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Resumo

Foi estudada a acdo antibacteriana do alho in natura (Allium sativum) e do Oleo
essencial do cravo da india (Eugenia caryophyllata), em teste de difusdo em é&gar e
Concentracao Inibitoria Minima (CIM) frente as bactérias Vibrio vulnificus (ATCC 17802) e
Vibrio parahaemolyticus (ATCC 27562), que sdo patdgenos oportunistas de camarbes
marinhos. O estudo in vitro foi realizado utilizando-se os protocolos aprovados pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI), com algumas modificacdes, a fim de se ajustar ao
antibacteriano testado. No teste da CIM, a turbidez do caldo Mueller-Hinton foi averiguada
por espectrofotdmetro em 600 nm e com inoculacdo em placas contendo de &gar Tiossulfato
Citrato Bilis Sacarose (TCBS) para verificar auséncia ou presenca das bactérias, devido ao
aspecto turvo das solugbes dos antibacterianos, que poderia ser confundido com proliferacéo
bacteriana. Verificou-se uma CIM de 2560 ppm do alho para o V. parahaemolyticus e de 512
ppm para o V. vulnificus. O dleo de cravo inibiu o crescimento de ambas as bactérias em

concentragdo superior a 128 ppm.

Palavras-chave: Allium sativum, vegetal, Eugenia caryophyllata, vibrios



Abstract

Was studied the antibacterial action of garlic in natura (Allium sativum) and essential oil of
clove (Eugenia caryophyllata) in agar diffusion test and Minimum Inhibitory Concentration
(MIC ) against the bacteria Vibrio vulnificus ( ATCC 17802 ) and Vibrio parahaemolyticus (
ATCC 27562 ) , which are opportunistic pathogens of marine shrimp . The in vitro study was
performed using protocols approved by the Clinical and Laboratory Standards Institute ( CLSI
), with some modifications in order to adjust to the antibacterial test. In the MIC test , the
turbidity of Mueller-Hinton broth was determined by spectrophotometer at 600 nm and
inoculated agar plates containing Thiosulphate Citrate Bile Sucrose ( TCBS ) to check the
presence or absence of bacteria due to turbid solutions of antibacterial that could be mistaken
for bacterial proliferation . There was a MIC of 2560 ppm garlic for V. parahaemolyticus and
512 ppm for V. vulnificus. Clove oil inhibited the growth of both bacteria at concentrations

greater than 128 ppm.

Key words: Allium sativum, vegetal, Eugenia caryophyllata, vibrios
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1- Introducéo

O camardo branco do Pacifico, também conhecido como camarédo cinza, € um
dos peneideos mais cultivados em todo o mundo, o Litopenaeus vannamei € um
crustaceo decapoda, de boa adaptacdo aos meios de cultivos na zona tropical como um
todo, seu sistema imune € bastante rudimentar, sendo necessario cuidado para evitar a
entrada de agentes etiol6gicos no local de seu cultivo. Apesar disso, as doencas, antes
em estado de equilibrio com o ambiente, tiveram condicfes de se expressar € muitas
surgiram, em focos, nas carciniculturas que praticavam densidades de estocagem muito
alta (>80 animais/m?).

Na ultima década a carcinicultura mundial tem sofrido com a disseminacdo de
doencas, ocasionando perdas significativas de producdo e fechamento de fazendas. Os
intestinos dos camardes tem microbiota bem mista podendo ser encontrados bactérias
que auxiliam os processos digestdrios do animal, como micro-organismos patogénicos.
Estes patdgenos podem estar presentes sem causar enfermidades, comportamento
comum aos patdgenos oportunistas, que quando em condi¢des propicias ao seu
desenvolvimento, podem causar doencas, alterando o comportamento do animal, devido
ao estresse provocado pela doenca, no geral o animal tende a se movimentar menos para
alcancar a racdo, o que causa reducdo do desenvolvimento. Além disso, o
comportamento canibalista do camardo pode ser mais expressivo nestas condicdes,
levando os animais sadios a predar animais doentes, aumentando assim a disseminacao
do agente patogénico.

Os surtos de doencas levaram a uma reducdo do setor carcinicola, perdas de
lotes, em casos de enfermidades mais agressivas ou por exposicdo excessiva dos

animais aos agentes etioldgicos. Para evitar que o agente etiologico se instale nos
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viveiros de camardo, o carcinicultor recorre a praticas que podem ser simples
manutengdes dos bons pardmetros fisico-quimicos da agua, aplicacdo de corretores e
biorremediadores, tais como fontes de célcio e uso de bactérias probidticas.

Atualmente ha uma busca por métodos e ferramentas que auxiliem o produtor a
combater os agentes patolégicos. Dentre as préaticas verificadas na literatura, pode-se
destacar o aumento da biosseguridade, para impedir a entrada de patégenos na fazenda,
e reducdo do lancamento de efluentes no ambiente. As ferramentas desenvolvidas para
substituir os produtos sintéticos sdo naturais, muitas vezes encontrados nas
proximidades do ambiente de cultivo. Por isto a utilizacdo de antibacterianos de origem
vegetal, também denominados de fitoterdpicos, podendo destacar dentre esses
antibacterianos naturais, o alho comum, utilizado como tempero na culinria. O sumo
liberado também serve como um tipo de cicatrizante, selando a parte lacerada, evitando
assim o acesso de pragas ao interior do bulbo, e também a desidratacdo excessiva.

O cravo da India é outra especiaria que pode ser empregada com o mesmo fim,
também é usada como tempero, comumente em doces. O talo é utilizado pelo seu aroma
forte e caracteristico, possui um Oleo de cor ambar e pouco denso. O principal
componente, o eugenol, é um anestésico bastante usado na odontologia, principalmente
por formar o cimento dentario quando misturado com 6xido de zinco. E utilizado nos
transportes de peixes e outros animais aquaticos, com baixa mortalidade, devido a sua
propriedade anestésica.

O uso de fitoterapicos visa a reducdo do uso de produtos sintéticos, que podem
causar resisténcia por parte das bactérias, os residuos perduram no ambiente e no

animal, sendo plausivel a acumulacéo do antibidtico nos consumidores destes animais.



AUAD, R. z.. Efeito antibacteriano do alho e do 6leo essencial de cravo da india(.) 12

2. Revisao de literatura

2.1 Carcinicultura atual

Desde a sua introdugdo no Brasil, o cultivo de camardes foi vista como uma
atividade lucrativa, que com o desenvolvimento tecnolégico ampliou seus horizontes,
melhorando cada vez mais a produtividade dos viveiros e criando raizes no mercado
interno e externo (NATORI et al., 2011).

