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RESUMO

A utilizagcdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevengao de
doencas, é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. A
goiabeira pertence ao género Psidium guajava, da familia Myrtaceae e vem sendo
estudada desde a década de 90 sobre seus constituintes, suas propriedades
farmacoldgicas e sua histéria na medicina popular. As pesquisas realizadas em Psidium
guajava mostram que os extratos das folhas e cascas possuem acdes terapéuticas contra
infeccBes bacterianas, inflamacdes e dor. Assim, o0 objetivo deste trabalho € avaliar a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial extraido das folhas de goiaba Psidium guajava
sobre as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A extracdo do 6leo
essencial foi feita pelo método de Clevenger, acoplado a um baldo de fundo redondo de
1000 mL, utilizando-se uma manta térmica como fonte geradora de calor por 3 horas,
foram utilizadas 84,51 g de folhas previamente secas a 40°C durante 72 horas em estufa
de ar forcado, triturados em liquidificador doméstico e posteriormente adicionados ao
baldo com auxilio de um funil, o 6leo obtido foi passado para um frasco ambar e
refrigerado. Para obtencdo do inoculo a cultura de Staphylococcus aureus foi inoculada
em BHI e a cultura de Escherichia coli foi inoculada em TBS. Apos 24 horas de incubacédo
a 37°C foi feita a diluicdo até a suspensao padronizada pelo grau 1,0 da escala de Mc
Farland. A atividade antibacteriana do 6éleo essencial foi realizada pelo método de difuséo
de disco (MDD). O procedimento foi realizado dentro da capela de fluxo laminar, onde
todos os materiais foram previamente esterilizados na autoclave. Com as placas ja
inoculadas, os discos de papel de filtro Whatman n°1l, com 6 mm de diametro,
impregnados individualmente no 6leo essencial. Foram colocados dois discos em cada
placa com o auxilio de uma pinc¢a. O teste foi feito em duplicata. Em seguida as placas
foram incubadas a 37°C por 24 horas. Foi constatado que o 6leo essencial das folhas de
goiabeira apresentou atividade contra a bactéria Staphylococcus aureus, visto que o halo
de inibicdo foi superior a 8 mm, tendo em média 11,85mm de halo. Nas placas de
Escherichia coli o crescimento bacteriano ocorreu uniformemente sem a formacéo de halo
de inibicdo, mostrando assim que o 6leo extraido ndo apresentou acdo sobre essa
bactéria.

Palavras-chave: Psidium guajava, 6leo-essencial, Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

The use of plants for medicinal purposes, for the treatment, cure and prevention of
diseases, is one of the oldest forms of medical practice of mankind. Guava belongs to the
genus Psidium guajava of the family Myrtaceae and has been studied since the nineties
about its constituents, its pharmacological properties and its history in popular
medicine. Most of the research was conducted on Psidium guajava, and concluded that
the extracts of leaves and shells have therapeutic actions against bacterial infections,
inflammations and pain. Thus, the objective of this work is to evaluate the antimicrobial
activity of essential oil extracted from the leaves of Psidium guajava gumba on the bacteria
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The essential oil extraction was done by the
Clevenger method, coupled to a 1000 mL round-bottomed flask, using a thermal blanket
as a heat-generating source for 3 hours, 84,51 g of dried leaves at 40 um C were used for
72 hours in a forced air oven, crushed in a domestic blender and then added to the flask
with a funnel, the oil obtained was passed into an amber and refrigerated bottle. The
Staphylococcus aureus culture was inoculated in BHI and the Escherichia coli culture was
inoculated in TBS. After 24 hours of incubation at 37°C, dilution was made to the standard
suspension by grade 1.0 of the McFarland scale. The antibacterial activity of essential olil
was performed by the disk diffusion method (MDD). The procedure was performed within
the laminar flow chapel, where all materials were previously sterilized in the
autoclave. With the plates already inoculated, the paper discs of filter Whatman n°1, with 6
mm of diameter, were impregnated individually in the essential oil, being placed two disks
in each plate with the aid of forceps. The test was performed in duplicate. Subsequently,
the plates were incubated at 37 dif C for 24 hours. Essential oil from guava leaves was
found to be active against the Staphylococcus aureus bacteria, since the inhibition halo
was greater than 8 mm, averaging 11,85mm of halo. In the plates of Escherichia coli
bacterial growth occurred uniformly without the formation of any halo of inhibition, thus

showing that in the plates there was no substance that would be able to inhibit them.

Keywords: Psidium guajava, oil-essential, Staphylococcus aureus.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevengao de
doencas, é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade.
Inicialmente as pessoas utilizam plantas apenas como alimentos ricos em nutrientes, mas
apOs a descoberta de suas propriedades medicinais, a flora natural se se tornou de
grande valor para tratamento de doencas e para melhoria de satde publica (LUIS, 2014).

