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RESUMO

Ha muito tempo os produtos de origem vegetal como os extratos e o0s 0Oleos
essenciais tém sido empregados em diversas aplicagcbes na medicina popular. O
Oleo essencial dos botdes florais do cravo-da-india (Syzygium aromaticum), extraido
por hidrodestilacdo, tem como constituinte mais abundante o eugenol ou 4-alil-2-
metoxifenol (88,38%) que apresenta varias atividades biolégicas como, por exemplo,
anti-inflamatoria, cicatrizante, analgésica, antioxidante, antitumoral, inseticida,
antibacteriana, entre outros. Tendo em vista a necessidade de novas alternativas
terapéuticas para o combate a resisténcia bacteriana e as diversas atividades
biologicas apresentadas pelo 6leo essencial do cravo-da-india, o objetivo deste
trabalho é extrair o 6leo essencial dos botdes florais desta planta e verificar sua
atividade antimicrobiana perante as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. Para a extracdo do Oleo essencial do cravo-da-india utilizou-se o sistema
extrator de Clevenger acoplado a um baldo de fundo redondo de 1000 mL. Para a
extracao utilizou-se 200 gramas do botdo floral do cravo e 500 mL de &agua
destilada, realizando-se 2 repeticdes. Apos separacdo do 6leo por decantacéo, este
foi submetido a centrifugacdo para a retirada do excesso de &gua. A atividade
antibacteriana do 6leo essencial do cravo e do eugenol foi realizada pelo método de
difusdo de disco (MDD). A solubilidade do 6leo em etanol foi de 1:2, o indice de
refracdo foi de 1,5348. A aparéncia e o odor apresentados pelo 6leo analisado foram
considerados tipicos. Obteve-se 7,29 gramas de Oleo a partir de 200 gramas de
botbes florais, fornecendo um rendimento de 3,64 %. Através do teste de
antibiograma realizado constatou-se que o 6leo e 0 eugenol apresentaram atividade
na concentracdo de 20 pL contra as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, visto que o halo de inibicdo foi de 14 mm para ambas as bactérias. A atividade
antibacteriana do 6leo essencial foi atribuida de acordo com o halo de inibicéo,
seguindo a classificacdo dos padroes de sensibilidade. Os resultados obtidos
mostram que as duas bactérias testadas Staphylococcus aureus e Escherichia coli
se mostraram sensiveis frente a concentracdo empregada do 6leo essencial extraido
e do eugenol, pois os halos formados foram superiores a 8 mm. Apesar de nao ter
sido feita a caracterizagdo via RMN !H e IV, a identificacdo do 6leo essencial
extraido foi feita através dos parametros fisico-quimicos obtidos, os quais estao de
acordo com os descritos na literatura.

Palavras-chave: cravo-da-india; 6leo essencial; antibiograma.



ABSTRACT

I's been a long time already; plant-based products such as extracts and essential
oils have been used in various applications in mainstream medical studies. The
essential India flower of clove buttons oil (Syzygium aromaticum), extracted by
hydrodistillation, has as its most abundant constituent eugenol or 4-allyl-2-
methoxyphenol (88.38%) that has various biological activities such as anti-
inflammatory, healing, analgesic, antioxidant, antitumor, insecticide, antibacterial,
among others. Given the need for new therapies for combating bacterial resistance
and the various biological activities presented by the essential India clove oil, the aim
of this study is to extract the essential oil from the flower buds such plant and check
its antimicrobial activity before the bacteria Escherichia coli and Staphylococcus
aureus. For the extraction of the essential oil of clove used the Clevenger extractor
system attached to a round bottom flask of 2000 ml. For the extraction we used 200
grams of floral bud stud and 500 ml of distilled water, performing two replications.
After separation of the oil by decantation, this was subjected to centrifugation to
remove the excess water. The antibacterial activity of the essential oil of Clove and
Eugenol was performed by disk diffusion method (MDD). The solubility of the oil in
ethanol was 1. 2, the refractive index was 1.5348. The appearance and odor
provided by the oil analysis were considered typical. There was obtained 7.29 g oil
from 200 grams of flower buds, providing a yield of 3.64%. Through the antibiogram
test conducted it was observed that the oil and eugenol showed activity at a
concentration of 20 uL against Staphylococcus aureus and Escherichia coli, whereas
the inhibition zone was 14 mm for both bacteria. The antibacterial activity of the
essential oil was assigned according to inhibition zone following the classification of
patterns of sensitivity. The results obtained show that the two tested bacteria
Staphylococcus aureus and Escherichia coli were sensitive against the applied
concentration of the essential oil extracted and eugenol as those formed halos were
greater than 8 mm. Despite not having been the characterization via NMR 1H and 1V,
the essential oil extracted identification was made through the physical and chemical
parameters obtained, which are consistent with those described in the literature.

Keywords: India Clove Flower; essential oil; antibiogram.
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1. INTRODUCAO

Ha milhdes de anos as plantas sao utilizadas pelos homens que perceberam e
continuam a descobrir a importancia que as plantas medicinais possuem para o bem
estar humano. Esta interacdo se traduz na religiosidade, modo de vida, trabalho, no
trato com a saude, conforme a compreensdo dos grupos culturais que, desde
antigamente até os dias atuais, praticam alguns dos conhecimentos repassados atraves
das geracfes. Plantas medicinais sdo plantas que possuem alguma substancia em
seu corpo que possui atividade biolégica, estando seu uso associado a medicina
popular (VICTORIO; LAGE, 2008; ASCENCAO; FILHO, 2013; MARTINS et al.,
2010).

Ha muito tempo os produtos de origem vegetal como o0s extratos e o0s 0Oleos
essenciais tém sido empregados em diversas aplicagbes na medicina popular
(MARTINS et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2007).

De acordo com Simdes e colaboradores (2007 apud AFFONSO et al., 2012, p. 149),
“os Oleos essenciais, 6leos etéreos ou esséncias, podem ser definidos como
misturas complexas de substéncias volateis, lipofilicas, com caracteristicas
odoriferas, sabor acre (acido) e consisténcia oleosa”. Podem ser extraidos de varias
partes da planta, tais como flores, folhas, cascas, frutos, sementes, raizes e rizomas
(MORAIS et al., 2006; BIZZO; HOVELL; REZENDO, 2009).

Estes 6leos sdo constituidos principalmente de monoterpenos, sesquiterpenos,
fenilpropandides, ésteres e outras substancias de baixo peso molecular,
normalmente, sendo estes metabdlitos 0s responsaveis por suas propriedades
organolépticas (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993; BIZZO; HOVELL; REZENDO, 2009).

O dleo essencial dos botbes florais do cravo-da-india (Syzygium aromaticum,
Myrtaceae), extraido por hidrodestilagdo, tem como constituinte mais abundante o
eugenol ou 4-alil-2-metoxifenol (88,38%) e acetato de eugenila (10,98%). Pode

apresentar coloracdo levemente amarelada ou até incolor, porém quando recém
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extraido podem exibir baixa estabilidade na presenca de luz, ar, calor e umidade
(AFFONSO et al., 2012).

Estudos demonstram que cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem propriedades

antifingicas e 35% apresentam atividade antibacteriana (LIMA et al., 2006).

O dleo essencial do cravo-da-india apresenta varias atividades biolégicas como, por
exemplo, anti-inflamatoério, cicatrizante, analgésico, antitumoral, inseticida,
antioxidante, antibacteriana, entre outros (SILVESTRI et al., 2010; AFONSO et al.,
2012).

O uso indiscriminado e prolongado de antibidticos sintéticos tem provocado um
aumento da resisténcia a antimicrobianos em populacbes bacterianas. Uma das
alternativas para reverter esse problema € o emprego de produtos de origem natural
(BERTINI et al., 2005; FERRONATTO et al., 2007).