A produtividade da carcinicultura, durante a ultima década, apresentou um
significativo incremento, no ano de 2003 a producdo chegou a ultrapassar 90 mil
toneladas de camar&o marinho cultivado, ocorrendo um recuo para 63 mil toneladas no
ano posterior, com recuperacdo para 69 mil toneladas, se mantendo estavel até o
momento (FAO, 2011).

Apesar de sua grande producao, e atual sucesso perante o mercado interno, esta é
uma atividade recente, em comparacdo com outras atividades ligadas a producao de
proteina animal, tais como bovinocultura e avicultura, a carcinicultura sofreu uma
evolucdo muito forte na virada do milénio, que teve aumentos na producdo, de mais de
dois mil e quinhentos porcento, entre 1997 e 2003 (SAMPAIQO, 2005), com crescimento
médio de 416% ao ano. Diante desta grande expansdo surgiram alguns problemas,
trazidos pelo aumento das densidades de estocagem nos viveiros, que foram permitidas
com a introducdo das técnicas que permitem a manutencdo da qualidade da agua, tais
como oxigénio dissolvido, nitrogénio amoniacal total, temperatura, pH, que dentre
outros parametros fazem parte do controle limnoldgico de cada viveiro (SILVA et al.,

2011).
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2.2 O camarao branco do Pacifico no Brasil

O camardo branco do Pacifico, também conhecido como camardo cinza e white
leg shrimp tem como binémio cientifico Litopennaeus vannamei, é nativo da costa da
América do Sul banhado pelo oceano Pacifico e ao ser trazido para territorio brasileiro
se mostrou em condicOes de se adaptar ao ambiente de cultivo brasileiro, se reproduzir e
se ter sucesso na producdo em larga escala (BARBIERI; MELO, 2006; ABCC, 2011).
Portanto, com sucesso se tornou o camardo de ambiente marinho de maior

expressividade em producao no Brasil.

2.3 Doengas em camaroes

As doencas, em especial as oportunistas, podem acometer os camardes quando
desencadeadas por diversos fatores estressantes, como mudancas de temperatura, e pH,
baixo oxigénio dissolvido, nutricdo desbalanceada, que podem ocorrer com maior
facilidade em altas densidades (NUNES; MARTINS, 2002).

A definicdo de saude consiste em um estado do organismo em que as funcbes
fisiologicas ocorrem sem obstaculos, garantindo vigor e disposicdo do individuo
(DICIONARIO MICHAELIS, 2009) mas que por outros autores, a definicdo é mais

ampla e se modifica ao longo do avanco tecnoldgico e cientifico (SA JUNIOR, 2004).

2.4 Vibriose

Os patdgenos que infectam os camardes marinhos sdo em geral da ordem das
Vibrionaceae que englobam dois géneros, as aeromonas € 0s vibrio, que podem causar
problemas durante todas as fases de cultivo (MORALLES-COVARRUBIAS, 2010).

O género vibrio apresenta-se naturalmente em todos os corpos d’agua, com um
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minimo de salinidade, sdo patdgenos oportunistas que se encontram, normalmente, em
contato com a superficie e a mucosa do trato gastrointestinal, mas sem causar quaisquer
danos & satde do camarao.

Quando a concentracgdo de vibrios, em contato com o camardo aumenta, ou por
algum fator externo o animal se estressa pode acontecer uma infeccdo. Ela pode ser
superficial, causando melanizacdo da carapagca, como resposta do sistema imune
primitivo para defender o organismo. Ela pode ser também uma vibriose sistémica,
infectando todos os tecidos e causando danos & producdo e levando o camardo a estados
de morbidez suficiente para que ele venha a falecer ou a sofrer predacdo quando na
superficie do corpo d’agua por aves, ou canibalismo por outros camardes, quando no
fundo da coluna d’agua (MORALLES-COVARRUBIAS, 2010; MOURINO et al.,
2008).

Atualmente tem-se que um novo fator de estresse no camardo deve ser levado
em conta, outras doencas, como no caso da Sindrome da Mancha Branca Viral (WSSV),
Coutteau (2012), cita que em camardes infectados com mancha branca inicialmente sdo
mais susceptiveis a vibriose, pois 0 sistema imune esta deprimido, tendo como resultado
uma mortalidade mais elevada e em menor tempo.

As bactérias do género vibrio podem causar quatro enfermidades diferentes,
segundo Morales-Covarrubias (2010), a vibriose sistémica, a erosdo da carapaca, a
doenca da luminescéncia e a sindrome de zoea 2. Dentre estas, a espécie V. harveyi
causa especificamente a doenca da luminescéncia, enquanto as outras sdo causadas
pelas outras espécies patogénicas, dependendo do estdgio de desenvolvimento do

camarao e de seu estado nutricional.
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A vibriose sistémica pode ter como agentes etioldgicos as espécies V. vulnificus,
V. parahamolyticus, V. alginolyticus, e varias outras. Tendo como principal sintoma a
presenca de vibrio em todos o0s 6rgdos, que pode ser causado pela infeccdo na corrente
da hemolinfa, dando acesso &s bactérias para todo o interior do camardo. Nestes animais
ocorrem mortalidades por conta da infestacdo, que dependendo da carga bacteriana,
pode levar a 6Obito todos os animais de um viveiro. Em humanos, as espécies V.
parahaemolyticus e V. vulnificus provocam diarreias de intensidade branda @ moderada
e sepsia generalizada, respectivamente (KONEMAN, 2005).

Existem algumas medidas preventivas contra as infeccBes de vibrios, as quais
podem ser desde ac¢des simples como troca de agua, manejo, densidades e alimentacdo
adequadas a espécie, ambiente de cultivo e fase de crescimento (ABRAHAM;
SASMAL, 2009). Outras medidas que exigem um maior nivel de técnica, dentre as
quais se podem destacar o uso de calagem e de probidticos ativos na agua, que fazem
com que o pH da agua seja regulado e cria uma competicdo por nutrientes e sitios de

aderéncia, respectivamente (NINAWE; JOSEPH, 2009).