No inicio da década de 90, a Organizagcdo Mundial de Saude publicou que 80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como
Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude (JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).
Todos os organismos vivos biossintetizam compostos quimicos necessarios para o0 seu
desenvolvimento e sobrevivéncia, esses compostos sao divididos em duas categorias: 0s
metabolismos primarios, que sdo substancias quimicas destinadas ao crescimento e
desenvolvimento e o metabolismo secundario, que sdo do grupo dos compostos que
complementam a capacidade de sobrevivéncia. Os metabdlitos secundarios por serem
fatores de interacdo entre organismos, frequentemente apresentam atividades bioldgicas
interessantes, sendo de grande interesse para o estudo de substancias oriundas de
espécies vegetais (LUIS, 2014).

A goiabeira pertence ao género Psidium guajava, da familia Mitaceae, se apresenta na
natureza em forma de arbusto perene, tem medida em torno de 3 a 6 metros de altura. As
folhas sdo opostas, tem formato eliptico-ablongo e caem apés a maturacdo. Suas flores
sdo brancas, hermafrodita, eclodem em botdes isolados ou em grupos, sempre nas axilas
das folhas e na brotacdo de ramos maduros (SOUZA, MANCIN, MELO 2003).

Desde 1950, as folhas da goiabeira tém sido estudadas sobre 0s seus constituintes, suas
propriedades farmacoldgicas e a histéria na medicina popular. A maioria das pesquisas foi
realizada em goiaba Psidium guajava e conclui que os extratos das folhas e cascas
possuem acdes terapéuticas contra infec¢cbes bacterianas, inflamacdo e dor. Em
decorréncia ao grande uso popular a folha da goiabeira de diversas maneiras, sendo
ingestdes comumente feitas por indios, chas, banhos, acredita-se que ela possa ter um

efeito antibacteriano significativo (ALVES et al., 2006).

O uso de compostos antimicrobianos naturais tem se intensificado nos altimos anos para
controle de enfermidades de procedéncia microbiana em humanos, animais e vegetais.

Sabe-se que ha um grande aumento de resisténcia de bactérias a antibidticos comerciais,
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Mediante a isso, € que pesquisas sobre os 0leos essenciais extraidos de plantas tém se
destacado, pois possuem compostos bioativos com atividade antimicrobiana.
(ZIMERMAN, 2010).

Esse trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do 0Oleo essencial
extraido das folhas de goiabeira sobre as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus

aureus.



15

2. CULTURA DA GOIABEIRA

A goiabeira faz parte da familia Myrtaceae e tem como origens regides tropical da
América Central e do Sul. Nessas regides sao encontradas aproximadamente 3.024
espécies conhecidas, distribuidas e cultivadas principalmente em clima tropical e
subtropical. No ano de 2004, o Brasil foi considerado o maior produtor mundial de goiabas
vermelhas e o terceiro maior produtor de frutas de acordo com os dados do IBGE (LIMA,
2006).

Apesar de ser nativa da regido tropical, a goiabeira produz bem em altitudes de 1.700
metros, sendo cultivada em qualquer lugar do pais, principalmente no estado paulista, por
ter verdo longo e umido e inverno brando e pouco chuvoso, onde mais se destaca esse
cultivo € em Campinas e Valinhos, a temperatura ideal para essa vegetacdo € em torno
de 25° e 30°, determinando a época de producdo da goiabeira. A goiabeira sofre danos
mediante geadas e ventos fortes causando as mais rigorosas queimas de folhas e ramos.
O fruto tem casca verde ou amarelada, com aproximadamente 8 cm de diametro, com
polpa vermelha, branca ou dourada, que sdo comercializadas por todo pais (NETO,
2007).

A goiabeira tem um sistema radicular em que predomina a raiz principal com crescimento
inicial muito intenso e normalmente superior ao das raizes secundarias, laterais e
ramificadas. Seu sistema radicular pode atingir as camadas mais profundas do solo, tendo
influéncia direta na sua atividade de retirar 4gua e suprir as necessidades da planta,

principalmente em periodos de seca (MANICA et al., 2000).

