.), que possui 

alta concentração de flavonóides que proporcionam ação antioxidante e antimicrobiana 

(TYAGI, 2012 ZARFESHANY et al, 2014; HAJIFATTAHI et al., 2016). 

A romã é uma fruta originária do Oriente Médio, com sementes revestidas por polpa 

avermelhada, coberta por casca de cor castanho brilhante e contém o suco em bolsas 

individuais (FISCHER et al., 2011; ZARFESHANY et al., 2014). O pericarpo, o líquido das 

sementes e a casca possuem polifenóis ou compostos fenólicos, que são os flavonóides 

(flavonas, catequinas, antocianidinas), ácidos polifenólicos (ácido elágico, punicalaginas, 

ácido gálico), e taninos (proantocianidina), que encerram propriedades adstringentes, 

antifúngicas, atividade antioxidante, efeitos anti-inflamatórios e atividade antibacteriana 

(FISCHER et al., 2011; SALWE et al., 2016; ZANDISWA & MRUDULA, 2016). Os 

compostos polifenólicos, (punicalagina e ácido elágico) são os principais responsáveis pela 
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ação antimicrobiana do extrato, pois aumentam a quebra da estrutura da membrana 

bacteriana e de leveduras, além de interferirem no mecanismo de aderência dos micro-

organismos à superfície dentária (VASCONCELOS et al., 2006; SALWE et al., 2016; UMAR 

et al., 2016).  

A punicalagina é um tanino hidrolisável com atividades antioxidante e antiinflamatória 

reconhecidas, se destacando como promissora molécula multifuncional pelo seu potencial 

de promover a saúde (SINGH et al., 2002; GONZÁLEZ-MOLINA et al., 2009; DIKMEN et al., 

2015). O ácido elágico constitui-se um polifenol menor, derivado da punicalagina, sintetizado 

por múltiplas espécies de plantas, com função de proteger os tecidos contra a luz 

ultravioleta, vírus, bactérias e parasitas, além de elevado potencial antioxidante (SEERAM et 

al., 2005; KIRAZ et al., 2016; UMAR et al., 2016). Apesar dos componentes puros terem 

comprovada ação antimicrobiana (SEERAM et al., 2005), poucos são os estudos na área 

odontológica que avaliam os compostos isolados do fruto (casca e polpa) e folhas da romã.  

Estudos na área alimentícia, médica e odontológica, demonstraram a eficácia da P. 

granatum L. para inibição do crescimento de patógenos como C. albicans (BAKKIYARAJ et 

al., 2013; ROSAS-BURGOS et al., 2016), S. mutans (UMAR et al., 2016) e E. coli 

(ABDOLLAHZADEH et al., 2011; ASADISHAD et al., 2012). O extrato metanólico da casca 

da P. granatum foi investigado contra E. faecalis (HAJIFATTAHI et al., 2016) e S. aureus 

(GOMES-FILHO et al., 2008; PAGLIARULO et al., 2016) e mostraram resultados 

promissores. A variação hidroalcoólica do epicarpo da romã inibiu a formação de placa 

supragengival com a mesma eficiência da clorexidina (MAHBOUBI et al., 2015), e reduziu 

patógenos periodontais, como o P. gengivalis (ZANDISWA & MRUDULA, 2016). Além da 

capacidade antimicrobiana, a toxicidade da solução também deve ser levada em 

consideração. Estudos têm demonstrado que extratos de P. granatum L. possuem baixa 

toxicidade em macrógafos e linfócitos (KAO et al., 2012; PARK et al., 2016), e inibem o 

crescimento de células tumorais, em concentrações que variam de 10 µg/mL até 1000 

µg/mL (SEERAM et al., 2005; KAO et al., 2012; KIRAZ et al., 2016). Recentemente 

NIRWANA et al. (2017) demostrou aceleração no processo cicatrizante em alvéolos após 

extração dental em cobaias quando da utilização de gel de romã. 

Portanto, frente à presença de diferentes compostos fenólicos na romã, bem como 

sua ampla utilização da área da saúde, torna-se fundamental o desenvolvimento de novas 

soluções que possibilitem uma diminuição de efeitos adversos e biocompatível, como o 

desenvolvimento de soluções irrigantes naturais, de Punica granatum L. para a irrigação dos 

canais radiculares. 
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O presente estudo tem como objetivo geral desenvolver e analisar, in vitro, o 

potencial antimicrobiano de diferentes soluções provenientes da casca, folha e semente da 

romã (P. granatum) contra micro-organismos relacionadas à infecção endodôntica. Para 

tanto, o estudo possuirá os seguintes objetivos específicos: 

• Desenvolver soluções hidro alcoólicas em diferentes concentrações a partir da 

liofolização da casca, folha e semente da P. granatum; 

• Avaliar a atividade antimicrobiana das soluções hidro alcoólicas da casca, folha e 

semente da P. granatum, pelo método de difusão em ágar (halo de inibição) contra 

os seguintes micro-organismos: Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus 

aureus (ATCC 6538), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Enterococcus faecalis 

(ATCC 4683) e Candida albicans (ATCC 1023); 

• Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) e concentração 

bactericida/fungicida mínima (CBM, CFM) das soluções hidro alcoólicas extraídas da 

casca, folha e semente da P. granatum contra os mesmos micro-organismos 

supracitados;
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Delineamento experimental 