2.5 Antibacterianos

Uma infeccdo de vibriose pode ser controlada com o uso de antibioticos
sintéticos, segundo Uyaguary et al. (2009) que recomendaram o uso de oxitetraciclina
para reduzir a carga bacteriana de vibrio em cultivos de Palaemonetes pugio, também
conhecido como camardo capim. Em contrapartida, Costa et al. (2008), citaram que 0
uso de antibi6ticos, com ou sem o acompanhamento de técnico responsavel, tende a

selecionar cepas resistentes a esses medicamentos, que em infec¢bes futuras podem nao
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responder de maneira adequada, quando o mesmo tratamento for feito, exigindo doses
mais fortes e em altas frequéncias.

Tomando como verdadeira a afirmagéo de Vaseeharan et al. (2010), que citaram
que o uso indiscriminado de antibi6ticos na aquicultura levou a selecdo de bactérias, em
geral do género vibrio, a se tornarem resistentes, a procura por alternativas que ndo
promovam a aquisicdo de resisténcia por parte das bactérias € um nicho de pesquisa
interessante, onde muitas idéias e conceitos novos estdo sendo estudados, tais como
extratos herbaceos e medicinas alternativas como a homeopatia.

2.6 Fitoterapicos

Fitoterapico é definido segundo a Agencia de Vigilancia Sanitaria,
(ANVISA 2004), quando o medicamento é obtido de matérias-primas exclusivamente
vegetais, ndo se considerando medicamentos que na sua composicdo incluam
substancias ativas isoladas nem as associacdes destas com extratos vegetais. Em geral
sdo usados Oleos essenciais, que contem substancias que inativam certas enzimas
produzidas pelas bactérias ou mantem o meio improprio para o desenvolvimento
bacteriano, inibindo assim a proliferacdo destas, quando agem como antibacteriano. Ha
medicamentos que agem como inibidores de utilizacdo de sitio de ligacdes, que se liga a
peptideos que seriam utilizados por virus, bactérias e protozoarios para invadirem a
célula animal, evitando assim a infeccdo, impedindo a complicacdo de uma doenca
(ANVISA 2004).

O desenvolvimento de fitoterapicos leva em consideracdo o conhecimento
popular adquirido ao longo de séculos de tentativas e erro, como usOS €OMO
conservantes em processos de mumificacdo no antigo Egito, conservantes usados em

alimentos, temperos, além de fortificantes e ervas utilizadas em chéas, dentre outras
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situacOes nas quais sdo usadas plantas de forma medicinais (PEIXOTO; CAETANO,
2005).

Diversas plantas, com potencial antibacteriano, sdo selecionadas para testes in
vitro no qual o seu poder bacteriostatico ou bactericida deve ser direto, ou seja, sem
interferéncia de hospedeiros, tendo apenas como mecanismo de controle bacteriano as
substancias presentes na planta. O efeito indireto é demonstrado quando o fitoterapico
age como imuno-estimulante, aumentando a capacidade de defesa do hospedeiro, e
assim tendo efeito bacteriostatico ou bactericida. Alguns produtos herbaceos ainda
podem prover as duas agdes, direta e indireta, oferecendo grande auxilio na manutencéo
da sanidade do hospedeiro (KLEIN et al., 2009).

Para o desenvolvimento de fitoterapicos séo realizadas pesquisas quimicas para
se identificar as substancias de carater organico em espécies e variedades de plantas e
sua constancia durante o ano, devido a alteracfes sazonais. As substancias identificadas
sdo entdo comparadas com outras de carater semelhantes, entdo séo utilizadas para se ter
conhecimento do seu poder frente a patdgenos diversos, como 0 antibiograma e a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Com base nos dados coletados sdo realizados
testes in vivo, os bioensaios 0s quais sdo destinados a animais de pequeno porte, tais
como cobaias, ratos e peixes. Destes sdo feitos bioensaios de longa duracdo, para se ter
conhecimento de efeitos a longo prazo (NAJJAA, 2011).

Apos essa bateria de testes ainda sdo muitos passos antes dos testes em seres
humanos, que em geral é o objetivo dessas pesquisas. Quando o organismo final a que
se destina € um animal, sdo feitos testes no qual o principal efeito pesquisado sdo
alteracdes neste animal e, no caso de animais para producdo de alimentos, seu possivel

efeito no consumidor, como alteracdes na digestdo, absorcdo e metabolizacao.
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Como medida de prevencdo ao charlatanismo e ao possivel agravamento do
quadro clinico dos animais, érgdos de controle de drogas possuem mecanismos para
que apenas o0s medicamentos comprovadamente eficazes sejam produzidos e
comercializados, apesar deste controle ser mais brando no caso dos fitoterapicos.

Em alguns casos como o do alho (Allium sativum), seu bulbo ndo é utilizado
como um antibacteriano, mas como tempero, sendo o efeito bacteriostatico colateral.
Assim como no cravo, cujo 6leo do talo (Eugenia caryophyllata), também utilizado na

culinéria, possui acdo antibacteriana.

2.7 Alho (Allium sativum)

O alho do género Allium, faz parte de um género vegetal que se destaca como
um dos mais comuns e utilizados, tendo grande influéncia na culinaria ao redor do
mundo, que inclui também grande parte dos tipos de alho e de cebola, possui uma parte
aérea bulbosa (cabeca de alho), formada por folhas escamiformes (dentes de alho). é
comestivel, possuindo sabor e odor muito caracteristicos. A substancia responsavel por
estas caracteristicas peculiares é a alicina, um alcool de vida curta, o qual apresenta
atomos de enxofre em sua estrutura. O seu emprego como planta medicinal permite
classifica-la como uma das plantas medicinais mais estudadas que possui atividades e
antissepticas bem documentadas. O uso medicinal remonta as civilizagcdes egipcia,
grega e romana. Atualmente, diversos remédios que possuem o alho como um de seus
componentes é utilizados em problemas cardiacos, enxaquecas, tumores. Inclua-se o
emprego na medicina popular em casos de aterosclerose e em prevencdo de acidentes

cardiovasculares (RABINOWITCH e CURRAH, 2002). O uso terapéutico do alho €
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bem sucedido no tratamento de hipertenséo, hepatites e colesterol em humanos (LEE;
GAO, 2012).