Por ser uma planta rastica, a goiabeira se adapta aos mais variados tipos de solo, porém
nao sdo recomendados solos pesados e mal drenados, onde existe o risco de salinizagao.
Os solos adequados ao cultivo da goiabeira, sobretudo no caso da instalagdo de pomares
destinados a producdo de frutas para consumo e exportacdo, sdo 0s areno-argilosos
profundos, bem drenados, ricos em matéria organica e com pH em torno 5,5 a 6,0. Em
solos com pH igual ou superior a sete normalmente aparecem deficiéncias de ferro. No
Brasil, o consumo de goiaba como fruta fresca ainda € muito pequeno, chegando a
apenas 380 g/hab./ano. Para aumentar o consumo e consolidar o habito de consumir
goiaba como fruta de mesa no Brasil, & necessario tecnificar e racionalizar o seu cultivo,

envolvendo acgbes que vao desde o plantio de variedades selecionadas, com vista ao
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mercado consumidor, até cuidados com a apresentacdo e a regularidade de oferta do

produto, tanto para mercado interno quanto para o externo (NETO, 2007).

Vale ressaltar que, no nordeste, a goiabeira cultivada com irrigacdo e com poda de
frutificacdo, além de apresentar um nivel de produtividade elevado 40t a 50t/ha/ciclo,
produz durante todo o ano. Essa caracteristica possibilita ao produtor ndo apenas
comercializar sua produgdo como fruta fresca nos grandes centros consumidores locais,
como, também, buscar mercados do sul e outros, inclusive o mercado de exportacéo,
principalmente o MERCOSUL (NETO, 2007).

A figura 1 mostra uma goiabeira.

Figura 1: Goiabeira (in: JACOMINO, 2007).
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2.1 IMPORTANCIAS E BENEFICIOS DAS FOLHAS DE GOIABEIRA

A goiabeira é de grande ajuda na medicina popular, atuando como um simples analgésico
até como auxilio no tratamento de doencas sexualmente transmissiveis (DST), tal como a
candidiase. Devido a sua rica composicdo em vitaminas e minerais, a planta serve como
auxilio no tratamento de problemas digestivos, pois evita a acidez durante o processo da
digestdo, evitando assim a diarreia. Ela possui ainda propriedades calmantes em sua
composicdo o que a torna uma aliada no combate ao estresse diario e a ansiedade. A
goiabeira € ainda diurética, 0 que ajuda a tratar possiveis inchacos ou pequenas
hemorragias no Utero, para isso deve se fazer uso de suas folhas, pois elas também
ajudam a regularizar as comuns disfuncbes menstruais e amenizar coélicas. Como
antissépticas as folhas e as cascas da goiabeira sdo bastante eficazes e muitas vezes
mais eficientes que os remédios convencionais vendidos em farmacias. Seu poder
analgésico e cicatrizante pode ser aproveitado ao esmagar as suas folhas e aplica-las
sobre feridas, o que ajuda também a evitar que se comece um processo de infeccdo. O
mau halito pode ser combatido se mastigar por alguns minutos as folhas da goiabeira com
determinada frequéncia. Fazer isso antes de consumir qualquer tipo de bebida alcéolica
também ajuda a evitar as tdo incomodas dores de cabeca tipicas da ressaca. Ulceras e

lesBes na pele séo tratdveis com o uso do cha da casca da goiabeira (ARAUJO, 2017).

Suas folhas (Figura 2) sdo completas, oblongas, apice arredondado ou levemente agudo
base arredondada, curto e canaliculado, pilosas na face inferior e glabras na superior,
nervura proeminente na face inferior, com até 13 cm de comprimento. Perde parcialmente
as folhas secas (OLIVEIRA, 2019).
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Figura 2: Folhas da Goiabeira (in: JACOMINO, 2007).

O cha das folhas de goiabeira é popularmente conhecido por sua eficacia contra coélicas e
diarreias. A analise fotoquimica das folhas revelou a presenca de aminoécidos, triterpenos
e esteroides, acidos, fendis e saponinas (CUELLAR, LARA, ZAYAS, 1984). Os extratos
das folhas apresentam atividades, antimicrobiana e antifingica em varios micro-
organismos, como Candida albicans, e contra algumas bactérias como Staphylococcus
aureus (NASCIMENTO et al., 2000).

Possui também poder antioxidante devido a presenca de vitaminas, carotendides
polifendis e, principalmente, de &cido ascérbico (NOGUEIRA et al., 1978; QIAN,
NIHORIMBERE, 2004). Nas folhas também foram encontrados acidos volateis, (E)-acido
cindmico e (Z)-3-acido hexendico (IDSTEIN et al., 1985) e acidos graxos (OPUTE, 1978).
No Oleo essencial foram encontrados varios compostos como a-pineno, p-menten-9-ol,
trans-cariofileno, B-bisaboleno, a-humuleno, santaleno, dlimoneno, 6xido de cariofileno,
eugenol, mirceno, B-Bisaboleno, aromadendreno, 3-selineno e 1,8-cineol (CRAVEIRO et
al., 1981; CUELLAR, LARA, ZAYAS, 1984; PINO et al., 2007).
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3. OLEO ESSENCIAL