 

Foi realizado um estudo in vitro com soluções hidro alcoólicas dos extratos da casca, 

folha e semente da P. granatum, contra micro-organismos comumente encontrados nas 

infecções endodônticas, com o controle positivo hipoclorito de sódio (NaClO) a 1% e como 

controle negativo o etanol a 50%. Os micro-organismos analisados foram a E. coli, S. 

aureus, S. mutans, E. faecalis e C. albicans, tendo como varáveis de resposta: 1) atividade 

antimicrobiana das soluções de P. granatum desenvolvidas, pelo teste de difusão em ágar 

(halo/zona de inibição microbiana), 2) concentração inibitória mínima (CIM) e concentração 

bactericida/fungicida mínima (CBM/CFM), pelo método de microdiluição em caldo. Na Figura 

1, tem-se a representação esquemática do estudo. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1 – Representação Esquemática do estudo 

 
Seleção da concentração do solvente a ser utilizada nos extratos de P. granatum  

 

Os solventes a serem utilizados nos extratos foram analisados quando a sua atividade 

antimicrobiana. Para isso, foram preparadas as soluções hidro alcoólicas nas concentrações de 

100%, 80%, 50% e 30% (etanol e água), e testados contra as bactérias S. mutans, E. coli, S. 

aureus e E. faecalis e contra a levedura C. albicans, pelo teste de Difusão em ágar.  

 

Cultivo dos micro-organismos 

 

As 5 cepas (bacterianas e fúngica) relacionadas com a etiologia da contaminação 

dos canais radiculares utilizadas neste estudo foram: Escherichia coli (ATCC 8739), 

Fruto da romã (casca, folha e semente) 

Liofilização e obtenção do pó dos extratos 
Cultivo e crescimento microbiano 

Teste de Difusão em ágar para os 
controles negativos 

Preparo dos extratos com etanol 50% 

Teste de Difusão em ágar com extratos 

Ensaio da CIM com extratos 

Ensaio da CBM/CFM com extratos 
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Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Enterococcus 

faecalis (ATCC 4683) e Candida albicans (ATCC 1023), adquiridas da ATCC (American 

Type Culture Collection, Rockville, MD, EUA).   

As cepas de E. coli, S. aureus, S. mutans e C. albicans foram semeadas em 5 mL de 

caldo Mueler Hinton (MH) (Difco, B.D., Le Pont de Claix, França) e a E. faecalis, em 5 mL do 

caldo tioglicolato (Difco, B.D., Le Pont de Claix, França), em tubos de ensaios de 15x125 mm de 

volume. Em seguida, foram vedados e incubados em estufa (Modelo Ultra Safe HF 212 UV) a 

37ºC por 24 horas. Após esse período, semeou-se com alça bacteriológica em outro tubo de 

ensaio contendo MH ágar na posição inclinada. Posteriormente, os tubos foram incubados em 

estufa a 37ºC por 24 horas. O procedimento de semeadura foi realizado em capela de fluxo 

laminar (Veco, Campinas, SP, Brasil), mantendo-se a cadeia asséptica. 

 

Determinação do crescimento microbiano 

 

Após 24 horas de incubação dos micro-organismos nas condições e meios de cultura 

específicos, determinou-se a curva de crescimento microbiano utilizando-se o espectrofotômetro 

(Femto 432; Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) com absorbância de 600 nm. Inicialmente, 

determinou-se a curva de absorbância padrão de uma alíquota de 1,0 mL de cada meio de cultura 

(“branco do método” para calibração), correspondente ao tempo zero de incubação.  

Em seguida, verificou-se a absorbância de cada cultura microbiana testada. Os 

inóculos foram preparados baseando-se na escala de McFarland para bactérias e adaptada 

para leveduras. Assim, utilizou-se o valor 0,5 da escala McFarland (1,5 x 108 UFC/mL) para 

as bactérias e 2,0 da escala McFarland (6,0 x 108 UFC/mL) para a levedura. O 

plaqueamento das cepas microbianas foi realizado para confirmação da viabilidade das 

bactérias e levedura (Figura 2). 

 

 

Figura 2.  Ilustração das cepas bacterianas/levedura, respectivamente: A) E. Coli, B) E. faecalis, S. 
mutans, S. aureus e C. albicans 
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Método da difusão em ágar  

 

No primeiro momento, realizou-se o teste do poço para selecionar o solvente 

(controle negativo) com menor atividade antimicrobiana a ser utilizados na extração dos 

componentes da romã e optou-se pela confecção de um meio de cultura com camada dupla. 

No fluxo laminar (Veco, Campinas, SP, Brasil), a camada base foi obtida vertendo-se 

10 mL de meio de cultura ágar MH a 50ºC (depois de autoclavado), em placas de petri de 20 

x 100mm. Após a solidificação da camada base, adicionou-se a sobrecamada composta de 

1 mL de MH dos inóculos microbianos (108 células/mL). Após solidificação, foram realizadas 

3 perfurações (poços), equidistantes, de 15 mm de diâmetro, de modo a atingir a camada 

base e sobrecamada, utilizando-se um tubo de ensaio estéril. Em seguida, dispensou-se nos 

poços 250 µL de cada extrato, utilizando-se pipeta automática.   