Nos animais aquaticos os resultados sdo muito superiores ao esperado, além dos
beneficios da sua agdo antimicrobiana, o alho induz um consumo maior de racéo,
melhor digestdo e aumenta o metabolismo (LEE; GAO, 2012). O seu uso em animais
tem sido estudado extensivamente, tendo revelado resultados animadores como
imunoestimulantes em Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), aumentando a
sobrevivéncia e incrementando o ganho de peso com ou sem desafio bioldgico (ALY e
MOHAMED, 2009; SANTOS, 2010). Em bioensaios utilizando a casca do alho
incorporado a racdo de catfish africano (Clarias gariepinus), desafiados com
Aeromonas hydrophila, obteve-se aumento nos niveis de sobrevivéncia, sendo
justificado pela melhora dos pardmetros hematologicos, mesmo nos niveis mais baixos
de incorporacéo da casca de alho (THANIKACHALAM et al., 2010).

O uso como antibacteriano se deve & acdo de inibicdo enzimaética da alicina,
segundo Harris et al., (2001) e também pela presenca de enxofre na composi¢do do
alho. Por possuir esta composicao a alicina inativa enzimas em células de leveduras,
causando interrupcdo na atividade eletroquimica, levando ao processo de apoptose

(GRUHLKE et al., 2010).

2.8 Oleo essencial de cravo da India (Eugenia caryophyllata)
O cravo da india é uma planta conhecida por ser uma especiaria muito apreciada
na culinaria por todo o mundo, sendo nativo da Indonésia, atualmente pode ser

encontrado em cultivos em outros lugares. O 6leo extraido desta planta de porte arbéreo
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é rico em eugenol, um composto de poder anestésico e antisséptico. (AFFONSO et al.,
2012).

Sua atuagdo como anestésico é devido a despolarizacdo dos nervos, através da
estabilizacdo dos condutores de sddio, mantendo assim a condugdo nervosa em um
estado de ndo-condugdo do impulso nervoso, que em seres humanos provoca sensagéo
de alivio & dores e perda temporaria da sensibilidade no local aplicado (DE ARAUJO et
al., 2008). Utilizado em ortodontia como cimento dentéario, quando misturado a 6xido
de zinco, por possuir poder antibacteriano evita infecgdo em locais atacados por céries e
outras lesdes bucais (AFFONSO et al., 2012).

Além de seu poder bactericida, evidencia-se seu poder anestésico em animais
aquaticos, cujo uso se faz adicionando o 6leo na agua em concentracGes suficientes para
provocar letargia e relaxamento muscular em peixes e crustaceos (SILVA et al., 2009).
Seu poder bactericida tem sido estudado por diversos pesquisadores, utilizado como
inibidor contra diversas bactérias patogénicas, principalmente de origem alimentar
(KIM et al., 1995).

Tendo seu uso direto na agua, muito foi pesquisado com relacdo & peixes e
camardes, sendo possivel a confirmacdo como antibacteriano em patdgenos de habitat
aquatico, marinho ou ndo, em especial as bactérias do género Vibrio (YANO et al.,
2006).

Os principais efeitos do eugenol na bactéria sdo descritos por Affonso et al.
(2012) o qual explica que o mecanismo € realizado pelo eugenol, principal componente
do 6leo essencial de cravo, que destrdéi o mecanismo de regulacdo da permeabilidade
seletiva da célula, provocando rompimento da parede celular da bactéria, levando a

mesma a entrar em processo de apoptose. Akbari et al. (2010) citaram que a
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concentracdo para se atingir a anestesia de Fenneropennaeus indicus é de 5,2 mg/L,
enquanto que a concentragdo inibitéria minima para V. parahaemolyticus (ATCC
17802) e V. vulnificus (ATCC 27562) encontrado por Snoussi et al (2008) foi de 0,156
mg/ml, sendo evidenciado que o0 uso de eugenol como antibacteriano pode influenciar o
comportamento do animal, reduzindo o habito do canibalismo ou reduzindo o consumo
do animal quando alimentado com 6leo de cravo incorporado a racdo. Apesar do efeito

anestésico ndao ha dados que mostre que seja prejudicial ao camardo marinho.
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4- Artigo cientifico 1 — (Revista Brasileira de Ciéncias Agréarias)

Acdo in vitro do alho in natura e do 6leo essencial de cravo frente a duas espécies de

vibrios

Rodrigo Zeymer Auad, Carolina Notaro de Barros, Jodo Menezes Guimarées, Dulcilene

Lacerda do Nascimento, Emiko Shinozaki Mendes

Laboratério de Sanidade de Animais Aquéticos, UFRPE

Resumo

A acdo antibacteriana do alho in natura (Allium sativum) e do Oleo essencial do
cravo da India (Eugenia caryophyllata) foram avaliadas em teste de difusio em égar e
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) frente as bactérias Vibrio vulnificus (ATCC
17802) e Vibrio parahaemolyticus (ATCC 27562), os quais sdo notadamente patdgenos
oportunistas de camardes marinhos. Foram utilizados os protocolos aprovados pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), com algumas modificacdes, a fim
de se ajustar ao tipo de antibacteriano testado. Foram realizados o teste de sensibilidade
em agar e o teste de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Foram observados halos
variando de 2,10 a 3,40 cm e 2,67 a 3,83 cm para V. vulnificus e de 2,10 a 3,33 cm e
2,50 a 3,53 c¢cm para o V. parahaemolyticus, frente ao alho e o 6leo de cravo,
respectivamente e verificadas CIM de 2560 partes por milhdo (ppm) do alho frente ao
V. parahaemolyticus e de 512 ppm para o V. vulnificus. O éleo de cravo inibiu o
crescimento de ambas as bactérias na concentracdo de 128 ppm. A ac¢do antimicrobiana

do alho e do 6leo de cravo da india foi comprovada nos testes realizados, evidenciando-
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se exigéncia de menor quantidade do Gleo de cravo para a efetividade semelhante ao do

alho.

Palavras-chave: camardo, Allium sativum, patdgeno, fitoterapico, Eugenia caryophyllata

In vitro effect of fresh garlic and clove essential oil against two species of vibrios

Abstract

The antibacterial fresh garlic (Allium sativum) and essential oil of clove
(Eugenia caryophyllata) were evaluated in agar diffusion test and Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) against the bacteria Vibrio vulnificus (ATCC 17802) and
Vibrio parahaemolyticus (ATCC 27562), which are mainly opportunistic pathogens of
marine shrimp. The protocols were approved by the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), with some modifications in order to adjust to the type antibacterial test.
Inhibition zones were observed ranging from 2.10 to 3.40 cm and 2.67 to 3.83 cm for
V. vulnificus and 2.10 to 3.33 cm and 2.50 to 3.53 cm for V. parahaemolyticus, opposite
the garlic and clove oil, respectively, and was verified MIC of 2560 parts per million
(ppm) of garlic against V. parahaemolyticus and 512 ppm against V. vulnificus. Clove
oil inhibited the growth of both bacteria at a concentration of 128 ppm. The
antimicrobial activity of garlic and clove oil was proven in tests, demonstrating demand

for smaller amount of clove oil to the effectiveness similar to garlic.