Os Oleos essenciais constituem um dos mais importantes grupos de materiais primas para
varias industriais, notadamente as de perfumarias, alimentos e farmacéuticas (SOUZA, et
al., 2010)

O dleo essencial vem apresentando um valor comercial relativamente estavel h4 muitos
anos, e sua producdo é muito explorada em regides pouco desenvolvidas em virtude da
agricultura primaria desenvolvida em culturas menos exigentes. Assim € que a
Guatemala, india, China, Egito, Indonésia, Sri Lanka, Turquia e Brasil, entre outros, s&o
tradicionais exportadores de 6leos essenciais (CRAVEIRO, QUEIROZ, 1992).

No Oleo essencial da goiabeira sdo encontrados varios compostos como a-pineno, p-
menten-9-ol, B-cariofileno, B-bisaboleno, a-humuleno, a-santaleno, d-limoneno, 6xido de
cariofileno, eugenol, mirceno, aromadendreno, -selineno e 1,8-cineol (CRAVEIRO et al.,
1981; CUELLAR, LARA, ZAYAS, 1984; PINO et al., 2007). Recentemente, os Oleos
essenciais de dezessete espécies de Myrtaceae foram testados contra seis micro-
organismos, entre bactérias e fungos. Os melhores resultados revelaram as boas
inibicbes do crescimento de Staphylococcus aureus e S. epidermidis, sendo que a
espécie Marlierea eugeniopsoides foi a mais efetiva, estendendo o poder inibitério a
Varios outros micro-organismos (LIMBERGER et al., 1998).

3.1 B-Cariofileno

O B-cariofileno (Figura 3) tem formula molecular CisHz24, Insolivel em agua. Trata-se de
um liquido incolor a ligeiramente amarelado que contem 88,16% de carbono e 11,84% de
hidrogénio. Ocorre na natureza como uma mistura dos isdmeros isocariofileno, alfa-
cariofileno e beta-cariofileno, ele também se destaca por apresentar um anel ciclo butano,
estrutura onde todos os a&tomos de carbonos estdo arranjados ciclicamente, o que é raro
na natureza. O cariofileno possui o ciclo do cariofilano, dois ciclos onde o maior com nove
atomos de carbono e o segundo do dimetilciclobutano, e duas ligacbes duplas
(AZAMBUJA, 2017)
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Sintetizado pela primeira vez em 1964 por Ej Corey, o cariofileno € conhecido como anti-
edémico, anti-inflamatério, antitumoral, antialérgico, bactericida e repelente. No entanto o
gue chama a atencdo no cariofileno € seu potencial anti-inflamat6rio e por sua vez
bactericida, pois 0 seu mecanismo de acdo no organismo estdo diretamente relacionado
com os receptores canabindides (AZAMBUJA, 2017).

H

Figura 3: Estrutura B-cariofileno (in:

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/w509647?lang=pt&region=BR).

3.2 a-pineno

O a-pineno (Figura 4) é um composto organico da classe do terpeno, um de dois isdmeros
do pineno de formula molecular CioH1e, € encontrado em Gleos essenciais de pinheiros e
arvores coniferas (AYDIN, TURKEZ, GEYIKOGLU, 2013). E um fitoconstituinte,
monoterpeno presente nos 0Oleos volateis, € constituido por diversas estruturas quimicas
baseadas em duas unidades de isopreno (C10), sendo mais comumente encontrado na
Ameérica do Norte. A mistura racémica entre 0s enantibmeros positivo e negativo pode ser

encontrada em alguns 0leos essenciais, tais como 6leo de eucalipto (NOBREGA, 2013).

A acgao dos monoterpenos a-pineno e B-pineno mostram atividade antifingica satisfatéria
frente as espécies de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. stellatoidea, C.
guilnermondii, C. krusei e Cryptococcus neoformans (NOBREGA, 2013).


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/w509647?lang=pt&region=BR
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Figura 4. Estrutura a-pineno (in: https://uniiquim.iguimica.unam.mx/compuesto-item/a-pineno-1613/).

3.3 a-humuleno

O a-humuleno (Figura 5) também €é conhecido como a-cariofileno, € um sesquiterpeno
monociclico (CisH24) que ocorre naturalmente no Oleo essencial do lupulo Humulus
lupulus de onde retira seu nome. Trata-se de um componente com grande potencial anti-
inflamatoério por ser capaz de inibir enzimas que atuam no processo inflamatorio. E
responsavel por grande parte do sabor e aroma da cerveja (SILVA, FIGUEIREDO, YANO,
2007).