As placas foram incubadas em estufa a 37±1ºC por 24 horas e, na Figura 3, tem-se a 

ilustração da sequência do Teste de Difusão em ágar. Os testes com as soluções hidro 

alcoólicas foram realizados duplicata, e em dias diferentes. A seguir, com o auxílio de um 

paquímetro digital (Mitutoyo 500-196-30B, São Paulo, SP, Brasil), mediu-se o diâmetro dos 

halos inibitórios de cada poço (HAJIFATTAHI et al., 2016). 

 

 
Figura 3. Ilustração do método de difusão em ágar para análise do potencial antimicrobiano: A) 
Extratos semente, casca e folha; B) Perfuração dos poços de 15 mm de diâmetro; C) Retirada do 
ágar do poço; E) Preenchimento dos poços com os extratos e controles e D) Aspecto final placa 
semeada. 
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Preparo das soluções de Punica granatum L.  

 

Após definida a concentração do solvente com menor atividade antimicrobiana, as 

soluções de P. granatum foram preparadas a partir de frutas e folhas da romã obtidas de 

uma mesma plantação. Foram colhidas aproximadamente 10 frutas maduras, que foram 

higienizadas com água filtrada corrente e escova. Cada fruto foi cortado ao meio sendo 

separadas casca e polpa (semente e suco). A seguir, a polpa foi peneirada até que se 

extraísse todo o suco da semente. O extrato do suco não foi utilizado, devido ao seu alto 

teor de açúcar, o que poderia alterar o resultado (KIM & LEE, 2002; SANTIAGO, 2014). 

As amostras obtidas foram pesadas em balança analítica (Shimadzu, AUW, Baureri, 

São Paulo, Brasil) e secas pelo método da liofilização (Nova analítica, São Paulo, Brasil) a -

80ºC, por 48 h para cada parte da fruta e folha. O método de liofilização foi utilizado a fim de 

melhor conservar os extratos, para manter suas propriedades fitoterápicas por tempo 

prolongado, permitindo manipular de forma adequada as concentrações necessárias para o 

experimento. Dessa maneira, os extratos em pó foram identificados e armazenados 

separadamente, sob refrigeração, a 4ºC (SANTIAGO, 2014). Essa etapa foi realizada no 

Laboratório de Farmacognosia da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto 

da Universidade de São Paulo e, na Tabela 1, encontram-se os rendimentos das partes do 

fruto utilizadas no estudo. 

 

                           Tabela 1. Rendimento das partes do fruto da romã, em gramas (g). 

 Peso inicial  Peso após liofilização  
Casca 640 163 

Semente 500 144 
Folha 46 21 
Suco* 100 52 

*O pó obtido do suco não foi utilizado. 

 

A extração e o preparo final das soluções foram realizadas no LAGRO, da Faculdade 

de Odontologia de Ribeirão Preto. A etapa de extração foi feita segundo a adaptação da 

metodologia descrita por Kim & Lee (2002). Os extratos foram obtidos a partir de 0,1 g do pó 

da casca, folha ou semente da romã, diluídos em 1 mL de solução hidroalcoolica de etanol 

(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) em água, a 50%, conforme descrito previamente. Em 

seguida, as amostras foram submetidas a sonicação por ultrasson (Cientec, Belho 

Horizonte, Minas Gerais, Brasil) por 60 min e posterior centrifugação (Odontobras, ATX, 

Ribeirão Preto, São Paulo, Brasil) por 5 min, em rotação de 1500 rpm, a temperatura 

ambiente e esse processo foi repetido por 3 vezes até obtenção de extratos límpidos.  
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O controle positivo selecionado foi hipoclorito de sódio (NaOCl) a 1% (Cloro Rio, 

Rioquímica, São José do Rio Preto, SP, Brasil), por ter atividade antimicrobiana comprovada 

contra os micro-organismos das infeções dos canais radiculares.  

A seguir, utilizou-se os extratos da casca, folha ou semente da romã em solução 

hidro alcoólica a 50% para a retificação da atividade antimicrobiana pelo teste de difusão em 

ágar Para tal finalidade, cada um dos micro-organismos indicadores (S. mutans, E. coli, S. 

aureus e E. faecalis e C. albicans), foi avaliado individualmente. Dessa maneira, em cada 

uma das placas de petri foram confeccionados 3 orifícios para cada um dos extratos. Esse 

procedimento foi repetido por 8 vezes e em dias diferentes. A seguir, as placas foram 

incubadas em estufa a 37ºC por 24 horas e o diâmetro dos halos inibitórios de cada poço 

foram mensurados com o auxílio de um paquímetro digital (Mitutoyo 500-196-30B, São 

Paulo, SP, Brasil). 

 

Concentração Inibitória Mínima (CIM)   

 

A determinação da concentração inibitória mínima foi realizada em microplacas de 96 

poços de fundo plano. As soluções derivadas da P. granatum foram transferidas para 

eppendorfs e sequencialmente diluídas em água deionizada, partindo-se da concentração 

de 100 mg/mL para concentrações de 75 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 

mg/mL, 3,12 mg/mL e 1,56 mg/mL (Figura 4). 