Keywords: shrimp, Allium sativum, pathogen, phytotherapy, Eugenia caryophyllata

INTRODUCAO
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A disseminacdo das doengas nos parques aquicolas, obriga o setor produtivo a
encontrar alternativas para melhorar a qualidade de agua, da racdo e do animal criado.
Na carcinicultura brasileira, 0 aumento da incidéncia de doengas tem provocado grandes
prejuizos econémicos, tendo ocorrido um recuo na producdo de 90 mil toneladas de
camardo marinho em 2003, para 63 mil toneladas no ano seguinte, apesar da
recuperacdo em 2010 para 69 mil toneladas (FAO, 2011).

Uma doenca bacteriana que vem preocupando e que provavelmente tem servido
como porta de entrada para outros patdgenos, é a vibriose, cujos agentes etiolégicos
pertencem ao género Vibrio, (KONEMAN et al., 2005). Os vibrios sdo bactérias
notadamente oportunistas, que causam debilidade em camardes, sendo observada apatia
e baixo consumo de ragdo, com o aparecimento de manchas de melanizagao na carapaca
e vermelhidao nas antenulas e télson (MORALLES-COVARRUBIAS, 2010)

As ferramentas profilaticas as bacterioses em camarbes a manutencdo da qualidade
de agua e uso de antibiotico com indicacdo aprovada para peixes, com extensdo para
espécies inferiores, como o camardo, segundo o Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 1999). Mas, devido a proibicdo dos paises importadores do
uso de antibioticos sintéticos em camardes, algumas alternativas comecaram a ser
estudadas, dentre as quais a fitoterapia, que consiste no uso de farmacos unicamente a
base de plantas ou partes, visando obter o maximo de substancias que possuem
propriedades terapéuticas, em grande parte 0leos.

Dentre os fitoterapicos, utilizados em animais aquaticos, destacam-se o Oleo
essencial do cravo da India e o alho. Do cravo da india (Eugenia caryophyllata) pode se
extrair o 6leo, que pode ser incorporado facilmente a racdo, que é rico em eugenol,
composto utilizado como anestésico (PARODI et al., 2012) e antibacteriano (SNOUSSI
et al., 2008). O alho (Allium sativum) possui propriedades antibacterianas bem
conhecidas (HARRIS et al., 2001), sendo usado em situacdes em que infeccdes passam
a ser esperadas, como quando ha presenca de bactérias endémicas na regido de
producdo, altas taxas de densidade de estocagem de biomassa e biosseguridade precaria
ou inexistente.

Objetivando comprovar a eficacia destes fitoterdpicos no controle de micro-

organismos em camardes, foram realizados testes in vitro, difusdo em agar e
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Concentracdo Inibitéria Minima — MIC, para determinar as concentragdes minimas

efetivas na inibigdo do crescimento de V. vulnificus e V. parahaemolyticus.

MATERIAL E METODOS

A acdo antibacteriana do alho e do dleo de cravo foi verificada através do teste de
difusdo em &gar e da determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), ambos
testes aceitos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e desenvolvidos
pela Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS, 2003).

No teste de difusdo em &gar foram utilizadas placas contendo agar Mueller-Hinton
(MH) com adicdo de 2% de NaCl. Foram construidos pocos no agar para que fosse
possivel a aplicacdo de antimicrobianos liquidos, sendo utilizadas duas camadas deste
meio de cultura. A primeira para formar a base dos poc¢os, que depois de solidificada
foram colocadas rolhas estéreis de n° 1 para a formacao do poco e colocada a segunda
camada. Apos a solidificacdo desta, as rolhas foram retiradas, deixando o poco formado,
com capacidade para 250 microlitros.

As bactérias V. parahaemolyticus e V. vulnificus foram renovadas a partir dos
estoques mantidos em tubos contendo Trypic Soy Agar (TSA) adicionado de 2% de sal
e incubados por 24 horas, para se obter bactérias novas e com atividade. Estas cepas
foram entdo suspensas em solucdo salina 0,85%, para que fosse possivel ajustar sua
concentracdo ao padrdo de turbidez 0,5 na escala de MacFarland, que corresponde a
concentracdo de 1,5 x 10° UFC/mL.

Por meio de “swab” a suspensdo bacteriana foi aplicada na superficie do agar e logo
em seguida O alho (Allium sativum) in natura foi descascado e macerado, sendo
posteriormente pesadas aliquotas de 0,01; 0,05 e 0,5 gramas e colocadas em placas
contendo agar Mueller-Hinton com 2% de NaCl e incubadas em estufa a 35-37°C por
24 horas. O 6leo essencial de cravo (Eugenia caryophyllata) foi colocado nas aliquotas
em concentracdes de 0,25; 0,5; 0,75; 1; 25; 50; 75 e 100%, diluidas em solucéo
anfétera e ndo volatil (dimetilsulfoxido - DMSO), sendo as placas incubadas em estufa
por 24 horas na temperatura de 35-37 °C (NCCLS, 2003). Os halos de inibicdo
resultantes foram aferidos por meio de paquimetro. O teste da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM), foi realizado utilizando-se o protocolo de macrodiluicdo. Foram

preparadas as diluicdes do alho e éleo de cravo em tubos contendo o caldo Mueller-
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Hinton com 2% de NaCl, nas concentracdes de 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 e 1024
ppm e também com 20, 40, 80, 160, 320, 640, 1280, 2560, 5120 e 10240 ppm. O alho
foi descascado e triturado em &gua destilada estéril em proporcdo de quatro partes de
agua para uma parte de alho (VASSEHARAN et al., 2011). O 6leo de cravo foi diluido
nas mesmas concentracgdes, sem uso de DMSO.

