ACAO BACTERICIDA DO OLEO EXTRAIDO
DO CRAVO-DA-INDIA EM CONTATO COM
TECIDO DE ALGODAO

Caroline Lava; Mariela Bandeira Schmidt; Natieli Jaine Simon?;
Tainara Desideria Wendorff
Discentes do Curso Técnico em Quimica (Modalidade Integrado), Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Santa Catarina — Campus Jaragua do Sul.
*e-mail: natiifsc@gmail.com

Elder Correa Leopoldino
Docente das Unidades Curriculares de Quimica Organica, Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia de Santa Catarina — Campus Jaragua do Sul.
e-mail: elder.leopodino@ifsc.edu.br

Resumo- O presente estudo teve como objetivo verificar a acdo bactericida do
6leo essencial do cravo-da-india no tecido 100% algoddo. Esta é a matéria-
prima entre os tecidos fabricados na industria téxtil que possui maior destaque,
pois prové maior liberdade de transpiragdo sem interferir no funcionamento da
pele. As bactérias tendem a ser encontradas em todo local parcialmente Umido
do corpo humano, além de terem sua propagacdo em contato com o tecido e
com a pele, a bactéria Staphylococcus aureus é a mais presente na pele
humana. Esse microrganismo € o principal responsavel pelo odor forte e
desagradavel da pele na presenca de suor, sobretudo nas axilas, que fornece o
ambiente adequado para uma grande proliferagcdo de bactérias. Os Oleos
essenciais possuem propriedades funcionais que demonstram agéo
antimicrobiana, e o 6leo extraido do cravo-da-india conta com um aroma
agradavel caracteristico da planta, além de ter um grande rendimento quanto a
extracdo de seu Oleo, é um bactericida extremamente eficaz contra varios tipos
de bactérias, podendo cessar, por exemplo, o0 mau odor da pele. Este trabalho
trata-se de uma pesquisa descritiva com abordagem qualitativa dos dados, onde
as duas técnicas utilizadas tidas como as mais viaveis para a extracéo do 6leo
foram comparadas, obtendo-se melhor rendimento através do método de arraste
a vapor (21,6%) em relagdo ao Soxhlet (15,4%). Para comprovar a eficacia do
6leo essencial como bactericida foram realizados testes com a bactéria na
presenca do tecido provido de Oleo, utilizando a técnica de repique para a
inoculagdo da S. aureus e consecutivamente o método de disco-difuséo,
designado para verificar a sensibilidade dos microrganismos perante agentes
antimicrobianos. A Staphylococcus aureus se mostrou sensivel ao tecido com a
presencga do Oleo essencial chegando & conclusdo que o 6leo tem propriedade
bactericida mesmo depois de aplicado em um tecido 100% algodao, contribuindo
assim para o aprimoramento de novos produtos, como, por exemplo, amaciantes
e aromatizantes para roupas, que além de prover cheiro agradavel as vestes,
também visam combater agentes nocivos, promovendo maior qualidade de vida
aos seus compradores.

Palavras-Chave: Cravo-da-india. Algodao. Bactéria. Staphylococcus aureus.

Abstract- The present study aimed to verify the bactericidal action of the
essential oil of india's clove 100% cotton fabric. This is the raw material between
fabrics made in the textile industry that has greater prominence because it
provides greater freedom of perspiration without interferingin the functioning of
the skin. Bacterium tend to be found in any partially damp the human body site,
and its spreadin contact with the tissue and skin, the bacterium Staphylococcus
aureus is the most present on human skin. This micro-organism is primarily



responsible for the strong and deterring odor of the skin in the presence of sweat,
especially in the armpits, which provides the appropriate environment for a great
proliferation of bacterium. Essential oils possess functional properties that
demonstrate antimicrobial action, and the oil extracted from india's clove has a
pleasant aroma characteristic of the plant, in addition to having a great
performance about the extraction of its oil, is a highly effective bactericidal
against various types of bacterium, and may, for example, the badodor of skin.
This work deals with a descriptive research with qualitative approach, where both
techniques used considered as the most viable for oil extraction were compared,
obtaining better performance through the method of steam (21.6%) drag
compared to Soxhlet (15.4%). To prove the effectiveness of essential oil as a
bactericide were carried out tests withthe bacterium in the presence of the fabric
fitted with oil, using the technique of Peal for the inoculation of s. aureus and
consecutively the disk diffusion method, assigned to check the sensitivity of the
micro-organisms before antimicrobial agents. The Staphylococcus aureus has
shown itself sensitive to the fabric with the presenceof essential oil coming to the
conclusion that the oil has bactericidal property even after applied on a 100%
cotton fabric, thus contributing to the improvement of new products, such as
softeners and flavorings for clothes, which in addition to providing pleasant smell
to garments, also aim to combat harmful agents by promoting better quality of life
to their buyers.

