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RESUMO

O uso de plantas medicinais tem sido frequente em todo mundo, principalmente em
paises subdesenvolvidos, visto que medicamentos ocidentais ortodoxos sdo mais
caros e de dificil aquisicdo. O mamao, pertencente a familia Caricaceae, é uma das
plantas mais cultivadas no mundo, principalmente nos paises tropicais e
subtropicais, onde a temperatura varia em torne de 25°C. Estudos apontam que o
mamao apresenta atividade bioldgica em varias partes da planta, incluindo o fruto, a
folha a semente ou latex. InUmeros trabalhos abordam que o extrato da semente do
mamao, obtidos por extragcdo aquosa ou com solventes organicos, tem apresentado
atividade antimicrobiana. Uma analise fitoquimica feito da semente do mamao
apresentou varios constituintes quimicos, onde um deles € a aglicona, conhecida
como isotiocianato de benzila, que apresenta atividade antimicrobiana. O emprego
medicinal da semente do mamdo é uma alternativa para criacdo de novos
antibidticos ndo s6 mais eficazes mais também de mais facil acesso a populacao
como um fonte terapéutica alternativa. Neste contexto, o objetivo deste trabalho é
avaliar a atividade antimicrobiana do extrato bruto alcodlico e etéreo (éter de
petroleo) de sementes de C. papaya frente a bactérias patogénicas Staphylococus
aureus e Escherichia coli. Primeiramente foi retrado a semente da fruta, as
sementes foram lavadas e enxugadas com agua estéril, secas e trituradas. Foram
preparados o0s extratos e feito o teste de antibiograma com as bactérias
Staphylococus aureus e Escherichia coli, onde os discos foram esterilizados e
impregnados com 60 pL dos extratos. Para verificar a influéncia do solvente foi
realizado o teste com discos impregnados apenas com o0 solvente. No teste de
antibiograma realizado foi constatado que os extratos de sementes de mamao nas
concentracbes usadas ndo apresentaram atividade antibacteriana contra as
bactérias usadas. Os resultados obtidos indicam que as bactérias S. aureus e E. coli
nao se mostraram sensiveis frente a concentracdo dos extratos utilizados, visto que
nao houve formacao de halos de inibicéo.

Palavras-chave: Mamao papaia, Sementes, Antibiograma.



ABSTRACT

The use of medicinal plants has been common throughout the world, especially in
underdeveloped countries, where western orthodox medicines are more expensive
and difficult to purchase. The papaya that belongs to the Caricaceae family is one of
the most cultivated plants in the world, mostly in tropical and subtropical countries,
where the average temperature is 25° C. Studies show that the papaya presents
biological activity in various parts of the plant, including the fruit, leaf, seed or latex.
Several works point that the extract of the papaya seed, obtained by aqueous

extraction or with organic solvents, has shown antimicrobial activity. A phytochemical
analysis made of the papaya seed presented various chemical constituents, where
one of them is the aglycone, known as benzyl isothiocyanate, responsible for the

antimicrobial activity. The medicinal job of the papaya seed is an alternative creation
of new antibiotics not only more effective but also more easy access to population as
an alternative therapeutic source. In this context, the objective of this work is to
evaluate the antimicrobial activity of the crude extract alcoholic and ethereal
(petroleum ether) of seeds of C. papaya in front of Staphylococus aureus and
pathogenic bacteria Escherichia coli. First was taken from the seed of the fruit, the
seeds were rinsed and dried with sterile water and dried and crushed. The extracts
were prepared and made the culture test with bacteria Staphylococus aureus and
Escherichia coli, where the discs were sterilized and impregnated with 60 pL of the
extracts. To verify the influence of the solvent test was made with impregnated discs
only with the solvent. In the antibiogram conducted test it was found that the extracts
of papaya seeds in the concentrations used did not show antibacterial activity against
the bacteria used. The results obtained indicate that the bacteria S. aureus and E.
coli were not sensitive front of concentration of extracts used, since there was no
formation of inhibition halos.

Keywords: Papaya; Seeds; Antibiogram.
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1. INTRODUCAO

O emprego de plantas locais como fonte de farmacos é muito comum na Asia,
América Latina, USA, China, Japdo e Africa. S6 no oeste da Africa ha mais de
10.000 plantas medicinais empregadas na prevencao e tratamento de doencas
(ORHUE; MOMOH, 2013).

Atualmente, o uso de plantas medicinais nos paises de terceiro mundo tem crescido,
visto que os medicamentos ocidentais ortodoxos sao relativamente caros e de dificil
aquisicdo. Ja a grande disponibilidade das plantas medicinais, associada a sua
tradicdo de uso, tem tornado permanente seu emprego na cura de doencas
(GONCALVES, 2010; ORHUE; MOMOH, 2013).

O maméao (Carica papaya L.), uma das plantas mais cultivadas do mundo,
principalmente em areas tropicais e subtropicais onde a temperatura anual € em
média de 25°C, pertence a familia Caricaceae (SILVA; DINIZ & SILVA, 2007).

Varios estudos tém sido realizados para avaliar as atividades biologicas das varias
partes da planta, incluindo a fruta, folhas, sementes ou latex (ORHUE; MOMOH,
2013). Inumeros trabalhos abordam que o extrato de semente de mamao, obtidos
por extracdo aquosa ou com solventes organicos, tem apresentado atividade
antimicrobiana (EKE; AUGUSTINE & IBRAIM, 2014; NAYAK et al., 2012; KRISHNA;
PARIDHAVI & PATEL, 2008).

