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ACAO ANTIMICROBIANA DA FARINHA DE BANANA VERDE SOBRE
MICRORGANISMOS PRESENTES NO BIOFILME DENTARIO

Antimicrobial action of the green banana flour in microorganisms presents on
the dental biofilm.

RESUMO

Introdugdo: As plantas e seus frutos estdo sendo muito utilizados para o
tratamento de doengas infeciosas, a fim de diminuir as desvantagens trazidas
pelo uso crbénico de antimicrobianos. Objetivo: Avaliar o efeito antimicrobiano
da farinha da banana verde (FBV) sobre cepas padronizadas dos
microrganismos Candida albicans e tropicalis e Streptococcus mutans
Metodologia: A FBV foi adquirida comercialmente. A Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) foi verificada por meio da técnica de microdiluicdo seriada. Cada
poco recebeu 100uL de Caldo Sabouraud-Dextrose (CSD) para fungos e de
caldo Brain Heart Infusion (BHI) para bactéria. Em seguida foram inseridos
100uL de FBV. Utilizou-se a nistatina para os fungos e clorexidina o S. mutans
como controle positivo. Depois foram colocados 100uL do inéculo previamente
ajustado. Todo ensaio foi realizado em triplicata As placas foram incubadas em
estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas em aerobiose para os fungos e
microaerobiose para bactéria. Entdo, realizou-se a leitura acrescentando o
Trifenil Cloreto de Tetrazolio (TCT) a 1%. Para verificacdo da Concentracao
Bactericida Minima (CBM) e Concentracdo Fungicida Minima (BFM) foram
retirados 20uL de pocos previamente selecionados e colocados em placas de
petri contendo agar BHI e CSD, com incubacao em estufa por 24horas a 37°C.
Resultado: Nao se observou efeito antifingico, porém na concentracdo de
0,078mg/mL houve acao bactericida sobre Streptococcus mutans. Conclusao:
A Farinha da Banana Verde apresentou acao antibacteriana contra o

Streptococcus mutans.

PALAVRAS-CHAVE: Microbiologia; Fitoterapia; Saude bucal.
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1- INTRODUCAO

Os produtos naturais tém sido utilizados como uma das principais fontes
de agentes terapéuticos eficazes ao longo da histéria humana. As plantas e
seus frutos estdo sendo cada vez mais utilizados para o tratamento de
doencas, a fim de diminuir as desvantagens trazidas pelo uso cronico de
antimicrobianos produzidos artificialmente, como o desenvolvimento de
resisténcia ao efeito e o alto custo (COSTA et al., 2009).

A banana é um dos frutos mais cultivados nos paises de clima tropical e
subtropical, sendo o quarto produto agricola mais importante do mundo, depois
do milho, arroz e trigo (SUBBAIAH et al., 2013). Uma de suas vantagens se
deve aos seus aspectos sensoriais e ao seu valor nutricional, consistindo em
fonte energética, devido a presenca de carboidratos, minerais e vitaminas.
Como também a auséncia de sementes duras e de suco na polpa, além de sua
disponibilidade, principalmente na regido Nordeste, durante o ano todo
(FASOLIN et al., 2007).

Conforme o Sistema Brasileiro de Respostas Técnicas — SBRT as
farinhas de bananas podem ser obtidas de secagem natural ou artificial,
através de bananas verdes ou semiverdes das variedades, Prata, Terra,
Cavendish, Nanica ou Nanicdo. O preparo da farinha da banana consiste na
obtencdo dos frutos verdes, retirada dos cachos, lavagem, descascamento,
corte, sulfitacdo, secagem e obtencdo da massa por trituragcdo da polpa
(GUERREIRO, 2006).

Em seu estagio 1 de maturacdo é adequada para o preparo de
subprodutos, como a farinha e a biomassa, devido ao seu alto contetdo de
Amido Resistente (AR) presente na polpa e nas fibras da casca. Diante das
fortes evidéncias cientificas que comprovam os efeitos benéficos de dietas
enriquecidas com AR, a farinha da banana verde, por apresentar
aproximadamente 74% de AR na sua composi¢cdo, € uma Otima opcdo na
manutencdo da saude e na prevencdo de doencas crbnicas, como 0 cancer,
doencas do célon, doencas coronarias, diabetes e obesidade (AGAMA-
ACEVEDO et al., 2012).