Primeiramente, pipetou-se em cada um dos poços da microplaca 90 µL de caldo BHI 

(Brain Heart Infusion) (Difco, B.D., Le Pont de Claix, França) duplamente concentrado. A 

seguir, adicionou-se 10 µL do inóculo padronizado (108 UFC/mL) e, finalmente, pipetou-se 

100µL de cada uma das diluições dos extratos. Desse modo, o volume final em cada 

cavidade foi de 200 µL. Depois de preparadas, as microplacas foram incubadas a 37ºC 

durante 24 horas. Os testes foram realizados em triplicata (Figura 5). Após esse período, 

adicionou-se a cada cavidade da microplaca, foi adicionado 50 µL de 0,125% (p / v) de 

solução de Alamar Blue® (sal de resazurina), como indicador de crescimento celular 

(OSTROSKY et al., 2008).  

A menor concentração dos extratos de P. granatum onde não mais se observou 

crescimento microbiano visível (ausência de coloração) foi estabelecida como a 

concentração inibitória mínima (ABDOLLAHZADEH et al., 2011; ASADISHAD et al., 2012; 

BAKKIYARAJ et al., 2013; MEHTA et al., 2014; HAJIFATTAHI et al., 2016).  
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Figura 4. Demonstrativo da diluição em série utilizada para as preparações das concentrações de 
extratos e suas frações, em mg/mL. 

 

 
Figura 5. Ilustração da sequência do método da CIM: A) Extratos utilizados; B) Diluições em série; C) 
Adição do micro-organismo e seu respectivo meio na placa; D) Placa pronta para ir a estufa. 

 

Concentração bactericida/fungicida mínima (CBM/CFM) 

 

A concentração bactericida mínima foi estabelecida como a menor concentração da 

solução derivada da P. granatum que impossibilitou o crescimento microbiano sobre o ágar. 

Uma alçada de cada cavidade da placa de 96 poços (CIM) foi semeada em placa de 

Petri contendo ágar MH (HAJIFATTAHI et al., 2016). Para a determinação da CBM e CFM, 
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as placas foram incubadas a 37ºC durante 24h em atmosfera de microaerofilia (S. mutans) 

ou aerobiose para os demais microrganismos.  

Todo o material empregado nos ensaios microbiológicos foi devidamente esterilizado 

e os procedimentos foram executados assepticamente em capela de fluxo laminar. 

 

Análise dos dados 

 

A análise estatística foi realizada com auxílio do software Statistical Package for 

Social Science para Windows (SPSS 19, SPSS Inc, Chicago, IL, EUA). Os dados referentes 

ao halo de inibição em mm (extratos de P. granatum e micro-organismos) foram submetidos 

ao teste de Kolmogorov-Smirnov (p<0,05), com o objetivo de verificar a distribuição 

amostral. Considerando-se a distribuição normal dos dados, aplicou-se Análise de Variância, 

e após o teste complementar de Tukey, com nível de significância estabelecido em 5% 

(p<0,05).  

A CIM e CMB/CFM foram determinadas para cada extrato de P. granatum e micro-

organismos, e expressas em mg/mL. 
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1. Seleção da concentração do solvente a ser utilizada nos extratos de P. 

granatum 

 

Com o intuito de verificar a atividade antimicrobiana dos solventes hidroalcoolicos, 

utilizou-se o método da difusão em ágar para analisar a menor capacidade antimicrobiana 

do etanol nas concentrações 100%, 80%, 50% ou 30%.  

Observou-se que todas as cepas apresentaram sensibilidade ao etanol 99% (PA), 

que somente a bactéria S. mutans não apresentou halo de inibição frente ao etanol 80%. 

Todos os micro-organismos testados apresentaram halo de inibição ao etanol concentrado a 

50%, confirmando crescimento microbiano (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Valores médios do diâmetro do halo de inibição do crescimento microbiano, em mm, para 
as diferentes concentrações de etanol* 

 Etanol 99% Etanol 80% Etanol 50% 
S. aureus 23,69 22,37 0,0 
S. mutans 19,42 0,0 0,0 
E. faecalis 23,97 20,36 0,0 

E. coli 20,60 22,21 0,0 
C. albicans 27,02 17,23 0,0 

* Valores iguais a 0,0 indicam ausência de halo/zona de inibição microbiana, 
ou seja, confirmam o crescimento microbiano 

 

Dessa maneira, utilizou-se o etanol 50% para os testes subsequentes e como 

controle positivo nesse estudo.  

 

2. Análise dos halos de inibição dos micro-organismos pelos extratos de P. 

granatum 

 

Foram preparados extratos hidro alcoólicos da casca, folha e semente de romã 

com as concentrações de álcool com menor crescimento microbiano (50% e 30%). 

Observou-se que o extrato de 30%, ao ser preparado, deixou resíduos do pó liofilizado 

no fundo do recipiente, mesmo após centrifugação da amostra, proporcionando solução 

não completamente homogênea. Dessa forma, selecionou-se a concentração de etanol 

a 50% para a extração dos compostos fenólicos deste estudo. 

A Análise de Variância e teste de Tukey aplicados aos valores obtidos no halo de 

inibição mostraram haver diferença estatisticamente significante entre os extratos 

testados e o controle positivo (NaClO 1%) (p<0,05), sendo que todos os extratos hidro 

alcoólicos a 50% de P. granatum (casca, folha e semente) mostraram atividade 
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antimicrobiana os micro-organismos testados.   A Figura 6 ilustra os valores das zonas 

de inibição dos extratos comparados ao controle positivo (NaOCl 1%).  