A bioativadade de uma planta é atribuida a seus constituintes quimicos. A analise
fitoquimica das sementes de C. papaya indicou a presenca de saponinas, alcaldides,
glicosideos cardiotonicos, taninos, antraquinonas, triterpenos, esterbides e
flavondides. Os estudos realizados indicam que os taninos, glicosideos, alcalbides e
uma aglicona, conhecida como isotiocianato de benzila, sdo os responsaveis pela
atividade antimicrobiana (EKE; AUGUSTINE & IBRAIM, 2014; NAYAK et al., 2012).

O emprego medicinal do fruto, sementes e folhas de C. papaya descrita na literatura

sdo fatores que induzem a uma investigacdo das atividades antimicrobianas de
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extratos de sementes de C. papaya. Além disso, a resisténcia aos agentes
antimicrobianos hoje disponiveis impulsiona o desenvolvimento de novas fontes de
antibidticos que devem ser ndo apenas mais eficazes, mas também mais disponiveis
a populacao como fonte terapéutica alternativa. (NAYAK et al., 2012; KRISHNA et
al., 2008)

Neste contexto, o objetivo deste trabalho € avaliar a atividade antimicrobiana do
extrato bruto alcodlico e etéreo (éter de petréleo) de sementes de C. papaya frente a

bactérias patogénicas Staphylococus aureus e Escherichia coli.
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2. MAMAO PAPAYA

2.1 ORIGEM

O mamao, Carica papaya L., é originario das planicies do leste da América Central,
do México ao Panama. Suas sementes foram distribuidas para o Caribe e o sul da
Asia durante a exploracdo espanhola no século 16, de onde se espalhou para a
india, Pacifico e Africa. O mamé&o é hoje cultivado em todos os paises tropicais e
muitas regides sub-tropicais do mundo (OLIVEIRA et al., 2004).

2.2 DISTRIBUICAO

No Brasil como um todo, tomando o periodo 1996-2005, a producédo brasileira de
mamao avancou de 1.098 mil toneladas para 1.574 mil toneladas, ainda que a area
cultivada apds ter crescido de 33 mil hectares em 1996 para 40 mil hectares em
1998, manteve-se nesse patamar até o ano 2000, desde quando recuou para 0S
mesmos 33 mil hectares em 2005. A persisténcia do avanco da producao permite

afirmar a ocorréncia de aumentos de produtividade (Figura 1) (SOUZA, 2007).

1.800 — - 45
1.700 + 14 a0
1.600 + 1 as
1.500 30
= 1.400 25 £
S ' =
= 1.300 20 S
1.200 15
1.100 + 110
1.000 4 1s
900 0

1996 | 1997 | 1998 1999 | 2000 | 2001 2002 | 2003 | 2004 | 2005
—m— Producdc | 1085 | 1.531 | 1621 | 1650 | 1694 | 1.48% | 1598 | 1.715 | 1.612 | 1.574
—e— Area 33 39 40 39 40 36 26 a7 36 33

Figura 1 - Area e producéo de Mamé&o, no Brasil, de 1996-2005 (SOUZA, 2007,p.
25).
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O Brasil tem sido o maior produtor de mamdao, com oferta, nos ultimos anos, em
torno de 45% da producdo mundial. Nas terras nacionais a zona de cultivo mais
relevante localiza-se no sul da Bahia e no norte do Espirito Santo. No comércio
internacional, as vendas brasileiras ocupam o 3° lugar, depois do México e da
Malasia (SOUZA, 2007).

2.3 BOTANICA

2.3.1 Morfologia

2.3.1.1 Fruto

A caracteristica mais marcante na fruta € sua aparéncia constituida de cor, brilho
tamanho e forma. Sendo essas caracteristicas uma importante decisdo do
consumidor ao comprar a fruta. O mamao pode ser consumido tanto natural (in
natura), como pode ser comercializados como geléias, sucos e doces. (VENTURINI
et al., 2012).

O mamao também tem varios usos industriais, suas folhas e frutos produzem
diversas proteinas e alcaldéides com importantes aplicagcdes farmacéuticas e
industriais. (VENTURINI et al., 2012).
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A tabela 1 mostra a composicao nutricional de mamao papaia maduro e verde.

| Constituintes Mamio papaia maduro Mamio papaia verde

Proteinas 0.6g 0.7g
Gorduras 01lg 0.2g
Minerais 05g 05¢g
Fibra 08¢g 09¢g
Carboidratos 7.2¢8 5.7g
Valor Energético 32 kcal 27 kcal
Total de caroteno 2,740 um 0

Beta caroteno 888 um 0

Tabela 1 — Valor nutritivo de 100 g de mamao papaia (In: Krishna; Paridhavi e
Patel, 2008).

2.3.1.2 Flor

O mamoeiro possui essencialmente trés tipos de flores, as quais originam plantas do
sexo masculino, feminino e hermafrodita (figura 2). O sexo das flores do mamoeiro
(Carica papaya L.) determina formatos diferentes aos frutos. Flores hermafroditas
formam frutos alongados e flores femininas frutos arredondados. No entanto, o
mercado de mamao prefere frutos com formato piriforme ou alongado (RIGOTTI,
2015)

FLORES MASCULINAS FLORES FEMININAS FLORES
HERMAFRODITAS

Figura 2 - Tipos de flores do Mamoeiro (RIGOTTI, 2015, p.6)
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2.3.1.3 Sementes

As sementes de mamdo podem ser transformadas em produtos de valor
significativos, devido ao seu potencial nutritvo e sua atividade antioxidante,
apresentando-se como uma alternativa natural para ser aplicadas em alimentos
(MALACRIDA e JORGE, 2008).

A tabela 2 mostra a composic¢ao centesimal das sementes de mamao.

Componentes Quantidade (%)

Formosa Solo

Umidade 8,6 8,4

Lipidios 27,5 25,8

Proteinas 25,3 26,6
Cinzas 7,8 7,5

Fibras 28,2 29,9
Carboidratos (por diferenca) 2,8 1,8

Tabela 2 - Composicao centesimal das sementes de mamao, dos grupos
‘Formosa’ e ‘Solo’ (MALACRIDA e JORGE, 2008).