Keywords: India's clove. Cotton. Bacterium. Staphylococcus aureus.

1 Introducéo
1.1 Bactérias
O corpo humano é habitando por diferentes tipos de bactérias, algumas
vivendo de forma transitoria em relacdo as outras (MURRAY et al., 2006, p. 2),
neste caso possuem pouca duracdo em relacdo aos demais, vivendo de forma
passageira. A maioria das bactérias que habitam o ambiente que nos cerca néo
sdo patogénicas, contudo, existem algumas espécies que podem causar
doencas, causando em casos especificos como baixa imunidade, feridas
abertas, entre outras. Tais bactérias a ser citatada estdo a Tubeculose
(Mycobacterium tuberculosis), Hanseniase (Mycobacterium leprae), Tétano
(clostridium) e entre outras (PINHEIRO, Pedro. 2016). O crescimento bacteriano
requer uma fonte de energia e matéria-prima para sintetizar os aminodcidos,
carboidratos e lipidios para serem utilizados na constru¢cdo da célula, que
consiste em fonte rica de carbono, nitrogénio, agua e varios ions, para a
construcdo de proteinas, das estruturas e das membranas que perfazem a
estrutura e o maquinario bioquimico da mesma. (MURRAY et al., 2006, p. 25).
Dessa forma, visto a diversidade de bactérias existentes, algumas
ganham destaque, entre elas estd a S. aureus, isto devido pelo facil acesso de
ser encontrada e também pelos estudos realizados em relagdo a mesma. Assim,

fazendo com que a mesma seja importante para realizacdes de pesquisas.



1.2 A bactéria Staphylococcus aureus

Dentre os tipos de bactéria mais comuns est4 a S. aureus, uma bactéria
esférica do grupo dos cocos gram-positivos, que pode ser facilmente encontrada
no ambiente externo de circulagdo do ser humano, além de estar presente em
diversas partes do corpo, como fossas hasais, garganta, intestinos e pele
(SANTOS et al, 2007).

Mesmo ndo patogénical, pode facilmente se tornar prejudicial a saude
caso penetre na corrente sanguinea através de sangue exposto ou por via bucal,
desencadeando assim diversos tipos de doencas, que vdo desde uma simples
infec¢@o, como espinhas, furinculos e celulites, até infecg6es mais graves, como
pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque toxico, septicemia e
outras (SANTOS et al., 2007, PEREIRA et al., 2008). Além de problemas de
saude, a bactéria S. aureus, localizada principalmente na pele, também é uma
das grandes responsaveis pelo mau odor do corpo (Figura 1).

A S. aureus contém na estrutura de sua parede celular, polissacarideos e
proteinas antigénicas, bem como outras moléculas importantes, como o &cido
teicoico, o glicanopeptidio, a proteina A, além da presenca de capsula e de
adesinas, e todas podem induzir uma resposta imunolégica no hospedeiro
(SANTOS et al., 2007).
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Figura 1. Estrutura da Membrana Plasmaética.
Fonte: Biologia- Obtencdo de Matéria.

Visto a fragilidade de algumas bactérias em relacdo aos bactericidas, as
mesmas sdo aplicadas para testes. Conforme DOMINGUES (2005), bactericidas
sdo todas as substancias quimicas ou processos fisicos capazes de destruir
bactérias na sua forma vegetativa. Assim se tornando foco de pesquisa para a

acdo do bactericida a bactéria S. aureus, sendo esta uma ndo superbactéria®.

! Patogénicas: E tudo aquilo que possa causar alguma doenca.
2 Superbactérias: E 0 nome dado ao grupo de bactérias que consegue resistir ao tratamento com o
uso de uma grande quantidade de antibioticos.