Em 2001 descobriram que o principio ativo da planta responsavel pela acdo anti-
inflamatéria ndo era aquele descrito até entdo na literatura, a artemetina, do grupo dos
flavondides, e sim o alfa-humuleno, um componente do 6leo essencial. Mas até aquele
momento n&do se conhecia seu efeito anti-inflamatorio. A agéo do alfa-humuleno como
anti-inflamatério foi comprovada tanto nos testes pré-clinicos, em camundongos, como
nos clinicos, em humanos. Para produzir um fito medicamento ndo é necessario isolar o

principio ativo, como no caso dos medicamentos alopaticos (ERENO, 2005).


https://uniiquim.iquimica.unam.mx/compuesto-item/a-pineno-1613/
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Figura 5: — Estrutura a-humuleno (in:

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/53675?lang=pt&region=BR).
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4. Staphylococcus aureus

Durante a década de 40, os isolados de Staphylococcus eram 0s principais responsaveis
pela maioria das infeccbes hospitalares, principalmente em pacientes com pneumonia
(LEITE, 2008)

Entre os anos de 1957 e 1966 foram isoladas mais de 2000 cepas de Staphylococcus
aureus de hemoculturas na Dinamarca, 0 que resultou no primeiro estudo epidemioldgico

relacionado a resisténcia de S. aureus aos antibioticos publicado em 1969 (LEITE, 2008).

As linhagens de Staphylococcus aureus apresentam como caracteristica a capacidade de
desenvolver rapidamente resisténcia a agentes antimicrobianos. O uso continuo ou
errdbneo de antibidticos resultou em um aumento na resisténcia de S. aureus em isolados
casos clinicos. Em algumas areas, mais de 95% das ocorréncias de infec¢des por S.
aureus sao devido a cepas resistentes a penicilina ou ampicilina, e mais de 50%
apresentam resisténcia a meticilina, uma das ultimas alternativas para o tratamento de

infeccOes por este organismo (LEITE, 2008).

O Staphylococcus aureus € uma bactéria esférica, do grupo dos cocos gram-positivos,
frequentemente encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis, também
pode provocar doencas, que vao desde uma simples infeccdo (espinhas, furdnculos e
celulites) até infeccdes graves (pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque
toxico, septicemia e outras) (SANTOS et al.,2007).

A contaminacdo de S. aureus é muito ampla, visto que essa bactéria é significativamente
capaz de resistir a dessecacao e ao frio, podendo permanecer viavel por longos periodos
em particulas de poeira, onde seu principal reservatério € o homem, além de estar
presente em diversas partes do corpo, como fossas nasais, garganta, intestinos e pele
(SANTOS et al.,2007).

4.1 DESENVOLVIMENTO

Os Staphylococcus aureus sdo cocos gram e catalase-positivos, com aproximadamente

0,5 a 1,5 um de didametro, iméveis, nao-esporulados e geralmente ndo-encapsulados.
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Essa bactéria pode apresentar-se em diversas formas, que vao desde isolados, aos
pares, em cadeias curtas, ou agrupados irregularmente (com aspecto semelhante a um
cacho de uvas), devido a sua divisdo celular, que ocorre em trés planos perpendiculares
(SANTOS et al.,2007).

As cepas de S. aureus crescem em meios comuns, caldo ou agar simples, pH = 7, a
temperatura 6tima de 37°C. As colbnias formadas em placa, apdés 18-24 horas de
incubacédo, apresentam-se arredondadas, lisas e brilhantes. A coloracdo dessas colonias
varia desde o acinzentado ate o amarelo-ouro, em que a pigmentacdo aumenta com o
tempo de incubacéo prolongado, ndo chegando a ser formada nos casos de crescimento
em condi¢des anaerdbicas, ou na cultura em caldo. Em placas de &4gar sangue, um halo

de hemdlise desenvolve-se em torno das coldnias formadas (SANTOS et al., 2007).

A figura 6 mostra a micrografia de Staphylococcus aureus.

Figura 6 — Bactéria Staphylococcus aureus (in: MORAES, 2019).
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4.2 RESISTENCIA

A resisténcia a penicilina foi detectada logo apés 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 3-lactamases. Na década
de 1950, a producao de penicilinases pelos S. aureus passou a predominar nas cepas

isoladas de pacientes hospitalizados (ANVISA).