2.4 VARIEDADES

O grupo "Comum" € bastante mais cultivado em cultivos caseiros e pouco utilizado
industrialmente, seus frutos sdo grandes podendo chegar até 2000 g, sua polpa

varia de amarelo a avermelhado (figura 3) (RIGOTTI, 2015).
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Figura 3 - Mamao tipo "Comum" (In: RIGOTTI, 2015, p.8)

No Brasil o mamao é bastante cultivado em todo o pais, merecendo o destague 0s
estados do Espirito Santo e Bahia com cerca de 83% da producéo nacional (Souza,
2000), Nesses estados a introducao dos de cultivares havainanas do grupo ‘solo’ e
dos hibridos do grupo ‘formosa’, possibilitou que a exportacdo dessa fruta se

tornasse em pouco anos uma grande importancia econémica. (Pereira, 2003).

Os grupos que mais se destacam no cultivo de mamao sdo ao pertencentes ao
grupo ‘Solo’ e ao grupo ‘Formosa’. Dentre as variedades do ‘Solo’, se destacam as
variedades Sunrise Solo, Improved Solo Line 72/12 e Baixinho de Santa Amalia. E
com aumento da exigéncia do mercado externo (EUA), os cultivares de Sunrise
Solo, Improved Sunsire Solo Line 72/12, que sdo muitos susceptiveis a Mancha
Fisiologica do Mamao (MFM), eles estdo sendo trocados pela cultivar Sunrise
Golden que € menos susceptivel a MFM. Do grupo ‘Formosa’, as variedades que se

destacam séo os hibridos Tainung 01, Tainung 02 e Tainung 03 (Brasil, 1994)

A MFM é uma desordem que consiste na presenca de pustulas na casca dos frutos,
gue depreciam sua aparéncia externa, prejudicando o0 comércio interno e,

principalmente, a exportacéo (Kaiser et al., 1996)

O grupo "Solo" é procedente do Havai (EUA), e é mais conhecido no Brasil como
mamao havaiano ou papaia. O fruto proveniente de flor feminina é oval e de flor
hermafrodita € perifome, com peso médio de 500g possui casca lisa e firme, polpa
vermelho-alaranjado. Comeca a floracdo com trés a quatro meses de idade, e sua
producéo é em média 45 t/ha/ano. (Figura 4) (TRINDADE, 2000)
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Figura 4 - Mamao tipo "Solo" (In: RIGOTTI, 2015, p. 8)

O grupo "Formosa" (figura 5), composto por mamoeiros hibridos que seus frutos
apresentam um peso médio de 800 a 1100g(QUEIROZ, 2009), apresenta polpa
vermelha de bom sabor, maturacao rapida, com pouca resisténcia ao transporte, sua
producdo média é de 60t/ha/ano. (EMBRAPA)

Figura 5 - Mamao tipo “Formosa” (In: RIGOTTI, 2015, p. 9)
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3. COMPOSICAO QUIMICA DA SEMENTE

O mamao papaya contém um amplo espectro de componentes fitoquimicos, estando
presentes nas varias partes das plantas. Dentre estes componentes estédo incluidos
polissacarideos, vitaminas, minerais, enzimas, proteinas, alcaldides, glicosideos,
gorduras, Oleos, saponinas, flavondides, esterbis, etc. Especificamente nas
sementes estdo presentes acidos graxos, proteina bruta, fibra bruta, o glicosideo
benzilglicosinolato, o alcal6ide carpaina, a aglicona isotiocianato de benzila (BITC), o
hidrocarboneto solido hentriacontane, o esterol B-sitosterol, a benziltiouréia, e a
enzima mirosina (KRISHNA;PARIDHAVI; PATEL, 2008). A figura 6 mostra alguns

dos componentes quimicos presentes na semente de mamao.

O

(0]

H
Y\/\/\/\LNI
(
M
N
H

Carpaina

p-sitosterol

Hentriacontane

Figura 6 - Estrutura de alguns componentes quimicos presentes na semente
de mamaéao (In: https://es.wikipedia.org, 2015)
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O benzilglicosinolato (glicotropaelina) (figura 7) € um glicosideo que pertence ao
grupo dos glicosinolatos. Os glicosideos sdo substancias compostas por uma parte
acucar (ou glicona) e outra parte ndo acucar (ou aglicona) (RIBEIRO, 2014;
ROSSETO, 2005).

parte ndo agucar

(aglicona)
OH
o)
HO G
OH I IUI
| ]
0OSO3

parte acucar
(glicona)

Figura 7 - Estrutura do benzilglicosinolato mostrando a parte glicona e a parte
aglicona (In: adaptado de ROSSETO, 2005, p. 25)

As plantas biossintetizam e armazenam estes glicosideos inativos, 0os quais sob
hidrolise enzimatica liberam a aglicona (geralmente um metabdlito secundario) e a
glicona (RIBEIRO, 2014). Esta hidrdlise é catalisada pela mirosinase, uma enzima
presente no proprio vegetal e na flora intestinal dos seres humanos e animais.
Segundo Castro, Anjos e Oliveira (2008), “esta enzima a ativada quanto a planta
sobre algum tipo de injuria ou sob a acéo de fungos ou, ainda, pela mastigacédo de

insetos ou, entdo, pela prépria mastigacao das plantas frescas.

De acordo com Rosseto (2005), esta degradacao é uma etapa importante, visto que
através dela € que compostos com atividade biologica séo liberados, fornecendo
varios compostos, cuja natureza e fungcédo bioquimica é regida por fatores como pH,
presenca de cofatores e essencialmente pela estrutura das cadeias laterais dos

glicosinolatos envolvidos.