Tendo em vista a necessidade de novas alternativas terapéuticas para o combate a
resisténcia bacteriana e as diversas atividades biol6gicas apresentadas pelo 6leo
essencial do cravo-da-india, o objetivo deste trabalho é extrair o 6leo essencial dos
botdes florais desta planta e verificar sua atividade antimicrobiana perante as

bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
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2. CRAVO-DA-INDIA

De acordo com Affonso e colaboradores (2012), “o nome cravo em portugués, deriva
da palavra latina clavus, que significa “prego”, devido a sua aparéncia fisica (figura
1). Pertence a familia das mirtaceas (Myrtaceae) e o seu nome cientifico é
atualmente Syzygium aromaticum. Entretanto, jA teve nomes cientificos como
Eugenia caryophyllus (Sprengel) Billock et Harrison, Caryophyllus aromaticus L.
Eugenia caryophyllata Tumb e Eugenia aromatica (L) Baill. Sua arvore é nativa das
llhas Molucas, arquipélago situado na Indonésia, sendo disseminada pelos
britAnicos durante a colonizacdo (AFFONSO et al., 2012; SILVESTRI et al., 2010).

Figura 1 — Cravo-da-india (In: AFFONSO et al., 2012, p. 147).

O cravo tem sido usado desde a antiguidade, ha cerca de dois mil anos atras, pelos
chineses como condimento, medicamentos e elementos basicos para a elaboracao
de perfumes e como incenso. Ha relatos de que os chineses usavam 0 cravo para
mascarar o halito antes de falar com o imperador. Os egipcios também utilizavam o
cravo como tbnico para fortificar e fortalecer os homens que trabalhavam nas
piramides (RABELO, 2010; AFFONSO et al., 2012; AFFONSO et al., 2014).
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De acordo com Rabélo (2010, p. 24), o cravo € uma arvore de grande porte (figura
2), podendo atingir de 12 a 15 metros de altura e o seu ciclo vegetativo chega a mais
de cem anos. Sua copa € bem verde, tendo forma piramidal. As folhas séo
semelhantes as do louro, de cor verde brilhante, e contra a luz séo visiveis glandulas
oleosas. As flores sdo pequenas, branco-amareladas e agrupadas em cachos
terminais. Ja os seus frutos sdo do tipo baga, avermelhados e comestiveis. Possui
aroma forte e o cravo frequentemente utilizado na culinaria e na terapéutica é o

botdo floral seco do S. aromaticum.

Figura 2 — A) Arvore, B) folha, C) frutos, D) botdes florais secos do cravo-da-
india. (In: AFFONSO et al., 2012, p. 148).
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Atualmente Zanzibar e Madagascar séo os maiores produtores de cravo no mundo,
seguido pela Indonésia. Hoje no Brasil, o estado que mais produz cravo da India é a
Bahia, na regido de Valenca, Taperoa e Itubera, o que torna o pais autossuficiente
neste 6leo (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993; MAZZAFERA, 2003).

O cravo da India tem sido utilizado popularmente no tratamento de vérias doencas,
apesar de ainda subestimado pela suas propriedades terapéuticas. Contudo, alguns
destes usos tém sido comprovados cientificamente, com revisdes de literatura
abordando suas propriedades terapéuticas. Seu emprego mais recente € uma
formulacédo caseira, baseada na extracdo dos botdes florais secos de S. aromaticum
com etanol, a qual se mostrou eficiente como repelente contra mosquitos
(AFFONSO et al., 2012; AFFONSO et al., 2014).

O oleo essencial puro, ou produtos derivados dele, cujo emprego principal é na
odontologia, como anestésico e, o proprio botéo floral seco utilizado como tempero,
sdo os principais produtos derivados do cravo-da-india que estdo disponiveis no
mercado nacional (AFFONSO et al., 2012).
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3. COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DO CRAVO-DA-
INDIA

Os Oleos essenciais quando recém extraidos, de forma geral, sdo incolores ou
levemente amarelados, ndo sendo muito estaveis, principalmente na presenca de ar,
calor, luz, umidade e metais. Apresentam atividade Optica e indice de refracao,
tendo como caracteristica principal a volatilidade e a pouca solubilidade em agua.
Apesar de serem normalmente misturas de centenas de compostos organicos, na
maioria das vezes o0s Oleos essenciais possuem um composto majoritario
(GODINHO, 2012, AFFONSO et al., 2012; MAIA; DONATO; FRAGA, 2015).

Os Oleos essenciais sdo formados por centenas de substancias quimicas. Seus
constituintes variam, podendo ser hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples ou
terpénicos, aldeidos, cetonas e fendis. Entretanto, os terpendides e 0s compostos
aromaticos derivados do fenilpropano sdo os constituintes quase exclusivos dos
Oleos essenciais, estando os terpendides presentes em maior concentracdo. Os
terpendides mais comumente encontrados nos Oleos essenciais Sao 0S
monoterpenos e sesquiterpenos (GODINHO, 2012; CRAVEIRO, QUEIROZ, 1993).

Em decorréncia da volatilidade dos constituintes do 6leo essencial, a principal
técnica de andlise para a quantificacdo dos mesmos € a cromatografia em fase
gasosa com detector por ionizacdo de chama (CG-FID). Ja para a identificacdo dos
constituintes presentes no 6leo é empregada a cromatografia gasosa com detector
de massas (AFFONSO et al., 2012).

Oliveira e colaboradores (2009) identificaram os constituintes do 6éleo essencial do S.
aromaticum por cromatografia gasosa acoplado a espectro de massa (CG-EM) e
guantificaram por cromatografia gasosa equipado a detector de ionizagdo em chama
(CG-FID). Este estudo foi realizado com o 6leo extraido dos botdes florais, das
folhas verdes, das folhas secas em estufa, pedunculos e folhas secas ao sol, para
verificar a proporcdo de cada constituinte do éleo de acordo com a porcao vegetal.

Os resultados desta identificagdo e quantificagdo estéo apresentados na tabela 1.



Componente Teor (%)
FVv* FSS* FSE* Pen* BFS*
Eugenol 82,47% | 87,07% 82,64% 90,41% 88,38%
B-cariofileno 10,78% 8,29% 10,45% 3,61% 0,64%
a-humuleno 1,44% 1,08% 1,63% 0,60% -
Acetato de Eugenila | 1,89% - - 3,76% 10,98%
Oxido de cariofileno | 0,47% - 0,51 - -
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*FV — folhas verdes; FSS — folhas secas ao sol; FSE — folhas secas em estufa; Pen- pedunculo; BFS — bot6es

florais secos

Tabela 1 — Porcentagem dos constituintes do 6leo essencial de S. aromaticum

(In: OLIVEIRA et al., 2009, p. 774).

E possivel observar que as porcentagens variam de acordo com a porcdo do vegetal

analisada e que nos botbes florais 0 eugenol e o acetato de eugenila sdo os

principais componentes.

Na figura 3 estdo apresentadas as estruturas dos constituintes do 6leo essencial do

cravo-da-india.
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(fenilpropandide)
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(sesquiterpeno nao oxigenado)

Figura 3 — Estrutura dos componentes do 6leo essencial do cravo-da-india (S.
aromaticum) e a classe a que pertencem (In: AFFONSO et al., 2012, p. 150;
AFFONSO et al., 2014, p. 1319).

No estudo realizado por Rabélo (2010), a quantificagcdo e identificacdo dos
constituintes do 6leo essencial do cravo foram feitas por andlise de cromatografica
gasosa acoplado a espectro de massa (CG-EM). Cada componente e sua respectiva

porcentagem esta apresentada na tabela a seguir:
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Componente %
Eugenol 52,53
Copaeno 2,05
Cariofileno 37,25
Humuleno 4,11
Acetato de eugenila 4,05

Tabela 2 — Teor dos constituintes encontrados no 6leo essencial de cravo (In:
RABELO, 2010, p. 52).

Na figura 4 estdo apresentadas as estruturas do a-Copaeno e B-Copaeno.

a-Copaeno B-Copaeno

Figura 4 - Estrutura do a-Copaeno e do p-Copaeno (In: BARROS; ZAMBARBA,;
HEINZMANN, 2009, p. 865).

Affonso e colaboradores (2012), mostraram que varios autores também
quantificaram por CG-FID os compostos do 6leo essencial do cravo da india e todos
apontaram como constituintes majoritarios o eugenol, o B-cariofileno e o acetato de
eugenila. Outros componentes aparecem em menor Proporgao tais como: o-

humuleno, calacoreno e calameneno.
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4. METODOS DE EXTRACAO

Uma mesma planta dependendo da época do plantio, fatores climaticos, tipo de solo
e ciclo vegetativo pode variar a composi¢cao quimica do 6leo essencial extraido. O
meétodo escolhido para extracdo de determinado 6leo essencial (OE) depende da
regido da planta, bem como para que finalidade o mesmo sera usado (RABELO,
2010).