Em tubos estéreis foi adicionado 1 mL dos patégenos diluidos em solucdo salina e
ajustados para 0,5 na escala de MacFarland, e em seguida foi adicionado 0 mesmo
volume do antimicrobiano diluido em caldo Mueller-Hinton com 2% de NaCl,
tomando-se a precaucdo de se fazer controle negativo, contendo apenas o caldo,
controle positivo, contendo apenas o indculo de patégeno no caldo MH e um controle
do antimicrobiano, com apenas o antimicrobiano, sendo entdo incubados em estufa por
24 horas, na temperatura de 35-37 °C.

Apos a incubagdo, foram feitas as leituras em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 600 nandmetros, sendo consideradas positivas quaisquer amostras com valor de
absorbancia superior ao controle ndo incubado. Em seguida, aliquotas de todos os tubos
foram inoculadas em placas de TCBS pelo método “spread plate” e incubadas em estufa
por 24 horas na temperatura de 35-37 °C, para se certificar do resultado obtido na
espectrofotometria

Foi considerada como a CIM do antimicrobiano o tubo contendo a menor
concentracdo sem a turvacdo do meio, o que foi indicativo do ndo desenvolvimento do

micro-organismo.

RESULTADOS E DISUCUSSAO

No teste de difusdo em agar foram observados halos de inibicdo variando de 2,10 a
3,40 cm de diametro frente ao V. wvulnificus e de 2,10 a 3,33 diante do
V. parahaemolyticus quando se testou o alho. O 6leo de cravo produziu halos de 2,67 a
3,83 contra o V. wulnificus e de 250 a 3,53 cm de didmetro contra o
V. parahaemolyticus.

As leituras no espectrofotdmetro do teste da CIM foram compativeis com o
crescimento bacteriano nas placas de TCBS, ndo foi observada turbidez no tubo em que

houve inibicdo do desenvolvimento bacteriano. Da mesma maneira, 0s tubos com as
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concentracdes em que ndo houve inibicdo, a turbidez foi verificada, indicando
desenvolvimento bacteriano.

No teste CIM, tanto o V.parahaemolyticus como o V. vulnificus foram sensiveis ao

6leo de cravo na concentracdo de 128 ppm, como pode ser observado na Figura 1.
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O V. parahaemolyticus e o V. vulnificus apresentaram sensibilidade ao alho sendo,

necessaria uma maior concentracdo do que o 6leo de cravo, como é apresentado nas
Figuras 2 e 3.
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Mesmo bactérias que possuam uma genética muito semelhante, como no caso dos
vibrios utilizados, como citado por Thompson et al. (2006), € possivel que sejam
encontradas respostas diferentes a um mesmo antimicrobiano, evidenciando a
necessidade de se testar cada espécie, pois mesmo dentro de um género as respostas
diferenciem-se entre as espécies e dentre os sorotipos (KIM et al., 1995).

A CIM do alho e do 6leo de cravo ficaram proximos aos encontrados por Yano et al.
(2006) e Vuddhakul et al. (2007), quando avaliaram a acdo antimicrobiana de
condimentos herbaceos frente a cepas de V. parahaemolyticus. Os resultados obtidos
por diversos autores ao realizarem pesquisas com bactérias isoladas de camardes e
peixes, em relacdo a sensibilidade a antibidticos, antimicrobianos fitoterapicos e
probidticos levam a concluir que os probioticos e fitoterapicos possuem acao superior
aos testes realizados com antimicrobianos convencionais (REGO et al., 2011,
VASSEHARAN et al., 2011; SILVA et al., 2011).

O alho e o0 6leo de cravo possuem farmacocinéticas diferentes, o que pode explicar as
diferentes doses encontradas nos testes CIM. O alho atua na eletroquimica da célula,
interrompendo o ciclo da cadeia respiratoria, substituindo o oxigénio pelo enxofre como
ultimo aceptor de elétrons, ocasionando uma molécula bioguimicamente mais estavel e
levando a bactéria ao falecimento por falta de energia biodisponivel (ATP), como
descrito por Harris et al. (2001). O éleo de cravo atua sobre a permeabilidade da célula,
impedindo o controle da bactéria sobre a seletividade da parede celular, levando ao

rompimento da parede celular, conhecido também como apoptose (AFFONSO et al.,
2012).



AUAD, R. z.. Efeito antibacteriano do alho e do 6leo essencial de cravo da india(..) 34

Outras plantas com potencial fitoterapico j& foram pesquisadas, tais como a pimenta
(Capsicum spp.), gengibre (Zingiber officinalis), horteld (Mentha piperita). Grande
parte da pesquisa na descoberta e avaliacdo destes compostos € realizado no oriente
médio e extremo, com o objetivo de estudar as plantas arométicas, medicinais, temperos
e especiarias, destacando-se a Tunisia, Tailandia, Japdo, india, Arabia Saudita, e Egito
(YANO et al., 2006; VUDDHAKUL et al., 2007; SNOUSSI et al., 2008; ALY &
MOHAMED, 2010; VASSEHARAN et al., 2011).

Apesar do sucesso em se encontrar antimicrobianos de origem vegetal, algumas
plantas pesquisadas ndo apresentam quaisquer acdo inibitéria, como o dleo essencial de
algumas variedades de limdo (Citrus limonium), solucdes aquosa de erva doce
(Pimpinella anisum), salsinha (Coriandrum sativum) e de cominho (Cuminum
cyminum) (YANO et al., 2006), evidenciando que estudos ainda devem ser feitos para
determinar quais vegetais possuem acdo antibacteriana e qual a melhor forma extracédo
do composto ativo (YANO et al., 2006; SANTOS, et al., 2011), bem como determinar

as concentragdes capazes de inibir o crescimento bacteriano.

CONCLUSOES
O Allium sativum e a Eugenia caryophyllata tem acéo inibitdria sobre os vibrios das

espécies V. parahaemolyticus e V. vulnificus.
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Artigo cientifico a ser encaminhado a Revista Brasileira de
Ciéncias Agrarias

Todas as normas de redacdo e citacdo, deste capitulo, atendem as
estabelecidas pela referida revista (em anexo).
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6- Normas da Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias

Obijetivo e Policia Editorial

A Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias (RBCA) é editada pela Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE) com o objetivo de divulgar artigos cientificos, para o
desenvolvimento cientifico das diferentes areas das Ciéncias Agrarias. As areas
contempladas sdo: Agronomia, Engenharia Agricola, Engenharia Florestal, Engenharia
de Pesca e Aquicultura, Medicina Veterinaria e Zootecnia. Os artigos submetidos a
avaliacdo devem ser originais e inéditos, sendo vetada a submissdo simultdnea em
outros periodicos. A reproducdo de artigos é permitida sempre que seja citada
explicitamente a fonte.