A figura 8 mostra a degradacédo de um glicosinolato pela mirosinase.
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HSO,
HO OH Glicose 4
o H,0 i thﬁs R—N=C=S Isotiocianato
RS OH irosinase I . PH=58
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N OH 0503
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Glicosinolato J \
n
ml
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\
S

Oxazolidina-2-tiona

Figura 8 - Degradacao do glicosinolato pela mirosinase (In: ROSSETO, 2005, p.
33)

Como o maméao apresenta a caracteristica genética a producédo especifica do
benzilglicosinolato, este substrato € convertido pela mirosina em isotiocianato de
benzila (figura 9), o qual € responsavel por algumas atividades biolégicas desta fruta
(ROSSETO, 2005; CASTRO, ANJOS e OLIVEIRA, 2008).

Figura 9 - Estrutura do isotiocianato de benzila (In: FENNEMA, 2010, p.334)

De acordo com Castro, Anjos e Oliveira (2008), a concentracao de isotiocianato de
benzila (BITC) no mamao (Carica papaya) aumenta nas sementes e diminui na

polpa, a medida que o fruto amadurece.

A analise fitoquimica realizada por Nayak et al. (2012), indicou a presenca nao so
esterdis e alcaldides, mas também de triterpenos e flavondides nas sementes de

mamao (Carica papaya)
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4. PROPRIEDADES BIOLOGICAS

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) cerca de 80% da
populacdo ja utilizou algumas planta a fim de aliviar determinados sintomas
dolorosos e desagradaveis. A populacdo de baixa renda € a que mais consome
plantas medicinais de cultivos caseiros, pois buscam suprir as necessidades de
assisténcia médica convencional (MAIA, 2007).

Frutas, vegetais e cereais sdo produtos que tém despertado o interesse de
pesquisadores ja que apresentam, em sua constituicdo, compostos com acao
antioxidante (JORGE; MALACRIDA, 2008). Muitos estudos demonstram a eficiéncia
dessas plantas frente a diversas doencas, tais como cancer, diabetes, malaria e
diarréias. Também mostraram eficiéncias contra bactérias, fungos e virus (PUGA,
2008).

Sementes de frutas tém fornecido compostos com atividade antioxidante, muitas
vezes comparavel a de antioxidantes sintéticos. Jorge e Malacrida (2008), por
exemplo, observaram que extratos etéreos de sementes de mamao apresentaram

atividade antioxidante quando adicionados ao 6leo de soja a temperatura de 60 °C.

De acordo com Rashed & Fouche (2013) estudos sobre propriedades biolégicas das
partes do mamao indicaram que extratos de sementes e compostos isolados
mostraram propriedades bacteriostaticas contra S. aures, E. coli, Salmonela, Bacillus
subitilis e Entamoeba histolyica. Os mesmos autores abordam que em outro estudo
foi relatado efeito hiperglicémicos e hipolipidémico do extrato aquoso de semente de

Carica Papaya.

Em uma revisdo realizada por Krishna; Paridhavi e Patel (2008) sobre as
propriedades farmacolégicas do mamao papaya, 0s autores abordaram que a
semente e a polpa de Carica papaya mostraram atividade bacteriostatica contra
varios enterepatogenicos como Bacillus subtilis, Enterobacteria cloacae, E. coli,
Salmonella typhi, S. aureus, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella

pneumoniae pelo método de plagqueamento de Agar em placa. De acordo com os
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mesmos autores, as sementes em fases independentes de maturidade do fruto
apresentam atividade bacteriostatica contra organismos Gram positivo e Gram

negativo, que pode ser util no tratamento de Ulceras cutaneas crbnicas.

Orhue e Momoh (2013) relatam que as sementes de maméao apresentam atividade
antimicrobiana contra Trichomonas vaginalis e sugerem que as mesmas podem ser
utilizadas em desordens urino genital como a tricomoniase. Entretanto, deve-se ter o
cuidado de evitar a toxicidade. Isto porque adicionalmente as suas propriedades
antimicrobianas, os cientistas descobriram que o C. papaya pode mitigar muitos
efeitos colaterais associados aos agentes antimicrobianos sintéticos.

Orhue e Momoh (2013) também relatam que o valor terapéutico das plantas
medicinais esta relacionado com os constituintes quimicos presentes nas mesmas.
De fato, os principios ativos isolados ou em combinacdo inibem grandemente os
processos vitais dos microbios através da ligacdo com suas moléculas de proteina,
agindo como agentes quelantes (ligacao seletiva a ions metalicos polivalentes, de
forma que mais tarde estes perdem suas atividades biologicas), alterando seu
sistema bioquimico, evitando a utilizacdo de nutrientes disponiveis para 0s micro-
organismos. De acordo com os autores sdo as substancias bioativas que conferem
resisténcia as planas contra bactérias fungos e pragas e que explicam, portanto, a
atividade antibacteriana apresentada pelos extratos de diferentes partes do C.
papaya.

Rosseto (2005) relata que atualmente, muitos estudos tém focalizado o
benzilglicosinolato e seu produto de hidrélise, o isotiocianato de benzila (BITC).
Estes estudos mostram que em concentracdes adequadas de isotiocianatos, assim
como o BITC, podem agir no sistema de prevencédo do cancer em mamiferos. Outros
estudos também reforcam que o BITC é um potente e seletivo inibidor de
carcinogénese, atribuindo esse efeito as modificacbes favoraveis nas enzimas

envolvidas no metabolismo de carcinogénicos.

De acordo com Castro, Anjos e Oliveira (2008), “o isotiocianato de benzila,
encontrado no mamao, pode agir como um inibidor no desenvolvimento de cancer

de pancreas e também como anti-helmintico”. Os autores relatam também que este
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composto exibe atividade sobre o cancer de pulmao, visto que aumenta a ocorréncia

de apoptosis das células cancerosas.