1.3 Aplicagdes téxteis nas industrias do Norte de Santa Catarina

Com base no desenvolvimento do Vale do Itapocu, a regido adquiriu
reconhecimento favoravel para instalacdo de manufaturas reconhecidas. Diante
da concorréncia do mercado atual, as industrias tendem a aperfeicoar sua
producdo até que se tenha produtos com maior qualidade e conforto, isto faz
com que se tenha um avanco consideravel para producdo de estudos téxteis
antibacterianos (SOUZA, 2012).

Artigos téxteis antibacterianos possuem controle sob a proliferacdo das
bactérias em contato com a pele, com o tecido e com o ambiente. Segundo
Clemo (2005), a proliferacdo das bactérias é o fator que causa os odores da
transpiracao, ocorrendo a absorcdo da umidade da pele pelas fibras do tecido e
proporcionando um ambiente Umido e adequado. Os tratamentos téxteis que
visam o0 combate aos agentes nocivos a salde tendem a reduzir essa
proliferacdo, ou seja, inibir os odores causados pela proliferacdo que ocorre
enguanto usamos uma roupa no dia a dia (CLEMO, 2005).

As etapas que ocorrem desde a transformacao da matéria prima em bens
de consumo sdo processos chamados de beneficiamentos téxteis. O
beneficiamento tem por finalidade permitir que as fibras permanegam livres de
impurezas e coloracdes indesejaveis, ocorrendo em trés etapas: o
beneficiamento primario e secundéario, que sao os tratamentos do tecido por
processos oxidativos visando a purificacdo e branqueamento, respectivamente,
e o terciario, foco deste trabalho, que € o conjunto de processos que modificam
as caracteristicas fisico-quimicas do tecido a fim de torna-lo préprio ou mais
adequado, como por exemplo, a insercdo do 6leo essencial do cravo-da-india
(SOUZA, 2012).

Artigos téxteis antibacterianos s&do produtos que podem vir a obter
maiores caracteristicas com intuito de proporcionar maior conforto e protecéo
contra proliferacdo de bactérias. Para realizacdo das modificacdes requeridas,
as industrias optam por fibras quimicas, porque tais fornecem uma variedade
maior de modificagdo. Os procedimentos séo realizados, por exemplo, através
de microencapsulacdo, de maneira eletronica e nano tecnolégica (SANCHEZ,
2006).

Dentro da classificacdo dos microencapsulados estéo presentes produtos
que possuem caracteristicas antimicrobianas, téxteis cosmeéticos e fotocromicos
(SANCHEZ, 2006). Um dos tratamentos fornecidos por indistrias téxteis é
conhecido como Trevira GmbH com as fibras bioativas, sob duas formas: a

Trevira Perform, para aqueles artigos bioativos de baixo pilling; e Trevira CS,



para os artigos dificilmente inflamaveis. Essas fibras sdo fabricadas com base na
presenca de ions metélicos, e no caso da Trevira, sdo empregados ions de prata
como componente ativo para obter o efeito antimicrobiano. Tratamentos
especializados possuem alto custo, portanto, tém-se a confirmacdo de que
algumas plantas possuem caracteristicas parecidas com as utlizadas em
tratamentos antimicrobianos, tornando viavel adaptar tecidos com a inser¢do do
Oleo essencial, com a finalidade de adquirir funcionalidades antibacterianas
(SANCHEZ, 2006).
Tecidos tratados com bactericidas possuem a caracteristica de inibir os
micro-organismos em contato com a sua textura. Além disso, produtos naturais,
como o Oleo essencial, sdo capazes de diminuir a proliferagdo de bactérias,
mostrando-se também menos prejudiciais a sadde, além de possuirem menor
custo se comparados a outros métodos. (SANCHEZ, 2006).
1.4 Oleos essenciais e atividade antibacteriana

Oleos essenciais sdo liquidos odoriferos volateis encontrados apenas em
10% do reino vegetal e estdo contidos geralmente nas cavidades secretoras ou
nos dutos de resina das plantas. O teor de 6leo essencial total das plantas é
geralmente muito baixo, e raramente excede 1%, mas em alguns casos, por
exemplo, cravo-da-india e noz-moscada (Myristica fragrans), o percentual atinge
mais de 10%. Os Oleos essenciais sao hidrofébicos, solGveis em alcool,
solventes nao polares ou fracamente polares e levemente sollveis em agua. A
maioria é incolor ou amarelo palido com densidade inferior a da &gua
(AFFONSO et al., 2012).