A primeira vez que um antimicrobiano foi utilizado clinicamente foi contra uma amostra de
S. aureus, a partir da descoberta da penicilina, que funcionou muito bem até a década de
1960, quando comecaram a aparecer isolados resistentes a esse antimicrobiano. Para
contornar o problema, foi criado o beta-lactamico sintético meticilina, que era resistente a
acao das beta-lactamases que o S. aureus produzia. Entretanto, logo apds o advento da
meticilina, surgiram relatos de amostras resistentes também a esse antimicrobiano, além
da expressdo de multirresisténcia. Essas cepas foram denominadas de MRSA

(Staphylococcus aureus resistente a meticilina) e sdo resistentes a todos os

antimicrobianos beta-lactamicos (GELATTI et al., 2009).
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5 Escherichia coli

7

A Escherichia coli € uma bactéria na forma de bastonete, e anaerdbia facultativa. Seu
habitat priméario € o trato gastrintestinal de humanos e outros animais endotérmicos. E
considerada um indicador de qualidade de agua e alimentos através da analise de
coliformes termotolerantes: nome dado a um grupo de bactérias que habita o intestino dos
referidos animais. Ela se habita no intestino, onde é inofensiva a saude, porém ao se
direcionar para a circulacdo sanguinea ou outras regides do corpo é capaz de provocar
infeccbes (ARAGUAIA, 2019).

Existe uma variedade de alimentos envolvidos nos surtos causados por E. coli, como
carne bovina mal cozida, derivados de carne, leite cru, vegetais crus, molhos para
saladas, maionese, cidra de maca recém-processada entre outros (MITTELSTAEDT &
CARVALHO, 2006).

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

A figura 7 mostra a micrografia da Escherichia coli.

Figura 7: Micrografia da Escherichia coli (in: BASTOS, 2018)
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As amostras de E.coli podem ser divididas em seis categorias de acordo com as doencas
provocadas, baseados de acordo com a viruléncia e 0s mecanismos capazes de
ocasionar danos a saude, através da via oral- fecal, se os habitos de higiene ou lavagem
de méos nao forem adequados (MITTELSTAEDT, CARVALHO, 2006).

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

e E. coli enterotoxigénica: Causam diarreia aguda em humanos e em animais e €
responsavel pela alta mortalidade de criancas em paises ainda em desenvolvimento, a
infeccdo dessa bactéria ocorre por ingestdo de alimentos ou &gua contaminada, que
chegam aos aparelhos digestivos onde se colonizam produzindo enterotoxinas
responsavel pela diarreia, chamada de diarreia do viajante. (MARTINS, 2010) Febre
baixa, célicas abdominais, nduseas 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 quadro sintomético pode iniciar de 8 a 24 horas ap06s o

consumo de alimento contaminado e pode durar alguns dias ou até semanas.

e E. coli enteropatogénica: esta associada a diarreia de recém-nascidos e em paises em
desenvolvimento. Esse grupo de E. coli recebe geralmente o nome 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 absor¢cdo de nutrientes. Outros sintomas sao febre,

arrepio, dores abdominais, vémito e nauseas.

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

e fendbmenos de trombose, respectivamente.
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O tratamento de infeccdo causada por E.coli é feito por reposicdo de liquidos oral ou
endovenosa dependo do grau de desidratagdo do paciente, em casos considerados

severos o0 tratamento inclui o uso de antibacterianos (ALVES, 2012).

A figura 8 mostra o ciclo de transmissao da bactéria Escherichia coli.
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Figura 8: Ciclo de transmisséo da E.coli. (in: ALVES 2012, p.29).
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6. A QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Nos ultimos anos, destaca-se a dificuldade de aprendizagem no ensino de quimica, sendo
considerada pela maioria dos alunos sem sentindo e de dificil compreenséo, onde trata-se
de uma matéria que requer grande memorizacao de informacfes que posteriormente lhes
cobrados em avaliacdo, estando distante da compreensao e cotidiano dos alunos. Sendo
uma das maiores dificuldades no aprendizado de quimica a dificuldade que o aluno tem
em correlacionar os conceitos vistos em sala de aula com o cotidiano. A metodologia
apenas discursiva, baseada apenas no repasse de informacbes, € apontada como

principal motivo de desinteresse e de pouco aprendizado dos alunos (SCHUSTER, 2013).

Segundo, Santos e Schnestzler (2003, p.121).

Os procedimentos metodoldgicos recomendados sdo aqueles que se enquadram
em uma perspectiva construtivista de ensino-aprendizagem, o que significa levar
em conta os interesses e 0s conhecimentos prévios dos alunos e que 0 processo
de ensino seja desenvolvido de forma a possibilitar que o aluno construa e

reconstrua o conhecimento.