 

 
Figura 6. Média e desvio padrão (mm) dos halos de inibição dos extratos hidro alcóolicos de P. 
granatum, pela técnica de difusão em ágar. *Letras iguais representam valores estatisticamente 
semelhantes (p<0,05) 

 

Independentemente do micro-organismo, verificou-se que a maior zona de 

inibição foi encontrada para o controle positivo (p<0,05), seguido da casca e folha, que 

não apresentaram diferença estatisticamente significante entre si (p>0,05). A semente 

apresentou o menor halo de inibição microbiana (p<0,05).  

Na comparação isolada para cada micro-organismo (Tabela 3), os extratos da 

casca e folha apresentaram atividade antimicrobiana estatisticamente semelhante ao NaOCl 

para a bactéria S. mutans (p=0,0000), além de exercerem bom efeito antimicrobiano sobre 

os demais micro-organismos indicadores. Semente e folha apresentaram resultados 

semelhantes entre si, exceto apenas para a bactéria S. mutans, no qual a semente 

apresentou o menor efeito antimicrobiano. Para as bactérias E. faecalis e E. coli, os 

extratos (casca, folha e semente) apresentaram halos de inibição estatisticamente 

semelhantes (p>0,05), porém inferiores aos obtidos pelo controle positivo. A Figura 7 ilustra 

as zonas de inibição para os diferentes micro-organismos. 
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Figura 7. Ilustração do teste de difusão em ágar para os diferentes extratos e micro-organismos. 

 

Tabela 3. Média e desvio padrão (mm) do diâmetro dos halos de inibição dos diferentes extratos 
hidroalcoolicos de P. granatum contra os micro-organismos testados, pela técnica de difusão em 
ágar (n=8). 

 Casca  Folha Semente Controle positivo 
(NaOCl) 

valor de p 

S. aureus (25,23 ± 4,07) b* (21,11  ± 2,59) c* (18,46  ± 2,51) c* (32,89  ± 1,62) a* p=0,0000* 

S. mutans (20,13  ± 1,91) a* (20,03  ± 1,11) a* (6,67  ± 1,17) b* (24,93  ± 1,99) a* p=0,0000* 

E. faecalis (21,56  ± 2,89) b* (19,09  ± 0,65) b* (19,24  ± 1,50) b* (29,01  ± 1,67) a* p=0,0003* 

E. coli (24,53  ± 3,37) b* (22,73  ± 2,85) b* (22,02  ± 3,54) b* (29,13  ± 2,04) a* p=0,0004* 

C. albicans (25,19  ± 2,97) b* (22,44  ± 1,15) c* (22,76  ± 1,23) c* (37,81  ± 1,90) a* p=0,0000* 

*Letras iguais nas linhas representam valores estatisticamente semelhantes (p<0,05). Controle 
positivo = NaOCl, Controle negativo = Etanol 50% 

 

3. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

 

Prepararam-se soluções homogêneas de romã (casca, folha e semente) na 

mesma concentração (100 mg/mL) para os testes iniciais contra todos os micro-

organismos. O crescimento microbiano nas placas de 96 poços foi indicado pela 

coloração rosa produzida pela metabolização do sal de resazurina, que ilustra a menor 

concentração dos extratos onde não mais se observou crescimento microbiano visível 

(coloração azul escura). 

A Figura 8 ilustra a placa de 96 poços durante a determinação da CIM e o Quadro 

1 exemplifica a mesma configuração da placa, e contém os valores para todos os 

microrganismos correspondentes a cada poço.   
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Quadro 1. Representação esquemática da placa de 96 poços com os valores em mg/mL para a 
determinação da CIM. 

 100% 75% 50% 25% 12,5% 6,25% 3,125% 1,56%   
CASCA 100 75 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56  Extrato 
CASCA 100 75 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56  Extrato 
           
FOLHA 100 75 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56   
FOLHA 100 75 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56   
           
SEMENTE 100 75 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56  Controle + 

SEMENTE 100 75 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56  Controle - 
 

 

Figura 8. Imagem digitalizada da microplaca de cultura para a determinação da CIM para o micro-
organismo S. aureus. Até marcada representa CIM igual a 12,5 mg/mL de acordo com o quadro de 
valores. 

 

Verificou-se que a CIM dos extratos da casca, semente e folha para a bactéria S. 

aureus foi de 12,5 mg/mL.  

Esse teste foi repetido para os demais micro-organismos e extratos. A CIM 

encontrada para as bactérias E. faecalis e S. mutans foi 50 mg/mL para a casca e folha, 

e 75 mg/mL para a semente. Já para a bactéria E. coli, os valores encontrados foram 25 

mg/mL para casca, folha e semente. Por fim, os extratos de P. granatum contra a 

levedura C. albicans apresentaram CIM de apenas 6,25 mg/mL para casca e semente, e 

12,5 mg/mL para a folha. Na Tabela 4 abaixo, encontram-se os valores finais de CIM e 

CBM/CFM para extratos e micro-organismos. 