H& varios métodos para extrair OE como: destilagdo por arraste a vapor,
hidrodestilacdo, extragdo com CO:2 supercritico, expressdo a frio, maceracgéo,
ultrassom, enfloracdo (enfleurage), estando esta uUltima em desuso (MARTINS,
2010; NEUWIRTH; CHAVES, 2008).

4.1 DESTILACAO POR ARRASTE A VAPOR

A destilacdo por arraste a vapor (figura 5) € um dos processos mais utilizados no
Brasil a nivel industrial, e por ser simples e de baixo custo se destaca dos outros
métodos (FERNANDES et al., 2013; SILVEIRA et al., 2012).

Neste processo 0 material a ser extraido é colocado em vasos extratores, moido,
picado ou triturado, onde é submetido a uma corrente de vapor de agua, extraindo
assim os compostos aromaticos da planta. Os vapores passam pelo condensador,
onde ocorre a condensacdo da agua e do 6leo essencial, sendo coletados em
seguida em um recipiente. A separacdo dos dois liquidos pode ser feito por
decantacdo. Neste método a amostra ndo entra em contato direto com a agua em
ebulicdo (MACHADO; JUNIOR, 2011; GOMES, 2003).
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material a ser extraido
+
agua

Figura 5 — Extracao por arraste a vapor (In: http://www.gmc.ufsc.br, 2015).

De acordo com Gomes (2003), a extracdo por arraste a vapor € industrialmente
viavel, pois apresenta bons rendimentos, em torno de 0,5 a 4% e os produtos
obtidos sdo de grande pureza. Entretanto, a desvantagem desta técnica é que
durante o processo de destilacdo, a agua, a acidez e a temperatura podem provocar

hidrélise dos ésteres, rearranjos, isomerizacdes, racemizacdes e oxidacoes.

4.2 HIDRODESTILACAO

Neste processo (figura 6) a matéria prima permanece em contato com a agua
fervente, podendo estar imersa ou flutuante. Com o aguecimento a agua evapora e
os vapores formados arrastam os compostos volateis do 6leo. Essa mistura de vapor
e soluto pode ser chamada de hidrolato, a qual ao passar pelo condensador forma
uma mistura heterogénea de agua e 6leo (GOMES, 2003; ORLANDA, 2011).


http://www.qmc.ufsc.br/
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Figura 6 — Sistema de Hidrodestilacao (In: FERNANDES, 2012, p. 26).

Quando os 6leos sdo usados em escala industrial 0 método mais utilizado para sua
extracdo é o aparelho de Clevenger (figura 7), o qual apresenta vantagens em
relacdo a destilacdo convencional, por ser mais compacto e fornecer melhores
determinacdes de teores de 6leos (RODRIGUES, 2002).
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Figura 7 — Hidrodestilagdo em Aparelho Clevenger (In: SILVEIRA et al., 2012, p.
2044).

O 6leo obtido pela destilagdo é uma mistura de componentes organicos imisciveis
em agua, quando coletado naturalmente o 6leo se separa da agua, formando duas
fases. Posteriormente, apdés a separacdo das fases, esse liquido € seco com
Na2SO4 anidro e esté pronto para seu devido uso (RODRIGUES, 2002).

4.3 EXTRACAO POR SOLVENTE

Esta técnica é empregada porque algumas plantas ndo suportam o aumento de
temperatura, por isso € usada a extracdo por solventes, de preferéncia, solventes
organicos. Para esta extracdo € necessario que se conheca a polaridade da
substancia a ser extraida, para que se possa determinar o solvente ou a mistura de
solventes usada para determinada extracdo (FERNANDES, 2012; SIMOES et al.,
2000).

Na extracao por solventes muitas vezes acaba extraindo-se outros compostos além
do Oleo essencial como compostos lipofilicos, por isso, raramente possuem valor
comercial (SILVA, 2006). Alguns dos solventes mais usados na extragdo de Oleo
essencial sdo: tolueno, diclorometano e cloroférmio (SIMOES et al., 2000).
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Esta técnica consiste em colocar a matéria prima em contato com um solvente
previamente selecionado. As plantas sdo imersas neste solvente e apoOs certo
tempo, suficiente para que os constituintes sollveis da planta sejam transferidos,
efetua-se a separacao soélido e liquido. Na fase final o 6leo é obtido pela evaporacéo
do solvente da fase liquida. Este método, porém, apresenta algumas desvantagens
como residuos do solvente presente no 6leo. Este residuo pode causar alteracdes
guimicas nas moléculas e assim causar efeitos toxicos nos consumidores. Para a
remocao de todo o solvente é necessario equipamentos de alto custo (OLIVEIRA;
JOSE, 2007; SILVEIRA et al., 2012).

Os residuos de solventes nos 6leos essenciais variam de menos de 1% até 6%, o
que influencia na composicdo quimica do 6leo. No caso do 6leo essencial de cravo,
quando extraido por hidrodestilacdo apresenta de 70-90% de eugenol, 5-12% de [3-
cariofileno. Este ultimo geralmente ndo é encontrado quando extraido com solventes
(OLIVEIRA; JOSE, 2007).

Na figura 8 esta apresentado um aparelho de Soxhlet, o qual pode ser empregado

para extracao por solvente.



32

|
T2

K
Ny it

\\

—

Figura 8 — Aparelho de Soxhlet para extracdo de 6leo com solvente (In:
LOREGIAN, 2013, p. 21).

4.4 ENFLEURAGEM (ENFLORAGCAO)

De acordo com Damini (2003), a enfleurage apesar de ser uma técnica em desuso
atualmente, ja foi muito utilizada. Atualmente s6 € utilizada em algumas industrias do
ramo da perfumaria. Este método consiste em extrair 6leos de plantas com baixo
teor de oleo, porém com alto valor comercial como no caso das flores. O solvente

usado nessa extracdo € uma gordura de origem vegetal ou animal (SILVA, 2006).

As pétalas sdo colocadas sobre a camada de gordura, a temperatura ambiente
durante um determinado tempo. Apds as pétalas terem se esgotado totalmente sao
trocadas por pétalas novas até que se obtenha a quantidade desejada. A gordura é

tratada com alcool, para a obtencdo do Oleo essencial. O alcool é destilado a baixas
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temperaturas e por fim o produto obtido possui alto valor comercial (RABELO, 2010;
OLIVEIRA; JOSE, 2007). A figura 9 mostra as etapas do processo de

extracao por enfleurage.

4. Recebimento das 2. Preparo das Distribui¢do das
Flores Flores Flores na Placa

de Enfleurage

4. Preparo das . Reparodas 6. Montagem das
Flores Placas com Placas de
Gordura Vegetal Enfleurage

% \ » ',‘.‘5“‘
'Qéif Fo— =<7 Sy k ’

7. Processode 8. lavagemda . Purificacdo do
Enfleurage Gordura com Oleo
Alcool

Figura 9 — Etapas do processo de Enfleurage (In:
http://www.pausaparafeminices.com, 2015).



http://www.pausaparafeminices.com/
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4.5 PRENSAGEM

De acordo com Damini (2003) este método é mais utilizado para extrair 6leo de
frutas citricas como laranja, limdo e bergamota. No processo de prensagem (figura
10) é usada a casca ou as sementes dos frutos. A prensagem feita na maquina,
fornece um 6leo de composicdo quase idéntica ao Oleo obtido por prensagem
manual (SHREVE; BRINK Jr, 1997).

As cascas ou as sementes sdo prensadas e € extraido o 6leo em conjunto com o
suco da mesma. Apds esta etapa esse suco € separado do Oleo através de
centrifugacéo, decantacdo ou destilagdo fracionada, sendo o 6leo obtido de grande
qualidade (OLIVEIRA; JOSE, 2007).