Se pensarmos na escola como ferramenta de aprendizagem tanto no cotidiano do aluno
guanto no conhecimento cientifico, devemos analisar os conhecimentos do contexto
social do aluno e a partir deles inserir 0os conhecimentos cientificos para que a
aprendizagem se torne efetiva, tornando muitos temas que fazem parte do cotidiano do
aluno de possivel aplicacdo na sala de aula. Dentre eles, as fragrancias ocupam um lugar
de destaque, pois atualmente, na sociedade em que vivemos a beleza e o bem estar sdo
muito valorizados. Os perfumes sdo solugbes que contém substancias quimicas
aromaticas com odor agradavel, que podem ser obtidas a partir de 6leos essenciais

extraidos de fontes naturais ou a partir da sintese organica (SCHUSTER, 2013).

7

A ideia do trabalho € uma experimentacao investigativa, voltada para participagédo dos
alunos, na pesquisa e reflexdo e discussao dos resultados obtidos, levando o aluno a
perceber que o conhecimento cientifico também pode se dar por uma construgcéo de acao

e observacéao, buscando uma aprendizagem dos contetudos de quimica organica de forma
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contextualizada, desmistificando que a quimica estd somente presente nos laboratdérios
(SCHUSTER, 2013).

O objetivo sera estudar a histéria dos perfumes, sua influéncia no nosso cotidiano e

identificar a presenca da quimica nos perfumes.

6.1 PESQUISA

O Aluno devera fazer uma pesquisa com o auxilio da internet e responder as seguintes

guestoes:

1 Por que os perfumes possuem fragréancias diferentes?

2 Como sao produzidos os perfumes? Quais ingredientes utilizados para fabricar um

perfume?

3 Como as plantas sé&o utilizadas para fazer perfumes?

6.2 EXTRAINDO OS OLEOS ESSENCIAIS

Na pesquisa realizada, pudemos verificar que, para a producdo de perfumes, sao
extraidas substancias de plantas. Mas como isto acontece? De que forma, podemos

retirar estas substancias das folhas, caules, raizes, flores?

6.3 PARTE EXPERIMENTAL

6.3.1 Materiais

e Baldo de Fundo Redondo

e Y de PVC conexéo (cabeca da destilagcéo)

e Condensador de Acrilico (utilizando dois copos de acrilico)
e Fonte de Calor- bico de Bunsen.

e Suporte universal ou suporte de madeira
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e Erlenmeyer
¢ Rolhas de cortica
e Termbmetro

e Mangueiras de latex

6.3.2 Metodologia

O condensador de acrilico, como mostra a Figura 9, € montado utilizando-se dois copos
de acrilico, incolores e transparentes, duas metades de um tubo de caneta BIC, uma
mangueira de polietileno, cola Superbonder e Durepoxi. Inicialmente, os copos s&o
furados com uma furadeira e, nestes furos, adaptam-se as duas metades do tubo de
caneta e a mangueira de polietileno, que sé@o colados e vedados com resina epoxi. As
bocas dos copos também sdo coladas e vedadas com Durepoxi como mostra a figura 10.

Inicialmente, a folha ou raiz da planta da qual se deseja extrair o 6leo essencial deve ser
triturada ou cortada em pequenos pedacos, sendo entdo introduzida no baldo. Em
seguida, acrescenta-se agua até aproximadamente a metade do volume do baldo. Apos
todo o sistema de destilagédo ter sido montado, inicia-se 0 seu aquecimento. Note que o
conteldo comeca a destilar em alguns minutos. O extrato, arrastado pelo vapor, é

recolhido em um recipiente apropriado como mostra a figura 11.

Figura 9: Condensador acrilico.



Figura 11:

Sistema de destilagcdo por arraste a vapor.
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6.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Esta experiéncia propicia ao aluno de ensino médio conhecer uma técnica de destilacdo e
avaliar o seu emprego, verificar a importancia dos aromas no seu dia-a-dia, bem como

vivenciar as etapas iniciais da producao de um perfume ou aromatizante.

Questbes propostas
1. Em que se baseia a técnica de destilacdo por arraste a vapor?
2. Com que outros odores conhecidos se assemelham os dos extratos obtidos?

4. Procure verificar nos rotulos de perfumes, produtos alimenticios e de higiene os aromas

e aromatizantes presentes.
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7 MATERIAIS E METODOS

7.1 MATERIA PRIMA

As folhas de goiabeira foram colhidas em arvores localizadas na regido de

ASSIS.

7.1.1 Micro-organismos

Foram utilizadas cepas puras de Escherichia coli e Staphylococcus aureus fornecidas
pelo Centro de Pesquisa em Ciéncias (CEPECI) da Fundacdo Educacional do Municipio
de Assis (FEMA).