O 4-alil-2-metoxifenol (Figura 1) popularmente chamado de eugenol é um
metabdlito fabricado por véarias plantas da classe fenilpropandéides, notério por
sua presenca profusa no 6leo essencial do cravo-da-india, proporcionando a
planta seu cheiro caracteristico. O eugenol é um liquido fendlico fracamente
ionizavel conhecido por seu poder antioxidante, bactericida, anestésico e anti-
inflamatorio. (AFFONSO et al., 2012). Testes apontam que o 6leo essencial do
cravo-da-india, com quantidades que variam de 52% a 88% de eugenol entre
outros compostos, possui alta atividade inibitéria contra cepas da S. aureus,
resistentes a penicilina G e outros medicamentos antibacterianos (PEREZ et al.,
1994; RAINA et al., 2001).

eugenol

Figura 2. Estrutura molecular do 4-alil-2-metoxifenol (eugenol).
Fonte: Elaborada pelo autor.



Para DEVI et al., (2010, apud AFFONSO et al., 2012), a explicacdo da
eficiéncia do eugenol no combate as bactérias se deve a sua faclil
penetrabilidade na membrana plasmatica da bactéria, causando seu rompimento
e aumentando o nivel de sua permeabilidade seletiva ndo especifica, desta
forma gerando um extravasamento do conteudo celular, provocando a
destruicao da bactéria. Substancias com a capacidade de destruir a membrana
celular da bactéria sdo de extrema importancia para fins medicinais, pois tem

menor probabilidade de selecionar bactérias resistentes.

2 Materiais e Métodos
2.1 Materiais

Autoclave vertical CS (Prismatec autoclaves); Baldo volumétrico; Cravo-
da-india; Cabeca de Claisen; Condensador; Detergente; Evaporador rotativo;
Eter etilico PA (Dinamico); Extrator; Frasco ambar; Funil de separacg&o; Funil de
adicdo; Hexano PA (Dindmico); Manta de aquecimento; Mangueira; Materiais de
escritorio; Micropipetador; Papel filtro; Pérolas de vidro; Pinga; Sulfato de
Magnésio PA (Dinamico); Termbmetro.
2.1.1 Métodos de extracdo do 6leo essencial

A extragdo do 6leo essencial do cravo-da-india foi feita a partir de dois
métodos: extragcdo por solventes (Soxhlet) e arraste a vapor, ambos realizados
no laboratério de quimica do IFSC — Campus Jaragua do Sul. Ambos os
métodos foram testados com o intuito de recorrer aquele que fornecesse
melhores resultados em um curto periodo de tempo. Os 6leos essenciais
extraidos foram mantidos vedados em frascos ambar até sua utilizagdo nas
etapas posteriores.
2.1.2 Extracao por arraste a vapor

Para realizar a extracdo do 6leo foram adicionados, em um baldo de 500
mL, 350 mL de agua destilada, aproximadamente 26,43 g de cravo-da-india — a
vidraria nao comportava a quantidade estimada de 30 g — e pérolas de vidro. Em
seguida o baldo foi conectado a uma cabeca de Claisen e posto sobre uma
manta aquecedora. Em uma das saidas da cabeca de Claisen foi acrescentado
um funil de adicdo para repor &gua, em outra saida um termdémetro, para
controlar a temperatura da vidraria, na Ultima saida um condensador. Do outro
lado do condensador havia um baldo para a coleta da emulsdo &gua/dleo
essencial.