Forma e preparacdo de manuscritos

O trabalho submetido a publicacdo devera ser cadastrado no portal da revista
(http://www.agraria.pro.br). O cadastro deverd ser preenchido apenas pelo autor
correspondente que se responsabilizara pelo artigo em nome dos demais autores. SO
serdo aceitos trabalhos depois de revistos e aprovados pela Comissdo Editorial, e que
ndo foram publicados ou submetidos em publicacdo em outro veiculo. Excetuam-se,
nesta limitagdo, os apresentados em congressos, em forma de resumo. Os trabalhos
subdivididos em partes 1, 2..., devem ser enviados juntos, pois serdo submetidos aos
mesmos revisores. Solicita-se observar as seguintes instrucbes para o preparo dos
artigos.

Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente deve apresentar parecer
de aprovacdo de um comité de ética institucional ja na submisséo.

Composicdo sequencial do artigo

a. Titulo: no maximo com 15 palavras, em que apenas a primeira letra da primeira
palavra deve ser maiuscula.

b. Os artigos deverdo ser compostos por, no maximo, 7 (sete) autores;

c. Resumo: no méximo com 15 linhas;

d. Palavras-chave: no minimo trés e no maximo cinco, ndo constantes no Titulo;

e. Titulo em inglés no maximo com 15 palavras, ressaltando-se que s6 a primeira letra
da primeira palavra deve ser maiuscula;

f. Abstract: no maximo com 15 linhas, devendo ser traducdo fiel do Resumo;

g. Key words: no minimo trés e no maximo cinco;
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h. Introdugdo: destacar a relevancia do artigo, inclusive através de revisdo de literatura;
i. Material e Métodos;

J- Resultados e Discussao;

k. Conclusbes devem ser escritas de forma sucinta, isto €, sem comentarios nem
explicagdes adicionais, baseando-se nos objetivos da pesquisa;

I. Agradecimentos (facultativo);

m. Literatura Citada.

Observacdo: Quando o artigo for escrito em inglés, o titulo, resumo e palavras-chave
deverdo também constar, respectivamente, em portugués ou espanhol, mas com a
seqliéncia alterada, vindo primeiro no idioma principal.

Edicdo do texto

a. Idioma: Portugués, Inglés e Espanhol

b. Processador: Word for Windows;

c. Texto: fonte Times New Roman, tamanho 12. Nao devera existir no texto palavras
em negrito;

d. Espacamento: duplo entre o titulo, resumo e abstract; simples entre item e subitem; e
no texto, espacgo 1,5;

e. Paragrafo: 0,5 cm;

f. Pagina: Papel A4, orientacdo retrato, margens superior e inferior de 2,5 cm, e
esquerda e direita de 3,0 cm, no maximo de 20 paginas ndo numeradas;

g. Todos os itens em letras maidsculas, em negrito e centralizados, exceto Resumo,
Abstract, Palavras-chave e Key words, que deverao ser alinhados a esquerda e apenas as
primeiras letras maidsculas. Os subitens deverdo ser alinhados a esquerda, em negrito e
somente a primeira letra maiuscula;

h. As grandezas devem ser expressas no Sl (Sistema Internacional) e a terminologia
cientifica deve seguir as convencdes internacionais de cada area em questao;

i. Tabelas e Figuras (graficos, mapas, imagens, fotografias, desenhos)

- Titulos de tabelas e figuras deverdo ser escritos em fonte Times New Roman, estilo
normal e tamanho 9;

- As tabelas e figuras devem apresentar larguras de 9 ou 18 cm, com texto em fonte
Times New Roman, tamanho 9, e ser inseridas logo abaixo do paragrafo onde foram

citadas pela primeira vez. Exemplo de citacGes no texto: Figura 1; Tabela 1.
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Tabelas e figuras que possuem praticamente 0 mesmo titulo deverdo ser agrupadas em
uma tabela ou figura criando-se, no entanto, um indicador de diferenciagéo. A letra
indicadora de cada sub-figura numa figura agrupada deve ser maidscula e com um
ponto (exemplo: A.), e posicionada ao lado esquerdo superior da figura e fora dela. As
figuras agrupadas devem ser citadas no texto da seguinte forma: Figura 1A; Figura 1B;
Figura 1C.

- As tabelas ndo devem ter tracejado vertical e 0 minimo de tracejado horizontal.
Exemplo do titulo, o qual deve ficar acima: Tabela 1. EstacBes do INMET selecionadas
(sem ponto no final). Em tabelas que apresentam a comparacdo de médias, mediante
analise estatistica, devera existir um espago entre o valor numérico (média) e a letra.

As unidades deverdo estar entre paréntesis.

- As figuras ndo devem ter bordadura e suas curvas (no caso de graficos) deverdo ter
espessura de 0,5 pt, e ser diferenciadas atraves de marcadores de legenda diversos e
nunca atraves de cores distintas. Exemplo do titulo, o qual deve ficar abaixo: Figura 1.
Perda acumulada de solo em funcdo do tempo de aplicacdo da chuva simulada (sem
ponto no final). Para ndo se tornar redundante, as figuras ndo devem ter dados
constantes em tabelas. Fotografias ou outros tipos de figuras deverdo ser escaneadas
com 300 dpi e inseridas no texto. O(s) autor(es) devera(ao) primar pela qualidade de
resolucdo das figuras, tendo em vista uma boa reproducdo grafica. As unidades nos
eixos das figuras devem estar entre paréntesis, mas, sem separa¢édo do titulo por virgula.
Exemplos de citagdes no texto

a. Quando a citacdo possuir apenas um autor: ... Freire (2007) ou ... (Freire, 2007).

b. Quando possuir dois autores: ... Freire & Nascimento (2007), ou ... (Freire &
Nascimento, 2007).

¢. Quando possuir mais de dois autores: Freire et al. (2007), ou (Freire et al., 2007).
Literatura citada

O artigo deve ter, preferencialmente, no maximo 25 citacdes bibliograficas, sendo a
maioria em periodicos recentes (Ultimos cinco anos).

As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme
normas proprias da revista.