7.1.2 Materiais

¢ Placa de petri;

¢ Papel de filtro whatman n°1;
e Pinca;

e Tubo de ensaio;

e Pipeta 1 mL;

e Erlenmeyer;

e Alca de Drigaslk;

e Becker de 1000 mL;

¢ Proveta de 500 mL;

e Aparelho de Clevenger;
e Alca de platina;

e Baldao Volumétrico 1000 mL;
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e Funil;

e Frasco ambatr;

7.1.3 Equipamentos

e Estufa bacteriolégica MA32 (MARCONI);
e Capela de fluxo laminar (TROX);

e Auto-Clave Vertical (PROENIX);

e Balanca semi-analitica;

e Manta Téermica;

e Centrifuga,

e Estufa de ar forgado MA35 (MARCONI);

7.2 METODOLOGIA

7.2.1 Obtencéao do 6leo essencial

Para a extracdo do 6leo essencial da folha de goiabeira, foi utilizado o sistema extrator
de Clevenger acoplado a um baldo de fundo redondo 58 de 1000 mL, utilizando-se
uma manta térmica como fonte geradora de calor. Na extracdo do Oleo essencial
foram pesadas 224,539 de folhas in natura (Figura 12A), posteriormente secas em
estufa de ar forcado a 40°C por 72 horas, ap0s secagem foram pesadas novamente
obtendo 84,619 (Figura 12B), triturados em liquidificador doméstico e adicionadas ao
baldo com auxilio de um funil. Obtendo o hidrolato que posteriormente foi colocado em
um frasco ambar e devidamente refrigerado. Apds isso o 6leo foi submetido a
centrifugacdo para a retirada do excesso da agua. Na segunda centrifugacdo foi

adicionado sulfato anidro de sédio para a completa secagem do 6leo. A amostra foi
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armazenada em um recipiente de vidro e mantido sob-refrigeracéo para evitar a perda

dos constituintes volateis.

Figura 12: A)Pesagem das folhas in natura; B)Pesagem das folhas apds secagem.
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Figura 13: Extracéo do 6leo essencial da folha de goiabeira, utilizando o sistema extrator de Clevenger.

7.2.2 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). Ap6s 24 horas de
incubacéo a 37 °C. A dilui¢do foi feita até a obtengcdo de uma suspensao padronizada pelo
grau 1,0 da escala de McFarland (10® microorganismos m.L-1).
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7.2.3 Antibiograma

A atividade antibacteriana do 6leo essencial da folha de goiabeira foi realizada pelo
meétodo de difusdo de disco (MDD). O procedimento foi realizado dentro da capela de
fluxo laminar, onde todos os materiais foram previamente esterilizados na autoclave. As
placas de agar Mueller Hinton foram inoculadas com os indculos de micro-organismo por
espalhamento em superficie. Os discos de papel de filtro Whatman n°1, com 6 mm de
didmetro, foram impregnados individualmente em 40 pL de Oleo essencial, sendo
colocados dois discos 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. Posteriormente

realizada a medicéo dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano.
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8. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foi constatado que o 6leo essencial das folhas de goiabeira apresentou atividade contra a
bactéria Staphylococcus aureus, visto que o halo de inibicdo foi superior a 8 mm, tendo

em média 11,85mm de halo conforme mostra a figura 14.

Figura 14: Crescimento da bactéria Staphylococcus aureus em superficie apresentando halo inibitério ao
redor do disco contendo 6leo essencial.
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Nas placas de Escherichia coli o crescimento bacteriano ocorreu uniformemente sem a
formacdo de nenhum halo de inibicdo, mostrando assim que nas placas n&do havia
nenhuma substancia que seria capaz de inibi-los conforme mostra a figura 15.

Figura 15: Crescimento da bactéria Escherichia coli em superficie ndo apresentando halo inibitério ao redor
do disco contendo 6leo essencial.

De acordo com o estudo feito por (SALVAGNINI et,.al, 2008) acdo antibacteriana de
folhas Myrtus communis L. da familia Myrtaceae em cepas de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, onde os resultados obtidos para as cepas de Escherichia coli
apresentaram resisténcia, ndo mostrando atividade inibitéria. Nas cepas de
Staphylococcus aureus houve atividade inibitéria, mostrando que os componentes do 0leo
essencial possuem atividade antibacteriana, estando de acordo com os resultados

apresentados neste trabalho.
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9. CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram que a bacteria Staphylococcus aureus se mostrou
sensivel frente a concentracdo do Oleo essencial, pois os halos formados foram
superiores a 8 mm, tendo em média 11,85mm de halo. A bactéria Escherichia coli ndo se
mostrou sensivel a concentragédo do éleo essencial, visto que o halo de inibig&o foi inferior

a8 mm.
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