 

4. Determinação da Concentração Bactericida e Fungicida Mínima (CBM/CFM) 

 

A determinação da CBM e CFM foi realizada da mesma maneira para todos os 

micro-organismos, após a determinação da CIM.  
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A CBM para a bactéria S. aureus foi 12,5 mg/mL para o extrato da casca, e para os 

extratos da semente e folha, 50 mg/mL. Para o S. mutans e E. faecalis, a CBM encontrada foi 

semelhante para a casca e semente, sendo, respectivamente, 75 mg/mL e 100 mg/mL. No 

extrato da folha, valores de 75 mg/mL de CBM foram encontrados para a S. mutans e 50 

mg/mL, para o E. faecalis. Já para a E. coli, a CBM para todos os extratos foi a mesma, 50 

mg/mL. E no tocante à levedura C. albicans, a CFM foi 12,5 mg/mL para a casca, e 25 mg/mL 

para semente e folha. A figura 9 ilustra e exemplifica as divisões de cada diluição nas placas de 

petri e o crescimento microbiano. Na Tabela 4, encontram-se os valores finais (CIM e 

CBM/CFM) de cada extrato para os diferentes micro-organismos. 

 

 

Figura 9. Imagens digitalizadas das placas de cultura de C. albicans para a determinação da 
CFM. Valores iguais a 25 mg/ml para o extrato da semente e folha e 12,5 mg/mL para o extrato 
da casca. 

 

Tabela 4. Valores de Concentração Inibitória mínima e Concentração Bactericida/Funficida 
Mínima, em mg/mL, para os extratos da casca, folha e semente da P. granatum, contra os 
micro-organismos. 

 
Micro-organismo 

Extrato de P. granatum 
Casca Semente Folha 

CIM CBM/CFM CIM CBM/CFM CIM CBM/CFM 
S. aureus 12,5 12,5 12,5 50 12,5 50 
S. mutans 50 75 75 100 50 75 
E. faecalis 50 75 75 100 50 50 

E. coli 25 50 25 50 25       50 
C. albicans 6,25 12,5 6,25 25 12,5 25 

 

De modo geral, a atividade antimicrobiana (CIM, CBM/CFM) foi verificada para 

todos os extratos hidroalcoolicos de Punica granatum L. contra todos os 

microrganismos testados. Pode-se sugerir que o melhor extrato foi o da casca, contra a 

levedura C. albicans, com atividade bacteriostática de 6,25 mg/mL e bactericida de 12,5 

mg/mL, seguida da bactéria S. aureus, com atividade bactericida e bacteriostática de 

6,25 mg/mL. 
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Nos últimos anos, a procura de produtos naturais derivados de plantas para a 

utilização em terapias odontológicas alternativas tem aumentado consideravelmente 

(NASCIMENTO et al., 2000; OSTROSKY et al., 2008; KATO et al., 2009; TRINDADE et al., 

2009; ABDOLLAHZADEH et al., 2011; MEHTA et al., 2014; BHARATH et al., 2015; ZIOTTI 

et al., 2016). Dentre os fitoterápicos, os extratos derivados da romã (Punica granatum L.) 

merecem destaque por possuirem propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias, 

antiarcinogênicas (BAKKIYARAJ et al., 2013; ZARFESHANY et al., 2014; HAJIFATTAHI et 

al., 2016) e principalmente considerável efeito antimicrobiano (Zandiswa & Mrudula et al., 

2011; HAJIFATTAHI et al., 2016; PAGLIARULO et al., 2016; MADUGULA et al., 2017).  

Considerando que as infecções dos canais radiculares são de origem polimicrobiana, 

com predominância de espécies anaeróbicas, (micro-organismos gram-positivos e gram-

negativos) (ESTRELA et al., 2003; GHONMODE et al., 2013; DIKMEN et al., 2015), torna-se 

interessante o desenvolvimento de substâncias irrigantes derivadas da Punica granatum, 

com amplo espectro antimicrobiano para tratamento dos canais radiculares.  

Este estudo foi o primeiro a avaliar o efeito antimicrobiano de extratos hidroalcoólicos 

da casca, folha e semente de P. granatum contra diversos microganismos relacionados às 

infecções endodônticas (S. mutans, S. aureus, E. coli, E. faecalis e C. albicans), utilizando 

os métodos do halo de inibição, CIM e CBM/CFM. A metodologia foi um procedimento 

laborioso,  que exigiu manutenção adequada da temperatura e necessidade de empreender 

controle de esterilização apropriado, pois havia chances de contaminação. 

O teste de difusão em ágar, também chamado de difusão em placas ou teste do 

poço, é um método físico, no qual um micro-organismo é desafiado contra substância 

biologicamente ativa em meio de cultura sólido e relaciona o tamanho do halo de inibição 

com a concentração da substância testada (NASCIMENTO et al., 2000; DUMAN et al., 

2009; HAJIFATTAHI et al, 2016). Esse método fornece resultados qualitativos e não é 

influenciado pela velocidade de crescimento dos micro-organismos, diferentemente de 

outros métodos que podem interferir na difusão da solução antimicrobiana 

(VORAVUTHIKUNCHAI et al., 2005; OSTROSKY et al., 2008, HAJIFATTAHI et al, 2016). 