Rosseto (2005) aborda que além da atividade anticancerigena, o BITC, extraido e
purificado a partir de sementes de papaia, apresentou atividade anti-helmintica nos
mamiferos. Esta propriedade também foi relatada por Krishna; Paridhavi e Patel
(2008). De acordo com os autores, as sementes de Carica papaya secas ao ar e
servidas como elixir com mel, forneceram significantes efeitos sobre parasitas
intestinais humanos, sem significantes efeitos colaterais. O isotiocianato de benzila

(BITC) presente na semente é o principal ou o Unico composto que apresenta
atividade anti-helmintica.

Krishna; Paridhavi e Patel (2008) relatam também que extratos aquosos de
sementes de Carica papaya mostraram propriedades abortivas em ratos fémeas e o
extrato alcodlico aquoso e de éter de petrdleo inibiu a ovulagdo em coelhos. Os
autores relatam ainda que sementes de Carica papaya estdo sendo comercializadas
atualmente como suplemento nutricional com a capacidade de rejuvenescimento e

aumento de energia para 0 organismo.
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5. Staphylococcus aureus

Durante a década de 40, os isolados de Staphylococcus eram o0s principais
responsaveis pela maioria das infec¢des hospitalares, principalmente em pacientes
com pneumonia (WASHERA, JOFFE, 2006; LEITE, 2008). No ano de 1957 e 1966,
mais de 2000 cepas de Staphylococcus aureus foram isoladas de hemoculturas na
Dinamarca, o0 que resultou no primeiro estudo epidemioldgico relacionado a
resisténcia de S. aureus aos antibiéticos, publicado em 1969 (JESSEN et al., 1969,
CHAMBERS, 2001; LEITE, 2008).

Os micro-organismos Staphylococcus aureus sdo organismos procariontes que se
apresenta em forma de cocos e arranjo em cachos irregulares similares aos de uva,
o que diferencia esta espécie € a parede celular rica em peptidioglicanos e a
producédo de enzimas e toxinas (ROSSI, CECCON & KREBS, 2005; CRUVINEL,
SILVEIRA, SOARES, 2011). Esse tipo de micro-organismo € capaz de causar desde
pequenos furdnculos até sepse grave, sendo a principal bactéria causadora de
doencas comunitarias e infec¢cdes hospitalares (IARIA, 1981; MUNDIN et al., 2003;
CRUVINEL, SILVEIRA, SOARES, 2011).

Segundo Santos et al.,, 2007 as doencas vao de uma simples infeccao (espinhas,
furinculos e celulites) até infeccbes graves (pneumonia, meningite, endocardite,

sindrome do choque toxico, septicemia e outras).

Quanto a transmissdo de pessoa para pessoa, esta pode ocorrer por contato direto,
sendo muito comum no ambiente hospitalar, onde os trabalhadores da area de
saude podem contaminar suas maos ao prestar assisténcia a pacientes portador da
bactéria ou manusear algum tipo de objetos colonizados e consequentemente

transmitirem o organismo para outros pacientes. (SALES, SILVA, 2012).
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5.1. DESENVOLVIMENTO

As colbdnias dos Staphylococcus apresentam diversas coloragées, isto €, elas podem
variar desde a coloracdo branca porcelana até a coloracdo laranja, quando
cultivadas em meio sélido. O pigmento carotendide formado pode ser visualizado,
em meios que contenham amido ou acido graxo. O tamanho das colénias pode
variar de 1 a 3 mm no Agar sangue, apds 18 horas. Os estafilococos sao
considerados como nédo esporulados mais resistentes. Podem resistir a dessecacéo;
sdo resistentes ao calor e apresentam alta tolerancia aos desinfetantes comuns

melhor que a maioria das bactérias (GOMES, 2013).

As cepas de S. aureus crescem em meios comuns, caldo ou Agar simples, pH =7, a
temperatura 6tima de 37°C. As colénias formadas em placa, apds 18-24 horas de
incubacéo, apresentam-se arredondadas, lisas e brilhantes (Figura 10). A coloracéo
dessas colonias varia desde o acinzentado ate o amarelo-ouro, em que a
pigmentacdo aumenta com o tempo de incubacao prolongado, ndo chegando a ser
formada nos casos de crescimento em condicbes anaerdbicas, ou na cultura em
caldo. Em placas de Agar sangue, um halo de hemdélise desenvolve-se em torno das
col6nias formadas. (SANTOS et al., 2007).
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Figura 10 - Colonia de Staphylococcus aureus em meio baird parker agar (In:
http://www.eolabs.com/baird-parker-agar.html, 2015).
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5.2 FORMAS DE RESISTENCIA

A resisténcia do S. aureus a penicilina foi detectada logo ap6s o inicio de seu uso na
década de 40. Essa resisténcia era mediada pela aquisicdo de genes que
codificavam enzimas, inicialmente conhecidas como penicilinases, e agora
chamadas B-lactamases. Na década de 1950, a producao de penicilinases pelos S.
aureus passou a predominar nas cepas isoladas de pacientes hospitalizados. Em
1960, a meticilina foi lancada no mercado como alternativa terapéutica para cepas
produtoras de penicilinase, uma vez que essa droga nao sofre agcdo dessa enzima.
Porém, ja em 1961, relatos de cepas também resistentes a meticilina passaram a ser
descritos e foram identificados os denominados Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) (ANVISA, 2007).

Em um hospital-escola da California — EUA, um estudo demonstrou a presenca de
87% de MRSA entre os S. aureus isolados de pacientes apresentando infeccdes
dermatolégicas atendidos no setor de emergéncia. Esse estudo defende a drenagem
dos abscessos cutaneos como tratamento preferencial, em contrapartida ao uso de
antimicrobianos. Existem algumas controvérsias na escolha do tratamento e ate
mesmo do antimicrobiano para o manejo das infeccbes de pele causadas por S.
aureus. De acordo com as pesquisas, as cefalosporinas estdo entre aqueles com
maiores indices de utilizacdo (GELATTI, 2009).
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6. Escherichia coli.