Figura 10 — Processo de extracéo por prensagem (In: SILVEIRA et al., 2012, p.
2049).
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4.6 EXTRACAO POR FLUIDO SUPERCRITICO

A extracdo por fluido supercritico (EFS) vem se destacando em diversos ramos da
industria, tais como, quimicas, petroquimicas, farmacéuticas, alimenticia, entre
outras (OLIVEIRA; JOSE, 2007).

Neste processo de extracdo, primeiramente o CO: é liquefeito, sendo em seguida
aquecido a uma temperatura acima de 31 °C, chamada de temperatura critica. E
nela que o CO:2 atinge o estado em que sua viscosidade é parecida com um gas,
mas sua capacidade de dissolucao é elevada como a de um liquido. Apds a
extracao ser realizada, a pressado é diminuida e o CO2z retorna a seu estado gasoso,
ndo deixando nenhum vestigio de solvente (DAMINI, 2003; OLIVEIRA; JOSE, 2007;
RABELO, 2010).

Nenhum traco do solvente permanece no 6leo obtido, portanto o produto obtido é
mais puro do que os Oleos essenciais obtidos por outros métodos. Neste método
solvente extrator é aguecido acima da sua temperatura e pressao criticas (tabela 3).
Quando a substancia atinge este estado ela possui propriedades intermediarias
entre os estados liquido e gasoso, o que faz com que seja vantajoso 0 seu uso para
extracao e purificacdo de substancias (SILVA, 2006; RODRIGUES, 2002).
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Solvente Temperatura critica Pressao critica Densidade critica
(°C) (atm) (g cm®)

Dioxido de carbono 31,1 72,85 0,469
Oxido nitroso 36,5 71,5 0,452
Amobnia 133 111,54 0,236
Agua 374 AT AT 0,323
Etano 32 48,17 0,203
Propano 97 41,85 0,217
Etileno 9 49,65 0,218
Benzeno 289 48,27 0,302
Tolueno 319 40,57 0,292
Metanol 240 79,86 0,272
Etanol 241 60,61 0,276
Acetona 235 46,39 0,279
Eter etilico 194 35,93 0,265
Piridina 347 65,57 0,312

Tabela 3 — Temperatura, Pressdo e Densidade criticas de solventes utilizadas
na EFS (In: RODRIGUES, 2002, p. 43).

A EFS apresenta vantagens em relacao a outros métodos utilizados, como utilizacao
de baixas temperaturas, o que permite a extracao de produtos termosenssiveis, uso
de solventes atéxicos e de baixo custo, reducdo do tempo de extracdo, eliminacao
facil do solvente apos extragéo, entre outros (OLIVEIRA; JOSE, 2007; SILVEIRA et
al., 2012; RODRIGUES, 2002).
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5. PROPRIEDADES BIOLOGICAS

Usados na aromaterapia, 0os Oleos essenciais por serem volateis e apresentarem
vantagens em relagdo a outros medicamentos, sdo comumente usados em
nebulizagdes, banhos de imersdo e inalagbes. Séo utilizados desde a antiguidade,
por suas importantes propriedades biologicas como atividade antibacteriana,
antifingica e antioxidante (MACHADO; JUNIOR, 2011; SOUZA et al., 2010).

N&o sé o Oleo essencial do cravo apresenta propriedades, como também o préprio
botdo floral que ao ser mastigado higieniza a boca e elimina o mal halito. Os chas
também apresentam acfes contra naduseas, indigestdes, gripes, rouquiddes e tosses
(MANON, 2002).

O eugenol além de ser o componente majoritario ndo s6 do 6leo essencial do cravo,
mas também o de outras especiarias é o responsavel por inimeras das atividades
bioldgicas atribuidas ao cravo. O efeito depende da concentracdo de eugenol livre e
do tempo que ele fica exposto ao tecido (AFFONSO et al., 2012; SOUZA, 2007).

Alguns efeitos atribuidos ao Oleo essencial do cravo sdo: atividade antifingica
(ASCENCAQO; FILHO, 2013); antibactericida (RABELO, 2010); antioxidante
(SILVESTRI et al., 2010); nematicida (SANTOS et al., 2007); efeito alelopatico
(MAZZAFERA, 2003). Outras atividades podem ser destacadas como: antiviral,
antitlcera, antidiabético, afrodisia, antitumoral, anestésico e anti-inflamatorio,
inseticida, modulador de respostas imunes, anticarcinogénica, cardiovasculares,
antinociceptiva e anestésica local (AFFONSO et al., 2012; LINARD 2008).

O eugenol é muito usado como anestésico na area odontoldgica, pelas suas
propriedades seladoras e também como antissépticos de higiene bucal. Também ja
foi comprovado o efeito anestésico geral, hipnético e antidepressor, que foi
verificado em ratos (RABELO, 2010; SOUZA, 2009).
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5.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Dentro da atividade antimicrobiana podemos destacar duas atividades: atividade
antibactericida e antifingica (AFFONSO et al., 2012).

5.1.1 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do cravo tem sido atribuida a estrutura fenodlica do
eugenol que em concentracdes elevadas degrada as proteinas das membranas
celulares das bactérias, resultando no dano da membrana celular, 0 que causa a
morte da bactéria. O eugenol também apresenta eficacia no tratamento de
enfermidades causadas por micro-organismos patogénicos (LINARD, 2008;
ESCOBAR, 2002).

O Oleo apresenta acentuada atividade antimicrobiana, quando testado para os
micro-organismos tanto Gram-positivos como Gram negativos tais como,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (SCHERER et.
al 2009), Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes e
Staphylococcus epidermidis (AFFONSO et al., 2012; LIMA, 2009).

De acordo com Biasi-Garbin e colaboradores (2015) o potencial sinérgico do
eugenol com nanoparticulas de prata produzidas por Fusarium oxysporum
(AgNPbio), apresentou atividade contra Streptococcus agalactiae (Streptococcus do
grupo B (GBS)), que € um agente infeccioso que causa doencas em recém-
nascidos. As doencas causadas nos recém-nascidos podem ser pneumonia,
septicemia ou meningite. Essas doencas estdo associadas a colonizacdo do trato

vaginal de mulheres gravidas.
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5.1.2 Atividade antifungica

De acordo com Affonso e colaboradores (2012) os 6leos essenciais sdo constituidos
por substancias lipofilicas e de baixo peso molecular, o que facilita sua penetracao
eficiente na membrana celular. Estudos jA& mostraram que os O6leos essenciais
penetram 100 vezes mais rapido que a agua o que lhe confere a atividade

antifungica.

O dleo essencial de cravo tem atividade comprovada contra os fungos: Penicillium
crustosum, Alternaria alternata e Aspergillus flavus (VANIN, 2014), Fusarium
oxysporum f. sp. Tracheiphilum, Fusarium oxysporum f. sp. Vasinfectum, Fusarium
oxysporum f. sp. Passiflorae e Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici (ASCENCAO;
FILHO, 2013).

5.2 ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

Antinociceptismo é a capacidade que o eugenol tem de anular ou amenizar os
estimulos que causam dor (LINARD, 2008). Segundo Souza (2007), dados obtidos,
indicam que o eugenol quando administrado oralmente apresenta significativa
atividade no teste das contor¢des abdominais, teste da placa quente e teste da

formalina.

Daniel e colaboradores (2009), também provaram a eficacia do eugenol quando
doses de 50, 75 e 100 mg/kg foram administradas em camundongos, apresentando
efeito antinociceptivo significativo no teste de contor¢cdes abdominais induzidas pelo
acido acético em comparacdo com 0 grupo controle. Entretanto, o eugenol
apresentou atividade apenas nos estimulos quimicos e ndo nos estimulos térmicos,

0 gque sugere que o eugenol inibi predominantemente o mecanismo da dor periférica.
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5.3 ATIVIDADE INSETICIDA

Cada vez mais a Dengue tem tomado maior proporcdo, sendo depois da maléaria a
doenca de maior relevancia no Brasil transmitida por mosquito. Secretarias de saude
vém incentivando o uso de repelente caseiro a partir do cravo-da-india e € através

de seu extrato alcoolico que séo preparados os repelentes (AFFONSO et al., 2014).