Seguindo o método de SILVA et al., 2011, na purificacdo utilizou-se 30
mL de éter etilico PA (Dindmico) em lavagens de 3x10 mL realizadas em um

funil de separagéo, onde foram separadas as fases organicas e descartadas as



fases aquosas. ApOs a separacao foi adicionado Sulfato de Magnésio PA
(Dindmico) a mistura com intuito de retirar a agua presente no meio, e
posteriormente a mistura foi filtrada. Ao final o éter foi removido por evaporacao
rotativa e o 6leo essencial obtido foi armazenado em frasco ambar devidamente
vedado.
2.1.3 Extracdo por Soxhlet

De acordo com a metodologia descrita por Ribeiro et al., foram pesados
aproximadamente 26,18 g da amostra de cravo-da-india. Ap0Os iSso essa massa
foi transferida para trés cartuchos de extracdo, contendo aproximadamente 9 g
cada um, e trés sistemas de Soxhlet foram montados. Apds a adi¢cdo de 200 mL
de hexano PA (Dindmico) em cada baléo, este ficou acomodado dentro de uma
manta aquecedora, iniciando o processo de extracdo a uma velocidade de 20
ciclos/hora (1 ciclo/3 minutos) durante aproximadamente 4 horas e 15 minutos.

Ap6s todo o processo de extracdo a mistura contendo hexano e Oleo
essencial foi colocada em um evaporador rotativo, onde o hexano foi
recuperado, o cartucho com o material sélido foi descartado em lixo
contaminados e o 6leo foi armazenado em frasco ambar devidamente vedado.
2.1.4 Beneficiamento terciério

Os métodos de limpeza consistiram na lavagem do tecido a partir de um
detergente (Fontana) com pH neutro juntamente com &gua destilada.
Posteriormente houve o recorte do tecido 100% algoddo em pedagos com
formato de disco com aproximadamente 0,7 cm, assumindo o tamanho similar
com o utilizado para testes de antibiograma — teste laboratorial realizado para
detectar com mais precisdo a bactéria a ser eliminada — sendo 0,5 cm. Apdés o
recorte do tecido para utilizacdo da pratica, foi acondicionado no equipamento
autoclave vertical CS (Prismatec autoclaves) por aproximadamente 35 min nas
condicBes de temperatura variando entre 120 a 127 °C e pressdo 1 a 1,5 atm,
com o intuito de esterilizar o material, considerando os organismos contidos no

tecido seriam inibidos. (Representacado do tecido antes da autoclave Figura 3).

Figura 3. Recortes de tecido antes da esterilizac&o.



As pincas utilizadas para nivelar o tecido antes da adicdo do 6leo e
placas de Petri que continham o tecido recortado, foram submetidas juntamente
a autoclave durante 35 minutos. Em seguida, houve um intervalo de 15 minutos
para secagem do tecido na estufa, pois devido a agua utilizada para o processo
de esterilizacdo este se encontrava molhado. O manuseio dos equipamentos
apés serem esterilizados, foi realizado com luvas para que fosse evitada a
contaminacgéo dos materiais.

Ao todo foram 18 recortes de tecido 100% algoddo, 9 destes para
andlises com 6leo essencial (Amostra 1) e outros 9 para comparacao do tecido
sem a presenca do 6leo essencial (Amostra 2). Os tecidos esterilizados foram
submetidos a capela de fluxo laminar até a insercéo -ou ndo- do éleo essencial.

O ¢leo extraido do cravo-da-india foi inserido nos recortes de tecido
100% algodéao utilizando um micropipetador. Foram utilizados aproximadamente
0,600 mL de 6leo para os 9 recortes do tecido, em média 0,067 mL de 6leo para
cada pedago, ou seja, 0 processo de inser¢cdo do Oleo essencial do cravo-da-
india ocorreu em duas vertentes, onde dos 18 recortes de tecidos, 9 continham
6leo essencial (Amostra 1), e 9 ndo continham nada além do tecido (Amostra 2).
2.2 Staphylococcus aureus

Para a verificagdo da propriedade antibacteriana do 6leo essencial foram
necessarias duas etapas executadas respectivamente: O repique e 0 método
disco-difuséo.

A primeira etapa serve para inocular a bactéria, pois, a vida util da S.
aureus € curta, e para mante-la viva por mais tempo € necessario tranferi-la para
outro meio de cultura (NCCLS, 2003).

A segunda etapa serve para verificar o crescimento efetivo da bactéria no
antibiograma, que consiste no conjunto de uma placa com agar (geralmente
Mueller-Hinton) contendo um tipo de bactéria e determinados tipos de
bactericidas em formato de disco.