O micro-organismo E. coli foi isolado pela primeira vez em 1885 pelo pediatra
alemdo Theodore Escherich, que denominou como bactérias Coli Comunne para
indicar sua ocorréncia universal no intestino de individuos saudaveis. A quase um
século, a E. coli tem sido estudada de uma forma que € atualmente estilo de vida

livre mais completamente compreendida na terra (FERRAN et al., 2003).

O micro-organismo Escherichia coli encontra-se dispersa na natureza, tendo como
habitat principal o trato intestinal de animais de sangue quente, integrando as
bactérias do grupo coliforme, subdividindo-se em varios bidtipos e sorotipos, alguns
dos quais patogénicos em potencial para o0 homem constituindo-se os alimentos e a
agua suas principais fontes de infeccdo. A Escherichia coli € citada como indicador
de contaminacdo fecal, mormente em alimentos, pela facilidade de sua
comprovacdo diagnostica e por sua representatividade (FRAZIER; WESTHOFF,
1993; WIEST et al., 2009).

E.coli (figura 11) € uma bactéria Gram negativa da familia Enterobacteriaceae, nao
esporulada, anaerébica facultativa, fermentativa, em sua maioria movel (possui
flagelo) e sdo encontradas em mamiferos e aves. Crescem em temperaturas de 18 a
44°C sendo 37°C é a temperatura ideal (ALMEIDA, 2013).

Figura 11 — Micrografia da bactéria Escherichia coli (In: Martins, 2010, p.41)
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Os alimentos de origem bovina, tendo sido a carne moida, cru ou mal passada,
implicada em quase todos os surtos documentados dessa bactéria. A carne pode ser
contaminada durante o abate ou processamento inadequado, quando as bactérias
intestinais contaminam a carcaca ou quando a carne é moida. A ingestéo de leite cru
também tem sido associada a surtos, através da contaminagcdo do Ubere das vacas
ou dos equipamentos de ordenha com conteudo fecal. A transmissdo pessoa-
pessoa também é relatada, que detecta simultaneamente duas ou mais sequencias
de DNA, tem sido utilizada na deteccéo de E. coli (Hu et al., 1999; Bottero et al.,
2004; Macedo et al.,, 2007; GARCIA et al.,, 2008) e constitui uma alternativa

importante na deteccao desse patdégeno em leite e derivados (GARCIA et al., 2008).

As cepas de E. coli podem ser divididas de acordo com as doencas provocadas, no
gual séo dividas em seis categorias diferentes, baseados de acordo com a viruléncia
e 0S mecanismos que presumivelmente, através da via oral- fecal, se os habitos de
higiene ou lavagem de maos ndo forem adequados. (MITTELSTAEDT &
CARVALHO, 20086).

Existem muitos estudos sobre a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
entretanto € um grande avanco no diagnostico molecular de micro-organismos
patogénicos. Segundo as pesquisas, a PCR multiplex, técnica podem provocar a
doenca (AYALA, 2009; GODINHO, 2012). Estao divididas da seguinte maneira: E.
coli enteropatogenicas (EPEC), E. coli enteroemorragica (EHEC), E. coli
enteroagregativa, E. coli enterotoxigenica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e E.
coli que podem causar infeccbes extra-intestinais (EXPEC) (TRABULSI &
ALTERTHUM, 2005; GODINHO, 2012).

Segundo Alves, 2012, o micro-organismo E. coli, pode ser definido da seguinte

forma:

e E.coli enterotoxigénica: Causam diarréia aguda em humanos e em animais
e é responsavel pela alta mortalidade de criancas em paises ainda em
desenvolvimento, a infeccdo dessa bactéria ocorre por ingestdo de alimentos
ou agua contaminada, que chegam aos aparelhos digestivos onde se
colonizam produzindo enterotoxinas responsavel pela diarreia, chamada de

diarreia do viajante. (MARTINS, 2010) Febre baixa, colicas abdominais,
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nauseas e fadiga sdo outros sintomas, que podem durar de trés a dezenove

dias.

e E. coli enteroinvasiva: quando células dessa estirpe sao fagocitadas por um
enterécito (célula da mucosa do intestino), elas se multiplicam e invadem
outros enterdcitos, levando a morte das células. Os sintomas apresentados
séo: arrepios, febre, fezes com sangue e dores abdominais e de cabeca. O
guadro sintomatico pode iniciar de 8 a 24 horas apds 0 consumo de alimento

contaminado e pode durar alguns dias ou até semanas.

e E. coli enteropatogénica: esta associada a diarréia de recém-nascidos e em
paises em desenvolvimento. Esse grupo de E. coli recebe geralmenrte o
nome de de E. coli enteropatogénica classica, por ser umas das primeiras E.
coli implicadas em diarreia. (MARTINS, 2010) Esta bactéria causa lesdes nas
microvilosidades intestinais, levando a uma diarreia aquosa e dificulta a
absorcdo de nutrientes. Outros sintomas sédo febre, arrepio, dores

abdominais, vomito e nauseas.

e E. coli enterohemorragica: a toxina produzida por essas estirpes causa a
morte de células do intestino grosso, produzindo diarréias sanguinolentas. O
periodo de incubacdo € de 3 a 9 dias e apresenta outros sintomas, como
vomito e coélicas. Cerca de 5 a 10% dos individuos afetados por essas
estirpes desenvolvem o Sindrome Hemolitico-Urémico e a Puarpura
Trombocitopénica Trombotica, doencas que causam insuficiéncia renal aguda

e fendbmenos de trombose, respectivamente.