Outros testes utilizados neste estudo foram o da Concentração Inibitória Mínima 

(CIM) e a Concentração Bactericida e Fungicida Mínima (CBM/CFM). Para os extratos 

ativos de plantas tem-se utilizado o método de microdiluição da solução em virtude da 

simplicidade e rapidez de execução, uma vez que, várias concentrações do produto podem 

ser testadas em ensaio único (BERBER et al., 2006; HAJIFATTAHI et al., 2016). No entanto, 

a CIM e a CBM/CFM podem ser influenciadas por vários fatores como a técnica aplicada, a 

cepa microbiana, a origem da planta, a época da coleta e se os extratos foram preparados a 

partir de plantas frescas ou secas (NASCIMENTO et al., 2000; BERBER et al., 2006; 
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HAJIFATTAHI et al., 2016). Assim, para esse estudo tomou-se o cuidado de selecionar 

frutas frescas e maduras, colhidas de uma mesma plantação e na mesma época. 

Para se obter a extração ideal dos compostos fenólicos dessa planta precisa-se de 

solvente alcoólico, com mistura  proporcional de extrato bruto. A litertura demonstra 

propriedades antimicrobianas favoráveis de extratos metanólicos etanólicos de P. Granatum 

contra micro-organismos orais gram-positivos e gram-negativos (DUMAN et al., 2009; 

VAHABI et al., 2011; VAHID-DASTJERDI et al., 2014; MAHBOUBI et al., 2015; 

HAJIFATTAHI et al, 2016). Apesar do metanol possuir a capacidade de dissolver ampla 

gama de fenóis (ALOTHMAN et al., 2009), no presente estudo, optou-se por utilizar o etanol, 

pois as misturas etanométricas são mais apropriadas para o consumo humano (ALOTHMAN 

et al., 2009). Utilizou-se o etanol 50% atuou como controle positivo, pois não apresentou 

atividade antibacteriana ou antifungica, como também relatado por outros autores (AL-

HUSSAINI et al., 2010, DEY et al., 2015; HAJIFATTAHI et al., 2016). 

Os resultados deste estudo, para o teste de difusão em ágar, mostraram que os 

extratos de romã apresentaram atividade antimicrobiana contra todas as cepas avaliadas. 

No entanto, o maior halo de inibição foi encontrado para o controle positivo (NaOCl), 

seguido da casca e folha de romã. O extrato da semente apresentou o menor halo de 

inibição microbiana.  

A explicação para os bons resultados do NaOCl foi devido as suas reconhecidas 

propriedades antimicrobianas. O hipoclorito de sódio funciona como agente degradante de 

ácidos graxos, que neutraliza aminoácidos e diminui o pH. O cloro presente em sua 

composição forma cloraminas, que interferem na ação antimicrobiana, levando a quebra de 

enzimas bacterianas essenciais (ESTRELA et al., 2003; SIQUEIRA et al., 2009). No entanto, 

o NaOCl apresenta efeitos adversos, como toxicidade elevada, gosto desagradável, efeito 

prejudicial na elasticidade dentinária, o que predispõe o dente à fratura (BARNHART et al., 

2005; BERBER et al., 2006; GHONMODE et al.;   DIKMEN et al., 2015).  

As soluções da casca e folha da romã obtiveram efeito antimicrobiano semelhante ao 

NaOCl para o micro-organismo S. mutans, que corrobora com a maior atividade encontrada 

no extrato da casca. Essa semelhança se deve a menor sensibilidade que o S. mutans 

apresenta ao NaOCl (BARNABE et al., 2004; ORSI et al., 2011), além da resposta diferente 

das soluções às metodologias empregadas (SIQUEIRA et al., 2004). A esse respeito, 

Zandiswa & Mrudula (2011) verificaram, que após 6 e 24 h, o dentifricio a base de P. 

granatum inibiu a formação de biofilme com S. mutans, o que sugere que a planta pode 

proporcionar longo prazo de proteção.  

Apesar do NaOCl ter se destacado neste estudo, a literatura demonstra que os 

resultados encontrados para o extrato da casca foram numericamente semelhantes aos 

encontrados para Clorexidina 0,12%, com halo de inibição em torno de 20mm (PEREIRA et 
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al., 2005; BHADBHADE et al., 2011). Assim, os dados deste estudo confirmam o potencial 

antimicrobiano dos fitoconstituintes presentes na Punica granatum L.  

Dessa maneira, com relação aos extratos de P. granatum, a atividade antimicrobiana 

dessa planta medicinal está associada à ação dos taninos, principalmente a punicalagina 

(VORAVUTHIKUNCHAI et al., 2005; ORAK et al., 2012; MAHBOUBI et al., 2014). A 

punicalagina isolada da casca da romã pode precipitar as proteínas na superfície celular do 

micro-organismo e inibir as enzimas metabólicas que causam lise celular, enquanto os 

demais polifenóis (ácido elágico, ácido gálico) inibem a co-agregação e o crescimento, 

exibindo atividade antibacteriana/antifúngica por privação de substratos e ação direta sobre 

o metabolismo microbiano atraves da fosforilase oxidativa (SINGH et al., 2002; 

VASCONCELOS et al., 2003; ZANDISWA & MRUDULA, 2016). Portanto, extratos de 

diferentes partes dessa planta possuem níveis variáveis de atividade antimicrobiana, assim 

como as bactérias têm sensibilidade variável a diferentes extratos, sendo que os 

componentes da romã isolados mostram melhor efeito antimicrobiano 

(VORAVUTHIKUNCHAI et al., 2005). 