2.2.1 Materiais

Agua para injecdo estéril; Alga de inoculacdo; Alcool 70%; Bico de
Bunsen; Camara de Fluxo Laminar BIO SEG 06 (Grupo VECO); Cepa de
Staphylococcus aureus; Estufa bacterioldgica SL - 101 (SOLAB); Frascos de
vidro esterilizados); Luvas; Mascara de protecdo; Oleo esséncial; Placas com
agar Muller-Hinton; Pinga estéril; Placas com agar sangue de carneiro; Régua
para medicao de halo inibitério; Swab estéril; Tecido 100% algoddo em formato

de disco medindo 1 centimetro.



2.2.2 Repique da bactéria

O experimento foi realizado dentro da camara de fluxo laminar BIO SEG
06 (Grupo VECO), onde retirou-se trés colbnias da S. aureus na placa de agar
sangue de carneiro, e foram posteriormente transferidas para uma nova placa
com agar sangue de carneiro, realizando assim sua inoculagéo. O fluxograma a

seguir mostra todas as etapas do repique:

e Girar a placa e
Esterilizar alca P

. estriar Fechar a placa
de platina
novamente

Abrir a placa Estriar o agar Colocar a
contendo a em zigue- placa na estufa

bactéria ‘ zague a37°C
Retirar tré | Transferir par

etr? .t és ansferir para Esperar.24h

colonias um novo agar

Fluxograma 1. Repique da bactéria.

O estriamento € feito para a obtencdo de colbnias isoladas. O agar
primeiramente foi estriado até atingir o meio da placa, sendo repetido mais duas
vezes em angulos diferentes sem sobrepor as areas estriadas anteriormente

como mostra a figura:

Figura 4. Estriamento feito sobre o agar sangue.
Fonte: http://photos.demandstudios.com/getty/article/114/6/92814121.jpg

Os materiais foram esterilizados com auxilio do bico de Bunsen e a
desinfeccdo da bancada foi feita com alcool 70%. A antiga placa com as col6nias
desenvolvidas foi fechada e transferida para dentro de um isopor na geladeira
(NCCLS, 2003).



2.2.2 Método de disco-difuséo

Segundo a ANVISA é um dos métodos de sensibilidade mais simples e
confidveis, servindo como técnica rotineira de laboratérios para avaliacdo da
sensibilidade aos antimicrobianos.

O procedimento executado dentro do fluxo laminar resume-se na
transferéncia de trés coldnias de S. aureus situadas no meio agar sangue para o
meio &gar Mueller-Hinton (4gar padrdo utilizado no método disco-difuséo), onde

foi colocado posteriormente o tecido com a presenca e auséncia do Oleo

Esterilizar a alga de

Passar o swab em
Retirar o excesso linha reta na placa

Colocar na estufa a

latina . 37°C
s de Mueller-Hinton ‘
Abrir a placa Mergulhar um Estriar em zigue-
contendo a cepa de swab no frasco por zague do inicio ao Repetir o processo
S. aureus 30 segundos. ‘ fim da placa ‘
Com a alga retirar 3 Alcan(;;awr adturb|dez Girar a Rlaca € Pressionar na
coldnias padrdo de Mc repetir o superficie da placa
Farland 0,5 procedimento

Abrir frasco ‘
esterilizado com 2
mL de dgua de

Descarregar a
bactéria na parede passarosuab.cn
toda a borda

Com uma pinga
pegar um pedacgo

_ e do frasco de tecido
injecdo

essencial como mostra o fluxograma a seguir:

Fluxograma 2. Método de disco-difuséo.

Foram utilizados 9 pedacos de tecido esterilizados, sendo separados
outros 9 pedacos esterilizados sem o 6leo para servir como controle, totalizando
18 pedacos de tecido.

Um frasco de vidro esterilizado contendo 2 mL de agua estéril para
injecdo (4gua livre de solutos e microorganismos) serviu como modelo de
comparacgéo a olho nu para chegar a suspensao de turbidez Mc Farland 0,5, tida
como padrdo para a pratica de disco-difusdo. A escala expressa
aproximadamente 1,5x108 unidades formadoras de coldnias (UFC)/mL (NCCLS,
2003).

O Swab (espécie de cotonete) foi passado em linha reta sobre uma das

placas de agar Mueller-Hinton, em seguida de forma estriada e novamente em



um angulo de 90 graus em relacdo ao angulo anterior. Por ultimo o Swab foi
passado sobre toda a borda da placa e assim descartado.