A vantagem do uso de repelentes naturais € a degradacdo e acdo rapida,
seletividade, custo, toxicidade de baixa a moderada e baixa fitotoxicidade. Segundo
autores o eugenol apresenta atividades contra varios mosquitos, tais como,
Cosmopolites sordidus Germar, Pediculus capitis, Culex pipiens, Tribolium
castaneum, Sitophilus zeamais, Dermatophagoides farinae, D. Pteronyssinus,
Psoroptes Cuniculi e cupins japoneses (AFFONSO et al., 2012).

5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

De acordo com Sichieri (2013), a procura por antioxidantes naturais vem sendo
intensificada durante as Ultimas décadas, objetivando a substituicdo dos

antioxidantes sintéticos, ja que estes causam efeitos negativos a saide humana.

O efeito antioxidante das plantas se d4 aos compostos fendlicos presentes nelas. O
consumo desses compostos inibe a formacao de radicais livres, também chamados
de substéancias reativas (MORAIS et al., 2009).

Morais e colaboradores (2009), realizaram estudos com chas e condimentos de
grande consumo no Brasil. Os testes foram realizados pelo método sequestrador de
radicais livres DPPH. De acordo com os resultados, o cravo obteve bom
desempenho antioxidante, pois tem em sua composicdo o0 eugenol, um composto

fendlico que € um dos responsaveis pela inibicdo de radicais livres no organismo.

Silvestri e colaboradores (2010) também realizaram estudo da atividade antioxidante
do oleo de cravo. A metodologia foi baseada na medida da extingdo do radical
DPPH em 515 nm. O experimento foi realizado em diferentes concentragdes do 0leo
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(150; 250; 500; 1000; 2500; 5000; 7500; 10000 pyg.mL-1) em etanol. Os resultados
indicaram que o percentual antioxidante foi aumentando de acordo com a

concentracdo do oleo.

5.5 EFEITO AFRODISIACO

De acordo com Tajuddin; Latif; Qasmi, (2004) realizaram estudo com extrato
etandlico do S. aromaticum a fim de provar efeito afrodisiaco em ratos albinos
machos. As doses foram administradas oralmente e diariamente em diferentes

doses do extrato, tendo como referéncia a sildenafila.

Os resultados obtidos mostraram que houve um aumento significativo da atividade
sexual de ratos machos. Houve um aumento também na frequéncia de montagem e
na frequéncia de intromissdo. A administracdo do extrato nos ratos n&o causou
ulcera gastrica e nenhum tipo de efeito tdxico, estresse ou mudancas de
comportamento (TAJUDDIN; LATIF; QASMI, 2004).

5.6 TOXICIDADE

De acordo com Affonso e colaboradores (2012), toda substéancia pode ser
considerada toxica, entretanto, tem que se levar em consideracdo as condicbes de
exposicao, como por exemplo, a dose administrada ou absorvida, o tempo e
frequéncia de exposicdo entre outras. Um estudo mostrou que o eugenol pode
apresentar diferentes tipos de toxicidades, podendo causar ao organismo:
dermatites, reacdes alérgicas, disfuncdo hepatica, coagulacdo intravascular
disseminada e hipoglicemia severa. Porém, em contato com a pele humana tanto o
eugenol como o0 Oleo essencial, apresentaram boa tolerabilidade e baixa
alergenicidade quando adicionados em produtos de higiene pessoal. Na odontologia
também apresenta baixa toxicidade (AFFONSO et al., 2012; LINARD 2008).
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Vanin e colaboradores (2015) realizaram ensaios com micro crustaceo Artemia
salina, expondo-os a diferentes concentracdes de Oleo e de éster (acetato de
eugenila) (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 ug/mL) e os resultados mostraram
gue conforme a concentracdo de 6leo aumentava maior era a taxa de mortalidade. O
éster apresentou maior toxicidade do que o 6leo essencial, porém ambos foram
considerados altamente toxicos. Concluiu-se, portanto, que € necessario que se

conheca tanto as propriedades biolégicas como também seu potencial toxico.
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6. Staphylococcus aureus

Os Staphylococcus séo cocos Gram e catalase-positivos, com aproximadamente 0,5
a 1,5 ym de didametro, imodveis, ndo-esporulados e geralmente ndo-encapsulados e
sdo anaerébios facultativos. Essa bactéria apresenta-se agrupados em cachos
irregularmente (staphyle em grego significa cacho de uvas), devido a sua divisao
celular, que ocorre em trés planos perpendiculares (TRABULSI; ARTERTHUM,
2005; SANTOS et al., 2007; CRUZ, 2008).

S. aureus foi descoberto em 1880 pelo cirurgio Sir Alexander Ogston. E conhecida
pela coloracdo amarela, quando cultivado em meios ricos em nutrientes. Por isso
gue recebeu o nome de Staphylococcus aureus (aureus em latim significa dourado)
por Rosenbach, que isolou pela primeira vez uma colénia de S. aureus em 1884
(STARK, 2013).

Essa bactéria cresce em diversos meios, desde 0s mais comuns como caldo ou agar
simples, pH = 7, a temperatura 6tima de 37°C. Apresenta crescimento também em
agar-sangue e agar manitol-sal. Também cresce em meios com altas concentracfes
de NaCl (cloreto de sdodio), sendo assim considerados halofilicos. As col6nias
formadas em placa, ap6s 18-24 horas de incubacédo, apresentam-se arredondadas,
lisas e brilhantes. A cor das colonias formadas depende do meio utilizado
(GODINHO, 2012; SANTOS et al., 2007; COSTA, 2008).

A figura 11 mostra o crescimento de colonias de S. aureus em meio telurito-glicina.
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Figura 11 — Coldnia S. aureus apresenta coloracao preta em meio telurito-
glicina (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005, p. 155).

E encontrada como parte da microbiota normal da pele e mucosa de uma grande
parte dos mamiferos. Este género compreende 33 espécies e dessas 17 podem ser
isoladas de amostras biol6gicas humanas (TRABULSI; ARTERTHUM, 2005; RATTI;
SOUSA, 2009). De acordo com Chapaval et al. (2009) de 30-50% da populacdo

humana é portadora natural desse micro-organismo.

De acordo com Leite (2008) o S. aureus apresenta como caracteristica a capacidade
de desenvolver rapidamente resisténcia a agentes antimicrobianos. O uso extensivo
de antibidticos resultou em um aumento na resisténcia de S. aureus em isolados

clinicos.

As doencas provocadas vao desde uma simples infeccdo (espinhas, furdnculos e
celulites) até infeccbes graves (pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do
choque toxico, septicemia e outras). O S. aureus € a principal bactéria causadora de
doencas comunitérias e infecgbes hospitalares (TRABULSI; ARTERTHUM, 2005;
CRUVINEL; SILVEIRA; SOARES, 2011; SALES; SILVA, 2012).
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A transmissédo de pessoa para pessoa pode ocorrer por contato direto, sendo esta
muito comum em ambientes hospitalares, pois os profissionais da area podem se
contaminar prestando servicos aos pacientes portadores da bactéria, podendo

assim, transmitir para outros pacientes (SALES; SILVA, 2012).

De acordo com Stark (2013), o Staphylococcus aureus pode se desenvolver de
diferentes formas podem causar desde infeccbes simples até graves e
potencialmente fatais, tais como pneumonia, endocardite, artrite séptica e
septicemia. Além de causar infecgfes o S aureus pode causar também intoxicacao
alimentar, isso se deve ao fato de que esta bactéria cresce bem sob condi¢bes de
alta pressdo osmotica e pouca umidade. Essas intoxicac6es sao determinadas por
algumas toxinas que sao produzidas pela bactéria (TRABULSI; ARTERTHUM, 2005;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2005, CRUVINEL; SILVEIRA; SOARES, 2011).

As cepas de S. aureus apresentam resisténcia a penicilina em maior proporcgao,
chegando a 95%. Mais de 50% apresentam resisténcia a meticilina, uma das ultimas

alternativas para o tratamento de infeccfes por este organismo (LEITE, 2008).