Neste estudo, os extratos da casca e folha tiveram maior atividade antimicrobiana do 

que o extrato da semente. A elevada atividade antimicrobiana da casca se deve ao teor de 

fenólicos e flavonóides 20 a 110 vezes maior do que no suco ou semente, além de sua 

capacidade oxidante (DEY et al., 2012; DEY et al., 2015). As menores concentrações destes 

compostos estão nas sementes, que apresentam de 12 a 20% de seu peso total composto 

de lipídeos (ORAK et al., 2012). Diante disto, estudo recente avaliou o efeito antimicrobiano 

do extrato etanólico a 50%, pelo teste de difusão em disco, de sementes, cascas e suco de 

romã contra S. aureus e E. coli e relataram que os extratos da casca, independente da 

concentração, demonstraram atividade antibacteriana, com halo de inibição de 15 – 30 mm 

(PAGLIARULO et al., 2016). 

Ainda assim, apesar do extrato da semente ter demonstrado a menor atividade 

antimicrobiana, ele foi efetivo para os micro-organismos testados. HAYOUNI et al. (2011) 

constataram que o extrato de sementes de romã apresentou atividade antimicrobiana contra 

diversas espécies de micro-organismos, como S. aureus, E. coli, C. albicans, o que 

corrobora os resultados do presente estudo. 

Os valores de CIM e CBM/CFM encontrados nesta pesquisa para a levedura C. 

albicans de foram de 6,25 mg/mL (6%) e 12,5 mg/mL (12%) , seguida das bactérias S. 

aureus e E. Coli, sendo 12,5mg/mL (12%), com o extrato da casca.  Dessa maneira, os 

resultados deste estudo revelam maior poder inibitório para o extrato da casca  do que para 

os valores encontrados no estudo de Pagliarulo et al. (2016), onde a menor concentração 

encontrada foi 20 mg/mL para a bactéria E. Coli. Já CATAO et al. (2003),  avaliaram a 

atividade antimicrobiana in vitro do extrato etanólico da Punica granatum, e concluíram que 
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as cepas apresentaram sensibilidade ao extrato na concentração de 10% para a bactéria S. 

aureus, vindo de encontro à este estudo. 

Foram selecionadas nesta pesquisa duas bactérias gram-positivas (E. faecalis e S. 

aureus), que estão geralmente associadas aos casos de insucesso do tratamento 

endodôntico. A prevalência delas é maior em infecções secundárias do que em infecções 

primárias. (SIQUEIRA JR.; GOMES et al., 2004; RÔÇAS et al., 2004; STUART et al., 2006; 

GOMES-FILHO et al., 2008; ZEYUN et al., 2011) e oferecem grande resistência ao 

tratamento endodôntico. Em estudo prévio, a CIM mais elevada do extrato da casca foi de 

50 mg/ml contra E. Faecalis (VAHID-DASTJERDI et al., 2014), similar numericamente a 

concentração inibitória mínima encontrada neste estudo para esta bactéria, com os extratos 

da casca e folha. 

Quanto ao potencial antifúngico da romã, neste estudo, o extrato da casca teve ação 

antifungica comprovada, e ainda superior às cepas bacterianas. Estes resultados também 

são apoiados pelos estudos realizados por DEY et al. (2012), onde a mesma levedura foi 

sensível ao extrato etanólico de casca. Porém, o mecanismo de ação dos taninos sobre os 

micro-organismos do gênero Candida é desconhecido (VASCONCELOS et al., 2003), e 

estudo in vitro identificou que as leveduras têm sua morfologia alterada quando expostas à 

ação do extrato bruto ou de elagitaninos isolados da casca do fruto da Punica granatum 

(ENDO et al., 2010).  

Em última análise, os resultados dos testes microbiológicos realizados indicam que a 

potência antimicrobiana dos extratos brutos é superior ao dos extratos purificados e, em 

particular, da casca. A atividade antimicrobiana claramente maior de extratos brutos pode 

apoiar o conceito de possíveis componentes hidrofílicos, removidos durante a etapa de 

purificação, o que pode contribuir sinergicamente para as propriedades antibacterianas 

(PAGLIARULO et al., 2016). No entanto, a inibição dos micro-organismos envolvidos na 

infecção dos canais radiculares não justifica o emprego desses extratos na prática clínica. 

Contudo, o efeito inibitório sobre biofilmes, a biocompatibilidade e a citotoxicidade 

são aspectos que devem ser considerados quando da perspectiva de uso clínico dos 

produtos naturais. Assim, considera-se importante a realização de estudos in vivo para 

comprovar a eficácia dos extratos derivados da Punica granatum L. como possibilidade de 

irrigante alternativo na terapia endodôntica. 
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Dentro das limitações deste estudo, as seguintes conclusões foram obtidas: 

 

(1) Os extratos hidroalcoólicos de P. Granatum L.,  produziram atividade antimicrobiana 

contra cepas microbiológicas relacionadas às infecções dos canais radiculares: S. aureus, 

S. mutans, E. coli, C. albicans, e E. faecalis; 

 

(2) Os extratos da casca e folha da P. Granatum tiveram efeito antimicrobiano semelhante 

ao hipoclorito de sódio a 1% para a bactéria S. mutans; 

 

(3) A menor concentração inibitória mínima foi encontrada para extrato da casca da romã, 

contra a levedura C. albicans, seguida das bactérias S. aureus e E. Coli. 
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