O tratamento de infec¢des por E. coli é feito basicamente pela reposicdo de liquidos.
O uso de antibacterianos é recomendado somente em casos graves, porém, a
antibioterapia ndo é recomendada para casos de E. coli enterohemorragica. Boas
praticas de producdo e manipulacdo de alimentos evitam a contaminacao por E. coli,
assim como evitar o consumo de carnes mal cozidas e agua nao tratada. (ALVES,

2012) A figura 12 mostra o ciclo de transmissao.
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Figura 12 - Ciclo de transmisséao da E. coli. (In: ALVES, 2012, p.29)
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7. PREPARACAO DO EXTRATO DA SEMENTE DE C. papaya: UMA
ALTERNATIVA PARA O ENSINO DE POLARIDADE E FUNCOES
ORGANICAS

E comum encontrar em todo tipo de escolas, tanto publicas quanto particulares,
alunos que néo se interessam pela disciplina de quimica. Isso se deve ao fato de
ainda ser utilizado materiais e métodos automaticos, os quais segundo Cavalcanti e
colaboradores. (2010), “ndo permitem uma ponte entre o conhecimento escolar e o

mundo cotidiano dos estudantes”.

A experimentacdo € uma estratégia usada que desperta um forte interesse entre
todos os tipos de alunos, e este fato € de conhecimento dos professores. Através de
depoimentos de alunos, é possivel destacar alguns atributos dado por eles em
relacdo a experimentacdo, como um carater motivador, ludico, essencialmente
vinculado aos sentidos. Professores também afirmam que a experimentacdo pode
aumentar a capacidade de aprendizado do aluno, pois o aluno pode se envolver

mais com o tema que esta em pauta (GIORDAN, 1999).

No ensino tradicional o aluno é tratado como mero ouvinte das informacfes que o
professor esta expondo naquele momento. Os conhecimentos que ele adquiri
previamente ao longo de sua vida, geralmente ndo estdo relacionados com as
informacfes expostas pelos professores. E sendo assim, a aprendizagem néo é
significativa (GUIMARAES, 2009).

Para promover o aprendizado aproveitando o conhecimento prévio do aluno, pode-
se iniciar um estudo sobre o mamao papaia, despertando neles o que eles
conhecem sobre a fruta. Depois € possivel relacionar a fruta e seus beneficios com
a saude, apresentando a estrutura do [-caroteno e discutir que 0 mesmo
responsavel pela atividade antioxidante da polpa da fruta e que a polpa € utilizada
para “problemas estomacais”. Um estudo feito por Krishna; Paridhavi e Patel (2008)
diz que as sementes em fases independentes de maturidade do fruto apresentam
atividade anti bacteriana contra organismos Gram positivo e negativo, que pode ser

muito util no tratamento de Ulceras cutaneas crbnicas. A partir dai esclarecer que
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outras partes da planta também possuem componentes que apresentam atividade
biolégica, inclusive a semente. A partir dai € possivel apresentar os componentes
guimicos presentes na semente (figura 6) — pagina 22- e (figura 9) — pagina 24- e

apresentar as fungdes organicas presentes nestes compostos.

Com base no experimento realizado neste trabalho, ou seja, a atividade
antimicrobiana de extratos de semente do mamao é possivel abordar o porqué da
preparacdo de extratos de diferentes polaridades. Justificar que na semente estéo
presentes compostos que sdo apolares e outros que sao polares. A partir dai
abordar o tema polaridade das moléculas e discutir a regra geral de solubilidade:

“semelhante dissolve semelhante”.

Esta abordagem, com exemplos que envolvem o cotidiano do aluno, promove maior
envolvimento dos alunos e como consequéncia, maior aprendizado sobre o

contetido abordado.



8. MATERIAIS E METODOS

8.1 MATERIAIS

8.1.1 Equipamentos

Estufa bacteriolégica MA32 (MARCONI);

e Capela para plagueamento (fluxo laminar) - TROX;
e Auto-Clave Vertical (PHOENIX);

e Balanga semi-analitica (Radwag WTB 300);

e Agitador Magnétivo (Tecnal TE — 085)

e Liquidificador

8.1.2 Materiais

e Placa de petri; e Papel de filtro whatman n°1;
e Pinca; e Tubo de ensaio;

e Pipetal mL; ¢ Pipetador automatico;

e Erlenmayer; e Alca de Drigaslk;

e Becker de 1000 mL; e Proveta de 500 mL;

e Alca de platina e Bico de Bunsen

37
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8.1.3 Reagentes

e Eter de petréleo (Dinamica);

e Alcool etilico absoluto (Dinamica);

e Agar Brain Heart Infusion (Acumedia);

e Agar EMB (eosina azul de metileno) (Himedia);
e Agua estéril;

e Agua destilada;

8.1.4 Sementes do mamao

Foram extraidas as sementes de cinco mamdes papaia comprados em

supermecados na regiao de Assis

8.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

8.2.1 Preparo e secagem das sementes do mamao

As sementes foram lavadas com agua de torneira e enxaguadas com agua destilada
estéril. As sementes lavadas (figura 14) foram entdo secas em uma estufa de ar
forcado a 40 °C, por um periodo de 48 horas. Depois de secas elas foram trituradas
em um liquidificador devidamente esterelizado e o pd obtido foi guardado em um
recipiente de plastico para ser utilizado para a preparacdo dos extratos de Eter de

petréleo e de Etanol.
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Figura 14 - Sementes lavadas

8.2.2 Preparo do Extrato de éter de petréleo

Em um erlenmeyer de 150 mL foram pesados 5g do p6 obtido e adicionado 95 mL
de éter de petréleo. Em seguida a mistura foi agitada por 24 horas em um no
agitador magnético (Figura 14)
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Figura 15 - Preparo do extrato de éter de petroleo.

