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Acao antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos e aquosos da folha da goiabeira (Psidium
guajava L.) no controle de Staphylococcus aureus ATTCC 27922, Escherichia coi ATTCC
25922 e Listeria monocytogenes SCOTT A
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O Brasil se destaca por possuir a maior biodiversidade de plantas superiores do planeta. Em meio a essas
riquezas naturais encontramos a goiabeira (Psidium guajava 1.), que produz em média de 20 a 60 kg de
goiaba/planta/ano a partir do sexto ano de idade. Tendo em vista o potencial antimicrobiano observado em
algumas plantas, incluindo a goiabeira, esse trabalho teve como objetivo avaliar a atividade de extratos
hidroalcodlico e aquoso da folha da goiabeira contra bactérias patogénicas. Os extratos foram obtidos por
imersdao em alcool 70% e 4agua quente, respectivamente e, em seguida, cinco dilui¢es foram elaboradas, a saber:
100 % m/v, 75% v/v, 50% v /v, 25% v/v e 5% v/v. A acdo antimicrobiana foi avaliada através da técnica de
difusdo em 4gar usando po¢os de 4 mm de didmetro onde foram colocados os extratos. Constatou-se, em ambos
os extratos, que as concentracdes de 100, 75 e 50% foram eficientes no controle do crescimento dos micro-
organismos testados, o que sugere o uso dessas preparacoes na reducido de patologias, principalmente as doengas
transmitidas por alimentos, indicando uma perspectiva de utilizacdo no controle desses patégenos em alimentos.

Palavras-chave: Psidium gnajava. Efeito antimicrobiano. Micro-organismos patogénicos.

Evaluation of hydroalcoholic and aqueous extracts of guava leaf (Psidium guajava L.)
against pathogenic bacteria Staphylococcus aureus ATTCC 27922, Escherichia coli
ATTCC 25922 and Listeria monocytogenes SCOTT A

Brazil stands out because it has the highest biodiversity of the world's top plants. Amid these natural riches we
find guava (Psidium guajava L.), which produces on average 20 to 60 kg of guava / plant / year from the sixth
year of age. Considering the antimicrobial potential observed in some plants, including guava, this work aimed to
evaluate the hydroalcoholic and aqueous extracts activity of the guava leaf against pathogenic bacteria. The
extracts were obtained by immersion in 70 % alcohol and hot water, respectively, and then five dilutions were
made, namely: 100 % m/v, 75 % v/v, 50 % v /v, 25% v/v e 5 % v/v. The antimicrobial action was evaluated by
the agar diffusion technique using 4 mm diameter wells where the extracts were placed. Inhibition halos had their
beams measutred in millimeters with the aid of a common ruler, where it was found in both extracts that the
concentrations of 100, 75 and 50% were efficient in controlling the growth of the microorganisms tested , which
suggests the use of these extracts in the control of pathologies caused by the evaluated microorganisms,
indicating a perspective of therapeutic use.
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INTRODUCAO E OBJETIVOS

O Brasil é um pais que se destaca por
apresentar a maior biodiversidade de plantas
superiores conhecidas no planeta. Em meio a essa
grande variedade de riquezas naturais, encontramos
a golabeira (Psidium guajava 1.), uma arvore da
familia das Mirtaceas, do género Psidium e que pode
ser utilizada tanto no seu estado iz natura como pela
industria 11

A planta é um arbusto ou arvore de
pequeno porte, podendo atingir de trés a seis
metros de altura. No Brasil, a safra da goiaba
acontece entre os meses de janeiro e abril, sendo a
maior concentracido no més de fevereiro. Um
pomar, quando bem conduzido, produz em média
de 20 a 60 kg de goiaba/planta/ano, a partir do
sexto ano de idade. Porém, o consumo interno da

fruta 7 natura é baixo, estando estimado em
300g/habitante/ano 12

Ha um grande nimero de espécies vegetais
nativas que sdo consideradas terapéuticas, porém
muitas ndo possuem avaliagdo cientifica do seu uso
medicinal. Programas oficiais de saiude apoiam o
uso de plantas medicinais para o tratamento de
doengas comunsbBl De acordo com a Organizacio
Mundial de Saude (OMS), aproximadamente 80%
da populagio mundial faz uso da medicina
tradicional na busca do alivio de sintomas
desagradaveis (4.