A resisténcia a penicilina foi detectada logo apds o inicio de seu uso na década de
40. Essa resisténcia se deve pela aquisicdo dos genes que codificavam as enzimas
inicialmente conhecidas como penicilinases, e agora chamadas B-lactamases. Em
1950, a producdo de penicilinases pelos S. aureus passou a predominar nas cepas
isoladas de pacientes hospitalizados. Na década de 60 foi lancada a meticilina para
o combate das cepas produtoras de penicilinases, entretanto um ano apos essa
descoberta ha relatos de cepas que apresentaram também resisténcia a meticilina e
passaram a ser chamado entdo de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA) (ANVISA, 2007).

Estudo realizado em um hospital-escola da Califérnia demonstrou a presenca de
87% de MRSA entre os S. aureus isolados de pacientes apresentando infecgbes
dermatoldgicas atendidos no setor de emergéncia. Esse estudo defende a drenagem
dos abscessos cutaneos como tratamento preferencial, em contrapartida ao uso de
antimicrobianos (GELATTI et al., 2009).

De acordo com Sales & Silva (2012), nos ultimos vinte anos a MRSA tem sido um

dos grandes vildes das bactérias responsaveis por infeccbes nosocomiais. Essa



46

bactéria apresenta varios graus de infecgdo, uma vez que existe varias formas de
contaminagdo como hospitalizacdo prolongada, cirurgia, ficar em unidades de
terapia intensiva, o uso irracional de antibiéticos e a proximidade com a equipe
médica ou outros pacientes colonizados, ou infectados e procedimentos invasivos. E

vélido ressaltar que este micro-organismo € capaz de permanecer viavel em

superficies por semanas ou até meses.
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7. Escherichia coli

Escherichia coli (figura 12) € um micro-organismo pertencente a familia das
Enterobacteriaceae. E classificada como bacilos Gram-negativo, ndo esporulado, em
sua maioria moveis (possuem flagelos), anaerébias facultativas e fermentadoras de
acucares (CULLER, 2010; KASNOWSHI, 2004). Essa espécie é tipicamente nao
patogénica e faz parte da microbiota normal de humanos e animais, sendo
encontrada em maior quantidade no intestino grosso (cerca de 10%? bactérias)
(SILVA; SILVA, 2005; AYALA, 2009).

De acordo com Alves (2012), a E. coli cresce em temperaturas de 8 a 48°C,
entretanto, sua temperatura 6tima € 37°C e seu pH 6timo é entre 6 e 8. Também
cresce em meios com até 8% de NaCl (MARTINS, 2010).

Figura 12 — Micrografia de Escherichia coli (In: MARTINS, 2010, p. 41).

Em 1885 foi descrita pela primeira vez pelo médico alemao Theodore Escherich com

o nome de Bacillus coli comune, que notou que ela prevalecia na microbiota
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intestinal de individuos saudaveis e que causava doencas quando inoculadas em
sitios extra-intestinais. Em 1919 seu nome mudou para Escherichia coli fazendo
referéncia ao seu descobridor (BUERIS, 2008).

A E. coli é uma espécie universal, considerada o ser vivo mais conhecido na face da
terra (E. coli K12), distinguindo-se em dois grandes grupos de amostras em relacéo
com o ser humano. O primeiro grupo € chamado de E. coli comensal, que séo
bactérias que habitam o intestino humano desde o nascimento até a morte, sendo
constituidas por amostras que causam infeccdes por mecanismos comuns € 0
segundo grupo € chamado de E. coli patogénica, que sdo as que causam uma gama
de infec¢bes (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005; SAMEGINA, 2008).

A E. coli comensal apenas causa infeccbes em pessoas imunodeprimidas ou
quando esta se encontra em situacdes nao fisiolégicas. As E. coli consideradas
patogénicas sdo responsaveis por uma variedade de infec¢des entre elas a diarréia,
disenteria, colite hemorragica, infecgcbes de bexiga e rim, pneumonia, entre outras
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2005; MARTINS, 2010).

A contaminacdo pode ocorrer principalmente por alimentos contaminados pelas
fezes bovinas, outras formas de contaminacdo é a ingestdo de alimentos como a
carne, o leite e as saladas contaminadas com fezes de animais que sao utilizadas
como adubos e também por habitos inadequados de higiene (figura 13) (FRANCO,
2002; KASNOWSHI, 2004).
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Figura 13 - Ciclo de transmissao da Escherichia coli (In: ALVES, 2012, p. 29).

Este género encontra-se largamente na natureza e integra o grupo das bactérias dos
coliforme subdividindo-se em varios bidtipos e sorotipos, alguns dos quais
patogénicos em potencial para o homem. Esses sorotipos estdo divididos de acordo
com o seu fator de viruléncia e mecanismos pelos quais podem ocasionar a doenca.
Sdo cinco divisdes, sendo elas: E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enterotoxigenica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteropatogénicas
(EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) (WIEST et al., 2009; AYALA, 2009).

7.1 E. coli ENTEROHEMORRAGICA (EHEC)

A E. coli enterohemorragica se destaca dos outros grupos como sendo 0 mais
importante em termos de infecgdes alimentares. A infeccdo pode ser adquirida de
diversas formas como pela ingestdo de alimentos mal cozidos, vegetais e frutas
contaminados com fezes bovinas, leite ndo pasteurizado, entre outros. O seu
sorotipo mais importante é a E. coli 0155:H7 (MARTINS, 2010; GODINHO, 2012).
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Este sorotipo foi identificado como agente etiolégico causador de colite hemorragica
em 1983 quando houve um surto pela ingestdo de hamburgueres mal cozidos de
uma rede de fast-food nos Estados Unidos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005;
MITTELSTAEDT; CARVALHO, 2006).

O periodo de incubacdo dessa bactéria varia de trés a nove dias, com média de
quatro dias. A EHEC pode causar nos seres humanos colite hemorragica (CH),
sindrome hemolitica urémica (SHU), puarpura trombocitopénica e infeccOes
assintomaticas. A colite hemorragica € caracterizada por severas dores abdominais
e diarréia com presenca de sangue, 10% das pessoas que tem CH acabam
desenvolvendo SHU doenca grave e muitas vezes fatal (FRANCO, 2002; AYALA,
2009; MITTELSTAEDT; CARVALHO, 2006).

7.2 E. coli ENTEROTOXIGENICA (ETEC)

De acordo com Rodrigues (2009), a ETEC é responsavel pela causa de
diarréia em criangas de 1 a 5 anos de idade em paises desenvolvidos, sendo
esta apontada como responsavel pela mortalidade infantil, apresentando 380

mil ébitos anuais aproximadamente (MARTINS, 2010).

Essas bactérias sdo capazes de aderir a mucosa intestinal através das
fimbrias e os sintomas apresentados pelas pessoas sao: diarréia aquosa,
febre baixa, dores abdominais, nauseas chegando a quadros fatais. O seu
periodo de incubacdo € de 8 a 44 horas apds a ingestdo do alimento
contaminado e duracdo média de 3 a 19 dias (CULLER, 2010; ALVES, 2012).

De acordo com Trabulsi & Alterthum (2005), a ETEC produzem enterotoxinas
termo labil (LT) e termo sensivel (ST) que diferem com relacdo a sua
tolerancia a temperatura, imugenicidade e mecanismo de acéo, entretanto, as

gue produzem as toxinas ST sdo as mais associadas aos casos endémicos.
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7.3 E. coli ENTEROINVASORA (EIEC)

A E. coli enteroinvasora interagem preferivelmente com as células do célon
causando diarréia aquosa, febre, arrepios, dores de cabeca, mialgia e cdlicas
abdominais. Também s&o capazes de invadir e penetrar nas células epiteliais
podendo levar o individuo a morte, sua patogenicidade € semelhante a da bactéria
Shigella (ALBUQUERQUE, 2006; KASNOWSHI, 2004; ALVES, 2012).

As infecg¢des causadas por EIEC séo frequentes em criangas maiores de dois anos e
em adultos (MARTINS, 2010). Os sintomas comecam a aparecer depois de 8 a 24
horas ap6s o consumo do alimento contaminado e sua duracédo pode variar de dias
até semanas (ALVES, 2012).