As referéncias citadas no texto deverdo ser dispostas em ordem alfabética pelo

sobrenome do primeiro autor e conter os nomes de todos os autores, separados por
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ponto e virgula. As citagdes devem ser, preferencialmente, de publicacbes em
periddicos, as quais deverdo ser apresentadas conforme os exemplos a seguir:

a. Livros

Mello, A.C.L. de; Véras, A.S.C.; Lira, M. de A.; Santos, M.V.F. dos; Dubeux Junior,
J.C.B; Freitas, E.V. de; Cunha, M.V. da . Pastagens de capim-elefante: producéo
intensiva de leite e carne. Recife: Instituto Agrondmico de Pernambuco, 2008. 49p.

b. Capitulo de livros

Serafim, C.F.S.; Hazin, F.H.VV. O ecossistema costeiro. In: Serafim; C.F.S.; Chaves,
P.T. de (Org.). O mar no espaco geografico brasileiro. Brasilia- DF: Ministério da
Educagdo, 2006. v. 8, p. 101-116.

c. Revistas

Sempre que possivel o autor devera acrescentar a url para o artigo referenciado e o
namero de identificacdo DOI (Digital Object Identifiers). Quando o artigo tiver a url.
Oliveira, A. B. de; Medeiros Filho, S. Influéncia de tratamentos pré-germinativos,
temperatura e luminosidade na germinacdo de sementes de leucena, cv. Cunningham.
Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias, V.7, n.4, p.268-274, 2007.
<http://agraria.pro.br/sistema/index.php?journal=agraria&page=article&op=view&pat
h%5B%5D=183&path%5B%5D=104>. 29 Dez. 2012.

Quando o artigo tiver DOI.

Costa, R.B. da; Almeida, E.V.; Kaiser, P.; Azevedo, L.P.A. de; Tyszka Martinez, D.
Tsukamoto Filho, A. de A. Avaliacdo genética em progénies de Myracrodruon
urundeuva Fr. All. na regido do Pantanal, estado do Mato Grosso. Revista Brasileira de
Ciéncias Agrérias, V.6, n.4, p.685-693, 2011.
http://dx.doi.org/10.5039/agraria.v6i4al277

d. Dissertaces e teses

Bandeira, D.A. Caracteristicas sanitarias e de producdo da caprinocultura nas
microrregibes do Cariri do estado da Paraiba. Recife: Universidade Federal Rural de
Pernambuco, 2005. 116p. Tese Doutorado.

e. WWW (World Wide Web) e FTP (File Transfer Protocol)

Burka, L.P. A  hipertext history of multi-user dimensions; MUD history.
<http://www.aka.org.cn/Magazine/Aka4/interhisE4.html>. 29 Nov. 2012.
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N&o serdo aceitas citagdes bibliograficas do tipo apud ou citado por, ou seja, as citacdes
deverdo ser apenas das referéncias originais.

CitacOes de artigos no prelo, comunicacdo pessoal, folder, apostila, monografia,
trabalho de conclusdo de curso de graduacdo, relatorio técnico e trabalhos em
congressos, ndo sdo aceitos na elaboracao dos artigos.

Outras informagdes sobre a normatizacéo de artigos

1) Os titulos das bibliografias listadas devem ter apenas a primeira letra da primeira
palavra mailscula, com excecdo de nomes préprios. O titulo de eventos devera ter
apenas a primeira letra de cada palavra maidscula;

2) O nome de cada autor deve ser por extenso apenas 0 primeiro nome e o Ultimo
sobrenome, sendo apenas a primeira letra maidscula;

3) Néo colocar ponto no final de palavras-chave, key words e titulos de tabelas e
figuras. Todas as letras das palavras-chave devem ser minusculas, incluindo a primeira
letra da primeira palavra-chave;

4) No Abstract, a casa decimal dos niumeros deve ser indicada por ponto em vez de
virgula;

5) A Introducdo deve ter, preferencialmente, no maximo 2 paginas. Ndo devem existir
na Introducdo equacdes, tabelas, figuras, e texto tedrico sobre um determinado assunto;
6) Evitar paragrafos muito longos;

7) Né&o devera existir italico no texto, em equacdes, tabelas e figuras, exceto nos nomes
cientificos de animais e culturas agricolas, assim como, nos titulos das tabelas e figuras
escritos em inglés;

8) Nao devera existir negrito no texto, em equacdes, figuras e tabelas, exceto no titulo
do artigo e nos seus itens e subitens;

9) Em figuras agrupadas, se o titulo dos eixos x e y forem iguais, deixar s6 um titulo
centralizado;

10) Todas as letras de uma sigla devem ser maiusculas; ja 0 nome por extenso de uma
instituicdo deve ter maiuscula apenas a primeira letra de cada nome;

11) Nos exemplos seguintes o formato correto é o que se encontra no lado direito da
igualdade: 10 horas = 10 h; 32 minutos =32 min; 5 I (litros) =5 L; 45 ml = 45 mL;

I/s = L.s-1; 270C = 27 oC; 0,14 m3/min/m = 0,14 m3.min-1.m-1; 100 g de peso/ave =

100 g de peso por ave; 2 toneladas = 2 t; mm/dia = mm.d-1; 2x3 = 2 x 3 (deve ser
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separado); 45,2 - 61,5 = 45,2-61,5 (deve ser junto). A % €é unidade que deve estar junta
ao nimero (45%). Quando no texto existirem valores numéricos seguidos, colocar a
unidade somente no ultimo valor (Exs.: 20 e 40 m; 56,0, 82,5 e 90,2%).

Quando for pertinente, deixar os valores numéricos com no maximo duas casas
decimais;

12) No texto, quando se diz que um autor citou outro, deve-se usar apud em vez de
citado por. Exemplo: Walker (2001) apud Azevedo (2005) em vez de Walker (2001)
citado por Azevedo (2005). Recomendamos evitar essa forma de citacéo.

13) Na definicdo dos parametros e variaveis de uma equacdo, devera existir um traco
separando o simbolo de sua definicdo. A numeracdo de uma equacdo dever estar entre
paréntesis e alinhada esquerda. Uma equacdo dever ser citada no texto conforme os
seguintes exemplos: Eq. 1; Eq. 4.;

14) Quando o artigo for submetido ndo serd mais permitida mudanca de nome dos
autores, sequiéncia de autores e quaisquer outras alteracbes que ndo sejam solicitadas
pelo editor.
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com a Revista por meio do e-mail agrarias@prppg.ufrpe.br, editorgeral@agraria.pro.br

ou secretaria@agraria.pro.br.
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