Trés pedacos de tecido com o 6leo foram adicionados a cada placa de
agar Mueller-Hinton, respeitando uma certa distancia entre os mesmos para nao
causar sobreposicado de halo. O processo foi repetido mais duas vezes com o
tecido na presenca de Oleo e trés vezes sem a presenca do 6leo. As placas
foram colocadas na estufa bacteriologica SL - 101 (SOLAB) a aproximadamente
37°C em um periodo de 24 h para entéo verificar se houve halo inibitério ou ndo
(NCCLS, 2003).

3 Resultados e Discusséo

Conforme a proposta de verificar qual método de extracdo do Oleo
essencial do cravo-da-india pudesse obter melhor resultado foram realizadas
duas préticas de extragéo envolvendo solventes, Soxhlet e arraste a vapor.

De acordo com o método de extracdo por Soxhlet, cada um dos trés
sistemas continha cerca de 9 g por cartucho, devido ao pequeno tamanho da
vidraria, tornando inviavel a utilizacdo de 30 g em um Unico sistema, portanto,
foram utilizados no total cerca de 26,18 g de cravo-da-india nos trés sistemas.

A guantidade de 6leo extraida no Soxhlet em um periodo de tempo de 4
h e 15 min (1 ciclo/3 minutos) foi aproximadamente 4,04 g, enquanto no arraste
a vapor, o tempo variou entre 5 e 6 h, resultando em uma quantidade de dleo
571g.

A quantia de cravo-da-india utilizado para a extracdo a partir dos
métodos Soxhlet e arraste a vapor e a massa de 6leo extraido obtidos sdo

mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados obtidos pelo método de extracdo do Soxhlet e arraste a
vapor para a obtencdo do 6leo do essencial do cravo-da-india.

Método utilizado Peso total do Oleo extraido Porcentagem

cravo pesado em massa
Soxhlet 26,18 g 4,04 ¢ 15,43%
Arraste a vapor 26,439 5719 21,60%

Com base nos resultados supracitados o método efetuado por arraste a
vapor obteve o maior rendimento. Mesmo que a extracao realizada por Soxhlet

tenha ocorrido em menor tempo, 0s extratos obtidos tiveram muita perda, assim



como contaminacdo com impurezas e diferenca nas caracteristicas fisico-
gquimicas como viscosidade, volatilidade e concentracao.

O dbleo extraido a partir do método de arraste a vapor continha
caracteristicas que evidenciavam pureza na sua composi¢cao, como a coloracdo
mais translucida e fluidez, contendo o dobro da quantidade de 6leo extraido do
Soxhlet, sendo esta quantidade de 6leo extraido é a soma de 3 extracbes. O
Oleo extraido no arraste a vapor foi escolhido para a utilizagdo no processo com
o tecido e as bactérias.

3.1 Cultivo da Staphylococcus aureus

ApG6s 0 método de repique a placa foi colocada na estufa em temperatura
variando entre 36,7°C a 37,5°C, € 0 mesmo que a temperatura média corporal. A
estufa € um ambiente apropriado para o desenvolvimento do microrganismo,
pois o mesmo foi incubado em ambiente favoravel a multiplicagdo, o que
favoreceu a reativacdo da bactéria S. aureus.

A primeira tentativa de reativacdo da bactéria n&o foi bem-sucedida. Um
dos possiveis erros foi a temperatura estufa, pois a mesma estava desregulada
variando entre 25,2°C e 59,9°C. Sabe-se que 0 ambiente ideal para o
crescimento da bactéria encontra-se em aproximadamente 36,7°C a 37,5°C. A
esterilizacdo da alca de platina pode ser considerado outro possivel erro, por
superaquecimento da alga e em contato com as bactérias provocou a morte das
mesmas.

Na segunda tentativa, ap0s a reativacdo da bactéria, a S. aureus se
desenvolveu e formaram colbnias conforme a Figura 5. O desenvolvimento da
bactéria foi possivel pois 0 meio era propicio e o procedimento seguiu como o
estabelecido. Na placa estdo contidas as bactérias sobre o meio agar. O agar
sangue presente na placa é de cor avermelhada e a presenca da mesma é
necessaria pois ela fornece as condi¢cdes necessarias para que a bactéria S.

aureus se prolifere.