Devido ao seu alto teor de AR, que é superior ao de outras fibras

provenientes de cereais integrais, observa-se um aumento de sua aplicacao
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nas mais diversas preparacdes doces e salgados, tornando-as mais nutritivas.
Sendo assim, a banana verde e seus subprodutos podem ser considerados um
potente alimento funcional, devendo ser introduzido e estimulado no habito
alimentar brasileiro (FASOLIN et al., 2007)

A cavidade oral € o habitat com véarios tipos de microrganismos, que
formam uma estrutura complexa de comunidade que podem estar aderidas a
superficie dos dentes ou das mucosas, denominado biofilme
(KOLENBRANDER, 2000). O biofilme dentario € um fator importante na
etiologia da carie e das doencas periodontais, podendo resultar em varias
outras infecgcbes humanas, sua formacdo tem relagdo com a higiene bucal
deficiente. Para desorganizar tal comunidade, sdo empregados os métodos
mecanicos e/ou quimicos, com a utilizacdo de agentes antimicrobianos como
auxiliares no controle do biofilme (SAWHNEY et al., 2009).

Os microrganismos Streptococcus mutans, Candida albicans e Candida
tropicalis adquirem relevancia na area da saude por estarem associados com o
desenvolvimento de diversas infec¢cbes humanas. Assim, o uso de produtos
naturais pode contribuir para obtencdo de novas ferramentas terapéuticas
contra esses microrganismos (FREIRE et al., 2014).

Nesse sentido, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
antimicrobiano da Farinha da Banana Verde, em veiculo aquoso, sobre cepas
de Candida albicans, Candida tropicalis e o Streptococcus mutans A fim de

produzir um enxaguatorio bucal de facil acesso & populacao.
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2- MATERIAL E METODOS
Todas as etapas da pesquisa foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia Oral do Nucleo de Medicina Tropical da Universidade Federal da

Paraiba.

2.1- Obtencéo da Amostra

A FBV , da marca Germina, foi adquirida na farméacia Vita Flora
localizada na R. Marcionila da Conceicédo, 1277, Tambau, Jodo Pessoa- PB
(Lote 006/Validade 18/02/2017).

2.2- Microrganismos envolvidos no estudo

As cepas de referéncia utilizadas no estudo foram Candida albicans
ATCC 90029 e CBS 562, Candida tropicalis ATCC 705 e CBS 94 e o
Streptococcus mutans UA 159. Os microrganismos foram cedidos pela
UNICAMP-Piracicaba, Brasil

2.3- Preparacéao do inéculo

As Candidas foram reativadas em Caldo Sabouraud-Dextrose
(HIMEDIA, M003-500G) e S. mutans em Caldo Infusdo de Coracédo e Cérebro -
BHI (HIMEDIA), na temperatura de 37 °C por 24horas.

O inb6culo foi preparado conforme preconizado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), uma alcada foi tirada da colbnia
isoladamente da C. albicans, C. tropicalis e S. mutans, sendo incubada em
estufa bacteriologica a 37°C, por 24horas, posteriormente sendo suspensa no
préprio meio de cultura disposto em tubo de ensaio. Este foi colocado no
espectrofotometro (Micronal-B395) com ajustes nos comprimentos de onda de
530nm para fungos e 625nm para bactérias, obtendo-se valores de
absorbancia variando entre 0,08-0,1 correspondente a escala 0,5 de
McFarland, que representa uma concentracdo de 5,0x10°UFC/mL para as
leveduras e 1,5x108UFC/mL para a bactéra. Apés ajuste, o indculo foi diluido
até a obtencdo de supensdes de 2,5 x10° para fungos e de 2,5 x10° para
bactérias.
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2.4- Determinacao da CIM

A atividade antimicrobiana da FBV foi avaliada pela determinacdo da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM), por meio da técnica da microdiluicdo em
placas com 96 pocos, dispostos em 12 colunas (1 a 12) e oito linhas (A a H).