7.4 E. coli ENTEROPATOGENICAS (EPEC)

A EPEC estédo associadas com diarréia em criancas recém nascidas em paises em
desenvolvimento, sdo capazes de aderir & superficie das células epiteliais do
intestino delgado, provocando lesdes ao nivel das microvilosidades. Estas tém
apresentado uma alta taxa de mortalidade entre 10-40% (AYALA, 2009; ALVES,
2012).

Os sintomas sao diarréia aguda, febre, vdmito e mal-estar. Os sintomas surgem
entre 17-72 horas ap0s a ingestdo do alimento contaminado e normalmente duram 3
dias (ALVES, 2012; AYALA, 20009).

7.5 E. coli ENTEROAGREGATIVA (EAEC)

A EAEC é conhecida por desenvolver diarréias persistentes em criancas e adultos
em paises desenvolvidos, recentemente foi detectado a mesma bactéria em casos
de diarréias prolongadas em pacientes com virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(MARTINS, 2010; SAMEGIMA, 2008).
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A E. coli enteroagregativa adere as células epiteliais denominado de adeséo
agregativa e nao secreta enterotoxinas termolabeis e termoestaveis como as ETEC.
Como possuem adesdo agregativa formam biofilmes o que esta relacionado a
infeccéo persistente chegando a durar mais de 14 dias (CULLER, 2010).
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8. OLEO ESSENCIAL DO CRAVO—ADA—I'NDIA: UMA ALTERNATIVA
PARA O ENSINO DE QUIMICA ORGANICA

A matéria de Quimica é considerada pelos alunos como uma matéria complexa e de
alta dificuldade. O ensino da quimica no ensino médio baseia-se apenas na teoria,
ou seja, conceitos, regras, férmulas e classificacfes. Diante disso percebe-se que os
alunos nao assimilam o conteudo estudado com o seu cotidiano. Essa abordagem
tedrica faz com que eles apenas memorizem o0 conteudo estudado (VEIGA,
QUENENHEMM; CARGENIN, 2013; RIBEIRO, 2014).

No ensino de ciéncias a experimentacdo pode ser uma estratégia eficaz, fazendo
com que desperte um forte interesse dos alunos pela matéria. Com base nos
depoimentos dos alunos, a experimentacdo tem um carater motivador, ladico e
essencialmente vinculados aos sentidos. Esse fato é de conhecimento dos
professores que afirmam que as aulas experimentais aumentam o aprendizado
(GIORDAN, 1999).

A motivacdo das aulas experimentais com carater construtivista faz com que os
alunos busquem e confrontem informacdes, adquirindo assim mais conhecimento
para explicar os problemas enfrentados (BARATIERI et al., 2008). Contudo, é
necessario que antes da experimentacdo o professor avalie o conhecimento e as
dificuldades que os alunos possuam (GUIMARAES, 2009).

Com base no experimento realizado neste trabalho, ou seja, extracdo e atividade
antibacteriana do 6leo essencial do cravo-da-india, é possivel trabalhar com os
alunos a quimica dos produtos naturais, enfatizando o estudo da quimica orgéanica,
visto que hd uma gama de produtos naturais isolados e ja identificados, o que
possibilita uma abordagem sobre a grande diversidade de funcbes orgéanicas
existentes. Desta forma, o estudante podera estabelecer um ligagcéo entre a quimica

organica e o seu cotidiano (DIAS et al., 2014).

Utilizando as moléculas do eugenol e do acetato de eugenila (figura 14) é possivel

iniciar um estudo de fungbes organicas, visto que a partir das funcbes presentes
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nestes produtos naturais (fenol, éter e éster), outras fun¢des organicas podem ser

abordadas.

@)

OH O)k

Eugenol Acetato de Eugenila

Figura 14 — Estrutura do eugenol e do acetato de eugenila (In: AFFONSO et al.,
2014, p. 1319).

Através da propriedade inseticida deste Oleo essencial € possivel abordar aos
alunos outro problema presente no cotidiano dos mesmos: a dengue. Esta doenca, e
a forma de evitar a proliferacdo do mosquito transmissor € algo que é
constantemente abordado pela midia, o que facilitaria criar uma ponte entre o
cotidiano do aluno e um dos contetdos a ser abordado, a propriedade biol6gica
deste 6leo essencial, mostrando que o0 mesmo pode ser utilizado como repelente ao
mosquito. Além de explorar a parte quimica ao se ensinar a preparacdo de um de
um extrato alcodlico (AFFONSO et al., 2012), visto que algumas secretarias de
saude vem incentivando o uso de repelente caseiro, feito a partir do cravo e
utilizando como solvente o alcool, é possivel desenvolver um trabalho interdisciplinar
com a disciplina de biologia, a qual pode abordar o desenvolvimento deste mosquito
e como ele se prolifera. Pode-se também, fazer uma juncdo entre a quimica e a area
da saude demonstrando as medidas que se podem tomar em casa para combater o
mosquito da dengue. Esta abordagem pode ser feita ap0s se propor a obtencéao de
um repelente caseiro feito pela preparagdo de um extrato alcoodlico, ensinado pela

prépria Secretaria de Saude (www.votorantim.sp.gov.br, 2015).
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Aula Prética: Obtencdo de um Repelente Caseiro

8.1 MATERIAIS E REAGENTES

400 mL de Alcool
10 gramas de cravo
100 mL de 6leo de améndoa

Filtro

8.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Deixar 10 gramas de cravo da india imersos em 400 mililitros de alcool, em um
frasco fechado, por quatro dias, agitando todos os dias. Depois disso, é preciso filtrar
o0 conteudo e adicionar 100 mL de 6leo de améndoa, o qual melhora a fixacdo do

repelente na pele (www.votorantim.sp.gov.br, 2015).

ApOs a preparacdo do repelente € possivel abordar a razdo de se utilizar o alcool
como solvente e discutir o tema polaridade e solubilidade.


http://www.votorantim.sp.gov.br/

9. MATERIAIS E METODOS

9.1 MATERIAIS
e Placa de petri; e Papel de filtro whatman n°1;
¢ Pinca; e Tubo de ensaio;
e PipetalmL; ¢ Pipetador automatico;
e Erlenmeyer; e Alca de Drigaslk;
e Becker de 1000 mL; e Proveta de 500 mL;
e Aparelho de Clevenger; e Bico de Bunsen;
e Alca de platina; e Baldo Volumétrico 10 mL.

9.1.1 Equipamentos

e Estufa bacteriologica MA32 (MARCONI);

e Capela para plagueamento (fluxo laminar) - Série 1341 - TROX;
e Auto-Clave Vertical — Phoenix - AV-30;

e Balanca semi-analitica (Radwag WTB 300);

e Refratdmetro Digital — Leica — AR200.

e Centrifuga — Celm — 3458
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9.1.2 Reagentes

e Agar Brain Heart Infusion (ACUMEDIA) (Lote: 103,391);

e Agar EMB (eosina azul de metileno) (HIMEDIA) (Lote: VK4829742);
e TSB (Trypticase soy broth) (BACTO) (Lote: 4342224);

e Eugenol;

e Agua destilada;

e Sulfato Anidro de Sédio.

9.1.3 Micro-organismos

As bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli foram cedidas pelo centro de
pesquisa em ciéncias (CEPECI) da Fundacdo Educacional do Municipio de Assis
(FEMA).

9.1.4 Amostra

O botéo floral do cravo foi adquirido em um estabelecimento comercial situado na
cidade de Palmital/SP.

9.2 METODOS

9.2.1 Extracdo do 6leo essencial do cravo-da-india

Para a extracdo do Oleo essencial do cravo-da-india (Syzygium aromaticum),

utilizou-se o sistema extrator de Clevenger acoplado a um baldo de fundo redondo
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de 1000 mL, utilizando-se um bico de Bunsen como fonte geradora de calor (figura
15). Na extracdo do Oleo essencial pesou-se 200 gramas do botéo floral do cravo em
500 mL de &gua destilada, realizando-se 2 repeticbes. A partir da ebulicdo, a
extracdo se estendeu por 2 horas. No término deste periodo, obteve-se o hidrolato.
Este foi coletado em erlenmeyer, depois foi colocado em um funil de decantacdo
para separacdo do 6leo da agua, apos isso o 6leo foi submetido a centrifugacéo
para a retirada do excesso da agua. Na segunda centrifugacéo foi adicionado sulfato

anidro de sodio para a completa secagem do dleo.