Figura 5. Bactéria (S. Aureus) sobre o agar sangue apds a reativacao.

O processo de desenvolvimento e cultivo das bactérias durou cerca de

24 h, como descrito na metodologia. A placa foi condicionada a estufa a uma



temperatura que varia de 36,7°C a 37,5°C. Ao ser retirada a mesma foi
direcionada ao fluxo laminar para que assim pudesse ser feito 0 método disco-
difuséo.

A etapa seguinte consistia em aplicar o 6leo no tecido juntamente com as
bactérias na placa possuindo agar Mueller-Hinton. Foram separadas 6 placas,
trés contendo o tecido com o 6leo e trés sem a aplicacdo do dleo.

A Tabela 2 se refere a figura 5, indicando a amplitude do halo formado

em torno do tecido com o 6leo.

Tabela 2 - Halo inibitério causado pelo tecido contendo 6leo essencial.

Halo Inibitorio Placa 1 Placa 2 Placa 3
1° Halo 23 mm 23 mm 23 mm
2° Halo 22 mm 21 mm 22 mm
3° Halo 20 mm 21 mm 20 mm

Posteriormente as placas permaneceram em uma estufa biol6gica com a
temperatura de aproximadamente 37 °C em um periodo de 24 h. Apos o agar
sangue contendo as colénias de S. aureus foram armazenadas sob refrigeracéo
(5 a 8 °C), tal fator busca a reducdo do metabolismo dos microrganismos e o
aumento entre os intervalos de repiques das culturas (SOLA et al., 2012).

Apos o tempo de estufa, as placas foram retiradas e analisadas. As trés
placas contendo os trés pedacos de tecido sem a presenca do 6leo nédo
apresentaram halo inibitério (Figura 6). Os halos inibitérios do tecido com o éleo

foram medidos, obtendo-se os resultados a seguir:



Figura 6. Placas com os tecidos sem e com a presenca do 6leo essencial.

O oleo essencial do cravo-da-india mostrou-se um eficiente bactericida
diante dos halos inibitérios medidos no antibiograma, sendo a S. aureus sensivel
ao Oleo essencial.

Dentre 0os muitos meios disponiveis, o subcomité (ANVISA) considera o
agar Mueller-Hinton o melhor para testes rotineiros de sensibilidade contra
bactérias ndo fastidiosas®, sendo tais razdes a demonstracdo de
reprodutibilidade aceitavel entre os diferentes lotes nos testes de sensibilidade.
O mesmo contém baixo teor de inibidores de sulfonamida, trimetoprim e
tetraciclina, permite crescimento satisfatério dos patégenos nao fastidiosos e
existe um grande acervo de dados e experiéncia relativos a testes de
sensibilidade realizados com esse meio (JORGENSEN et al., 2005).

4 Considerac®es finais

Essa pesquisa teve como principal objetivo verificar a agéo bactericida do
Oleo essencial do cravo-da-india no tecido 100% algod&o, obtendo resultados
positivos e satisfatorios.

Devido a dificuldade em reunir as folhas do cravo-da-india que dispde de
uma producdo comercial no Brasil centrada na regido nordeste optou-se por
utilizar na extragcdo a gema floral da planta, que teve um rendimento em
porcentagem consideravel conforme a literatura. Apenas o 6leo essencial
extraido pelo arraste a vapor foi empregado no método de disco-difusao,
existindo assim um excedente de Oleo essencial, sendo armazenado no

laborat6rio para futuras pesquisas.

3 Fastidioso: Demonstram exigéncias de nutrientes especificos, como vitaminas e
outras substancias estimulantes.



Houve dificuldade quanto ao fornecimento da bactéria S. aureus e seus
meios de cultura, ademais, ao final dos testes as bactérias se proliferaram e
formaram o halo inibitério, concluindo que a bactéria é sensivel ao 06leo
proveniente do cravo-da-india e reforcando sua propriedade bactericida.

O estudo desse trabalho pode ser utilizado como base para novas
pesquisas relacionadas a fabricacdo e ao aprimoramento de produtos com agéo
bactericida, como, por exemplo, roupas e amaciantes com intuito prevenir

possiveis enfermidades e promover o bem-estar dos compradores.
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