Inicialmente, diluiu-se 10mg da amostra em 1mL de agua destilada
estéril, para cada eppendorf, o conjunto foi agitado durante 5 minutos em
aparelho agitador de solucgdes tipo Vortex (QL-901, Biomixer), obtendo-se a
concentracdo 10mg/mL que ao ser inserido nos pocos sofre uma queda para
2,5mg/mL.

Em cada um dos pocos das placas de microdiluicdo, foram inseridos
100pL de caldo Sabouraud-Dextrose (para cultivo fungico) e de caldo BHI (para
cultivo bacteriano). Em seguida, foi inserido 100uL da substancia teste com
concentracéo inicial de 2,5mg/mL na primeira linha da placa de microdiluicédo.
As concentracdes subsequentes da FBV foram obtidas ap6s diluicdo seriada
dos produtos naturais na placa de microdiluicdo, partindo-se da concentracéo
inicial de 2,5mg/mL (Linha A até 0,019 mg/mL- Linha H) pela transferéncia de
100uL do conteddo ao pocgo subsequente. Para os pocos da linha H, foram
dispensados 100uL do conteddo, de modo a igualar o volume total dos pocos.

Logo apéds, foram inseridos 100uL da suspensdo dos microrganismos
em todos o0s pocos das placas de microdiluicdo, exceto na coluna
correspondente ao controle de esterilidade. As placas foram incubadas em
estufa bacteriolégica a 37°, por 24 horas sendo aerobiose para os fungos e
microaerobiose para bactéria. Apés 24hrs se fez a leitura visual e acrescentou
50 uL do TCT a 1% e incubou novamente por 2hrs para outra leitura visual. Os
testes para determinacéo da CIM foram realizados em triplicata

Realizou-se 0 controle positivo com nistatina para os fungos e
Clorexidina para as bactérias, o de crescimento de cepas e o de esterilidade do

meio de cultura (controle negativo).

2.5- Determinacdo da CBM e CFM

A determinacdo da CBM e CFM foram realizadas pelo gotejamento de
20uL de cada uma das concentracdes avaliadas em placas de petri, contendo
meio Agar CSD e BHI para as leveduras Mitis Salivarius para o S. Mutans

respectivamente. A leitura se fez apos incubacédo das placas, a 37°C, por 24
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horas. Foi considerada CBM/CFM a concentragcdo em que nao se observou
crescimento de microrganismo do subcultivo. Todos os testes foram realizados

em triplicata.
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3-  RESULTADO E DISCUSSAO

N&o foi encontrada a CIM, CBM e a CFM sobre as cepas estudadas de
Streptococcus mutans e das Candidas sp, porém foi encontrada uma inibigéo
de crescimento do Streptococcus mutans na concentracdo de 0,078mg/mL,

conforme tabela abaixo:

Tabelal: Resultado da CIM: Inibi¢&o (+) e ndo inibigao (-)
Concentracdes S.
(mg/mL) mutans
2,5 - - -
1,25 - - -
0,625 - - -
0,312 - - -
0,156 - - -
0,078 + - -
0,039 - - -
0,019 - - -

C. albicans C. tropicalis

As atividades antibacterianas de plantas medicinais estdo bem
documentadas na literatura, podendo apresentar uma margem de variacao de
resultados quando realizadas in vitro, devido a fatores como: o meio do teste,
0s métodos, 0s organismos testados e a origem da planta (FAGBEMI et al.,
2009).

A técnica da microdiluicdo, conforme reportado por Eloff (1998), aléem de
sua alta eficacia antimicrobiana, possui como vantagens: baixo custo das
microplacas, pode ser usada para grande numero de amostras, deixa um
registro permanente e requer pequena quantidade de amostra.

De modo a garantir resultados mais confiaveis, o presente estudo
utilizou a técnica de microdiluicdo em caldo, com o objetivo de proporcionar
maior contato entre os produtos testados e os microrganismos (CAVALCANTI,
et al., 2011). O controle positivo, o0 de esterilidade e o de Crescimento foram
empregados de modo a validar a técnica utilizada neste estudo.