A amostra foi armazenada em recipiente de vidro e mantido sob refrigeracdo para
evitar a perda dos constituintes volateis, o rendimento do 6leo foi calculado na

relacdo massa/massa.

Figura 15 - Sistema extrator de Clevenger acoplado a um baldo de fundo
redondo de 1000 mL.
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9.2.2 Preparo do inoculo

A cultura de Staphylococcus aureus foi inoculada em BHI (brain heart infusion) e a
cultura de Escherichia coli foi inoculada em TSB (Trypticase soy broth). Apos 24
horas de incubacdo a 37 °C procedeu-se a diluicdo até a obtencdo de uma
suspensdo padronizada pelo grau 0,5 da escala de McFarland (108 micro-

organismos m.L™%).

9.2.3 Preparo dos meios de cultivo

Os meios foram preparados conforme instrucbes de embalagem. Foram

autoclavados a 121 °C por 15 minutos e distribuidos em placas.

9.2.4 Plagueamento

O procedimento foi realizado dentro da capela de fluxo laminar e todos os materiais

utilizados foram previamente esterilizados na autoclave.

9.2.4.1 Superficie

Com uma pipeta graduada foi adicionado 0,1 mL da bactéria S. aureus na superficie
da placa contendo o meio BHI solidificado e 0,1 mL da bactéria E. Coli na superficie
da placa contendo meio EMB solidificado e com uma alca de Drigaskl, previamente

flambada, foram espalhadas nas placas.



60

9.2.5 Antibiograma

A atividade antibacteriana do 6leo essencial do cravo e do eugenol foi realizada pelo
meétodo de difusdo de disco (MDD). O procedimento foi realizado dentro da capela
de fluxo laminar e todos os materiais utilizados foram previamente esterilizados na

autoclave.

Com as placas ja inoculadas, os discos de papel de filtro Whatman n°1, com 6 mm
de diametro, foram impregnados individualmente com 20 pL de 6leo essencial e 20
uL de eugenol, sendo colocados em cada placa com o auxilio de uma pinga. O teste
foi feito em duplicata. Em seguida as placas foram incubadas a 37° C por 24 horas.

Depois realizou-se a medicdo dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano.

9.2.6 Caracteristicas Fisico-Quimicas do 6leo essencial

Na caracterizacdo fisico-quimica do Oleo essencial foi utilizado os seguintes

parametros: solubilidade em etanol a 90% v/v, indice de refracdo, aparéncia e odor.

9.2.6.1 Solubilidade em etanol a 90% v/v

Para a determinacdo da solubilidade, utilizou-se uma mistura de alcool/agua a 90%
(v/v) mantendo-se constante o volume de 6leo e adicionando-se proporcionalmente

volumes crescentes da mistura alcodlicas até a sua completa solubilizacao.

9.2.6.2 indice de refracéo

A leitura foi feita a 20 °C com o 6leo colocado diretamente sobre o prisma do

refratbmetro, para o qual foi utilizado uma pipeta.
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9.2.6.3 Aparéncia

A técnica proposta foi a visual, onde se faz uma comparacao das esséncias no que

diz respeito a sua transparéncia ou limpidez.
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10. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de antibiograma realizado seguiu a metodologia de Rabélo (2010) com
adaptacdes. Foi constatado que o 6leo e o eugenol apresentaram atividade na
concentracdo de 20 pL contra as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, visto que o halo de inibicdo foi superior a 8 mm. Os dados obtidos estéao
expressos na tabela 4.

INIBICAO (mm)
BACTERIA ALEO
EUGENOL
ESSENCIAL
Escherichia coli 14 14
Staphylococcus aureus 14 14

Tabela 4 - Resultados da incubacéo das bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli apds 24 horas.

A figura 16 mostra o crescimento da bactéria E. coli no meio EMB com discos
impregnados com 20 uL de 6leo essencial e 20 uL de eugenol, respectivamente,
utilizando a técnica em superficie. Neste teste houve a formacao do halo de inibicédo

ao redor dos discos com a medida de 14 mm.
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k .
Figura 16 — Crescimento da bactéria E. coli em superficie apresentando halo
inibitorio ao redor do disco contendo eugenol (esquerda) e 6leo (direita).

A figura 17 mostra o crescimento da bactéria S. aureus no meio BHI com discos
impregnados com 20 pyL de 6leo essencial e 20 uL de eugenol, respectivamente,

utilizando a técnica em superficie. Neste teste houve a formacéo do halo de inibicdo
ao redor dos discos com a medida de 14 mm.
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b

Figura 17 — Crescimento da bactéria S. aureus em superficie apresentando
halo inibitério ao redor do disco contendo eugenol (esquerda) e 6leo (direita).

Rabélo (2010) utilizou como padrao um trabalho que de maneira geral classifica a
atividade de diferentes 6leos essenciais de acordo com o halo de inibi¢éo (tabela 5).
O halo inibitério considerado foi a area sem crescimento detectavel a olho nu.
Através desta observacao foi possivel observar que na quantidade de 20 pyL houve
inibicdo, uma vez que houve a formacdo de halo ao redor do disco. Segundo os
parametros apresentados na tabela 5, a bactéria E. coli e a S. aureus mostraram ser
sensiveis (+) frente ao o 6leo essencial e o eugenol. No estudo feito por Rabélo
(2010), o 6leo e o eugenol mostram ser muito sensiveis (++), porém, a quantidade
utilizada foi de 75 pL, o que justifica os valores de halos superiores encontrados para

E. coli quando empregou-se o 6leo (16 mm) e o eugenol (19 mm).
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Sensibilidade Halo (mm)
N&o sensivel (-) Menor que 8
Sensivel (+) Entre 9-14
Muito Sensivel (++) Entre 15-19
Extremamente Sensivel (+++) Maior que 20

Tabela 5 — Classificacdo dos padrdes de sensibilidade de diferentes 6leos
essenciais (MOREIRA et. al, 2005, p. 566).

De acordo com o estudo feito por Silvestri e colaboradores (2010), que realizaram
atividade antimicrobiana do 6leo essencial do cravo por dois métodos: o de difusédo
em placas e o método indireto de crescimento microbiano, ficou comprovado que as
bactérias E. coli e S. aureus mostraram-se susceptiveis ao 6leo essencial do cravo

da india nos dois métodos.

Os oOleos ricos em eugenol e outros aldeidos possuem uma boa atividade
antibactericida. Diversos autores atribuem ao composto majoritario do 6leo de cravo,
0 eugenol, ndo so o efeito bactericida, mas também outras propriedades biolégicas.
Entretanto, a acdo conjunta dos varios compostos presentes nos O6leos é
denominada sinergismo, o que confere uma boa capacidade antibacteriana
(RABELO, 2010).

Os resultados dos parametros fisicos quimicos estdo expressos na tabela 6.
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Parametros Fisico-quimicos

Oleo essencial

Solubilidade em etanol (90%) 1:2
indice de refracdo (No 20°) 1,5348
Aparéncia Limpido
Odor Caracteristico
Rendimento 5,64%

Tabela 6 — Parametros fisico-quimicos do 6leo essencial do cravo-da-india.

De acordo com a tabela 6 a solubilidade do 6leo em etanol foi de 1:2. A aparéncia e

o odor apresentados pelo 6leo analisado foram considerados tipicos.

O rendimento do 6leo foi calculado pela quantidade de 6leo que se obteve com a

massa de vegetal usada. Obteve-se 7,29 gramas de 6leo a partir de 200 gramas de

botdes florais, fornecendo um rendimento de 3,64 %. Este valor € proximo ao obtido

por Rabélo (2010) que obteve um valor de 3,54 %.
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11. CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram que as duas bactérias testadas Staphylococcus
aureus e Escherichia coli se mostraram sensiveis frente a concentracdo do o6leo

extraido e ao eugenol empregado, pois os halos formados foram superiores a 8 mm.

Apesar de ndo ter sido feita a caracterizacdo via RMN 'H e IV, a identificacdo do
Oleo essencial extraido foi feita através dos parametros fisico-quimicos obtidos, os

quais estéo de acordo com os descritos na literatura.
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