O extrato foi filtrado assepticamente para um frasco de 100 mL, usando papel

Whatman n° 1. Em seguida os extratos foram concentrados a 1/3 do volume inicial.
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8.2.3 Preparo do extrato de etanol

O mesmo procedimento foi feito para obter o extrato etandlico (Figura 16 ). Ambos
os extratos foram filtrados em membrana 0,45 pum para esterilizar e concentrado a

1/3 do volume inicial.
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Figura 16 - Preparo do extrato etandlico

8.2.4 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). Apés 24
horas de incubacdo a 37 °C procedeu-se a diluicio até a obtencdo de uma
suspensdo padronizada pelo grau 0,5 da escala de McFarland (10® micro-

organismos m.L™).
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8.2.5 Preparo dos meios

Os meios BHI e EMB foram preparados conforme instru¢cdes da embalagem. Em
seguida foram foi autoclavados a 121 °C por 15 minutos e distribuiu-se em placas.

8.2.6 Plagueamento

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

utilizados foram previamente esterilizados na autoclave.

8.2.6.1 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.

8.2.6.2 Profundidade

Com uma pipeta automatica foi adicionado na placa 1 mL da bactéria S. aureus e
colocado o meio BHI por cima, sendo em seguida homogeneizado. Da mesma forma
foi adicionado 1 mL da bactéria E. Coli e colocado o meio EMB por cima e

homogeneizado. Esperou-se entéo, a solidificacao.
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8.2.7 Antibiograma

A atividade antibacteriana do extrato de etanol, do extrato de éter de petréleo, dos
solventes foi realizada pelo método de difusdo de disco (MDD). As bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli foram cedidas pelo centro de pesquisa em
ciéncias (CEPECI) da Fundacéo Educacional do Municipio de Assis (FEMA).

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

utilizados foram previamente esterilizados na autoclave.

Com as placas ja preparadas, os discos de papel de filtro Whatman n°® 1, com 6 mm
de diametro, foram impregnados individualmente com 60 pL de extrato de éter de
petroleo e extrato de etanol e 60 pL dos solventes, sendo colocados em cada placa
com o auxilio de uma pinca. O teste foi feito em duplicata. Em seguida as placas
foram incubadas a 37° C por 24 horas.
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9. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 2 extratos de semente de maméao, o de éter de petrdleo e o etandlico,

0s quais foram obtidos seguindo a metodologia de Orhue e Momoh (2013).

No teste de antibiograma realizado foi constatado que os extratos de sementes de
mamao, tanto de éter de petréleo quanto o etandlico, nas concentracdes utilizadas,
ndo apresentaram atividade antibacteriana contra as bactérias Staphylococcus

aureus e Escherichia coli, visto que nenhum halo foi diagnosticado nas placas.

A figura 16 mostra o crescimento da bactéria E. coli em meio EMB com discos de
papel impregnados com 60 pL de extrato etandlico e extrato de éter de petrdleo,
respectivamente. Para verificar se 0s solventes apresentariam alguma atividade
antibacteriana, foi utilizado discos de papel impregnado com alcool etilico absoluto e
éter de petréleo, respectivamente. Foram utilizadas a técnicas de superficie (A) e de

profundidade (B). Em ambos os testes ndo houve formacao de halos de inibicéo.

A) B)

Figura 17 - Crescimento da bactéria E. coli: A) em superficie e B) em
profundidade; disco impregnado com extrato etandlico (sup. esquerda), dis
impregnado com etanol (sup. direita), disco impregnado com extrato de éter de
petréleo (inf. Esquerda) e disco impregnhado com éter de petréleo (inf. direita).
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A figura 18 mostra o crescimento da bactéria S. aureus em meio BHI com discos de
papel impregnados com 60 pL de extrato etandlico e extrato de éter de petréleo,
respectivamente. Para verificar se 0s solventes apresentariam alguma atividade
antibacteriana, foi utilizado discos de papel impregnado com alcool etilico absoluto e
éter de petréleo, respectivamente. Foram utilizadas a técnicas de superficie (A) e de

profundidade (B). Em ambos os testes ndo houve formacéo de halos de inibicao.

A) B)

Figura 138 - Crescimento da bactéria S. aureus: A) em superficie e B) em
profundidade; disco impregnado com extrato etandélico (sup. esquerda), disco
impregnado com etanol (sup. direita), disco impregnado com extrato de éter de
petréleo (inf. esquerda) e disco impregnado com éter de petrdleo (inf. direita).

Orhue e Momoh (2013) observaram que o potencial de atividade antibacteriana do
C. papaya depende do solvente extrator utilizado. Em solventes organicos como o
éter de petréleo, o extrato das sementes de C. papaya se mostrou ser mais eficiente
do que em solventes aquosos, como a agua. Os autores atribuiram este fato a maior
solubilidade dos componentes ativos em solventes organicos. Dos extratos
estudados, o de éter de petroleo foi 0 mais ativo com uma concentracdo minima

inibitéria de 2 mg/mL.
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Nayak et al. (2012) também descrevem a atividade antimicrobiana contra S. aureus,
E. coli e K. pneumoniae. Eke, Augustine e Ibraim (2014) também descrevem
atividade antibacteriana do extrato etandlico de sementes de C. papaya contra E.

coli, Bacillus cerus e P. aeruginosa.

Desta forma, a falta de atividade apresentada pelos extratos estudados pode ser
atribuida as concentracdes dos extratos obtidos, os quais devem estar abaixo da
concentracdo minima inibitéria (CMI), sendo necessaria maior massa de sementes

secas em p6 no preparo dos extratos.
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10. CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que as bactérias S. aureus e E. coli ndo se mostraram

sensiveis frente a concentracdo dos extratos utilizados, visto que ndo houve

formacao de halos de inibigéo.
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