Abhay et al., (2015), utilizando a mesma metodologia da microdiluicéo
seriada, obteve os extratos hidroalcodlicos da casca da banana verde para
produzir um dentifricio antimicrobiano e submeté-lo ao estudo da atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, observando
que o dentifricio fitoterapico apresentou atividade antibacteriana contra o

Streptococcus mutans, corroborando com a presente presquisa.
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Rao et al.,, (2008) observaram atividade antimicrobiana de diversos
extratos da banana verde, através do método de difusdo em agar, sendo mais
potente com o solvente etandlico, o que pode explicar o fato de néo ter sido
encontrado CIM sobre as cepas estudadas nesta pesquisa, mesmo
encontrando inibicdo de crescimento do S. mutans em Unica concentracao,
sugerindo que a agua ndo solubinizou adequadamente o produto em teste.

Segundo Fagbemi et al., (2009), em seu estudo, foi observado que o po
da banana verde tem uma atividade antibacteriana mais efetiva quando
utilizado como solvente o etanol. Pode-se explicar pela diferenca da polaridade
das solugbes extratoras, instigando a realizacdo de outros ensaios no futuro,
relativos a utilizacdo de outros solventes, na busca de resultados mais
positivos.

Quanto a acgdo antifungica, Chabuck et al., (2013) e Santos, (2012),
avaliaram o potencial antimicrobiano utilizando extratos etandlicos e aquoso
das cascas, folhas e pseudocaule das bananeiras sobre as cepas da Candida
albicans e Candida tropicalis, ndo observando inibicdo de crescimento fangico,
assim como evidenciado no presente estudo.

Amorim et al. (2011) analisaram 61 acessos de bananeira, seguindo
metodologias de diferentes autores e constataram que a banana é composta
por flavonoides. No presente estudo, logo apds a aplicacdo do TCT 1%, foi
verificada uma coloracdo avermelhada em todos os pocos e isso pode ter
ocorrido devido as propriedades quimicas da propria banana, como exemplo, a
presenca de flavonoides.

Este trabalho é uma iniciativa importante, uma vez que a literatura na
area é escassa e o0 resultado apresentado sugere que a FBV pode ser
alternativa terapéutica para o arsenal odontolégico. Portanto, faz-se necessario
a realizacéo de estudos mais especificos sobre o tema, a fim de esclarecer as

divergéncias entre as metodologias existentes e os resultados obtidos.
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4-  CONCLUSAO
Nao foi observado efeito antifirgico da FBV, entretanto, a mesma

apresentou acdo antibacteriana contra o  Streptococcus mutans.
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Antimicrobial action of the green banana flour in microorganisms

presents on the dental biofilm.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Plants and their fruits are being widely used for the treatment
of infectious diseases in order to reduce the disadvantages brought about by
chronic use of antimicrobial agents. Goal: Evaluate the antimicrobial effect of
green banana flour (GBF) on standardized strains of microorganisms Candida
albicans and tropicalis and Streptococcus mutans. Methodology: The GBF
was purchased commercially. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was
verified by serial microdilution technique. Each well received 100 ul of
Sabouraud Dextrose Broth (CSD) for fungi and Brain Heart Infusion broth (BHI)
for the bacteria. Then they were placed 100 ul of GBF. Nystatin is used for the
fungi S. mutans and chlorhexidine as a positive control. They were then placed
100 ul of previously adjusted inoculum. All testing was performed in triplicate
plates were incubated in bacteriological oven at 37 ° C for 24 hours aerobically
for microaerobiose for fungi and bacteria. Then, the reading is performed by
adding the Triphenyl tetrazolium chloride (TTC) 1%. To check the Minimum
Bactericidal Concentration (MBC) and Minimum Fungicidal Concentration
(BFM) were removed 20uL wells previously selected and placed in petri dishes
containing BHI agar and CSD, incubated in an oven for 24 hours at 37 ° C.
Result: There was no antifungal effect, but the concentration of 0,078mg / mL
was bactericidal action on Streptococcus mutans. Conclusion: Green Banana

flour presented antibacterial activity against Streptococcus mutans.

KEYWORDS: Microbiology; Phytotherapy; oral health.
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