As plantas do género Psidinm sio utilizadas
pela populagio como agentes anti-infecciosos,
através das preparagdes de chas das folhas da
goiabeira de polpa vermelha (Psidinm  guajava).
Virios estudos demonstraram que essa espécie ¢
empregada como planta medicinal por apresentar
atividades bioldgicas distintas, sendo enfatizado o
seu potencial analgésico periférico, antitumoral e
atividade antimicrobiana contra diversos micro-
organismos!5-10,

Staphylococcus anrens ¢ uma bactéria Gram-
positiva, considerada patégeno oportunista por
causar doencgas nos hospedeiros com a imunidade
comprometida ['!l. A intoxica¢ao se da pela ingestao
do alimento contendo a toxina pré-formada. O

agente causador ndo é a bactéria em si, mas as
toxinas produzidas por essa bactéria [12].

Dentro do grupo das bactérias Gram-
positivas  encontra-se a  Listeria  monocytogenes,
amplamente  dissipada  pela naturezal?. F
considerado um patégeno oportunista, uma vez que
a ocorréncia da infeccdo depende principalmente
das condi¢cbes imunoldgicas dos individuos
afetados!3l.

A bactéria Gram-negativa Escherichia coli,
possui diferentes fatores de viruléncia e geram
produtos e subprodutos téxicos. Por conter
endotoxina em sua parede celular, exercem uma
série de efeitos biolégicos que conduzem a uma
reacdo inflamatoria B,

Devido ao seu potencial antimicrobiano, os
extratos da folha da goiabeira podem ser
considerados mais uma opg¢ao de tratamento para
diarreia causada por toxinas produzidas por E. coli
ou por S. aurens. Além da acdo curativa, possui facil
disponibilidade em paises tropicais e baixo valor
comercial 1],

Tendo em vista o potencial antimicrobiano
de alguns extratos de plantas, esse trabalho teve
como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana
dos extratos hidroalcodlico e aquoso da folha da
goiabeira.

MATERIAIS E METODO

Preparo da matéria-prima

As folhas de goiabeira foram obtidas no
horto de plantas medicinais Professor Abreu Matos,
da Universidade Federal do Ceara e em seguida,
foram transportadas para o laboratério de Anilise
de Alimentos do Centro Universitario Esticio do
Ceara.

Para minimizar o nivel de sujidades e
contaminantes, as folhas de goiabeira foram lavadas
em agua corrente e, em seguida, imersas em solugao
de hipoclorito de sédio a 5 % durante 5 minutos,
com posterior enxague para a retirada do excesso de
hipoclorito.
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Em seguida, as folhas foram deixadas em
repouso em papel absorvente por 24 horas para
retirada do excesso de umidade e, apds esse
periodo, foram embaladas em papel kraft e levadas
para uma estufa de circulacdo de ar a 45 °C durante
96 horas. Depois de secas as folhas foram trituradas
em liquidificador doméstico (Mondial Power 2
Black L-28)014.

Obtengido do extrato aquoso

Cem gramas de material seco foram
imersos em 500 mL de agua fervente e ficou nessa
condicio por 10 minutos. A solugdo foi filtrada
utilizando-se um funil com uma camada de gaze
hidrofilizada e, posteriormente, armazenada em
frasco de vidro fechado e embrulhada em papel
aluminio para que nio houvesse interferéncia da luz,
caracterizando assim, um infuso [131,

Obtengio do extrato hidroalcodlico

Cem gramas de material seco forma
imersos em 500 ml. de etanol a 70%. A solucio foi
armazenada em frascos de vidro fechados e
embrulhados em papel aluminio para que nio
houvesse interferéncia da luz. Essa condicio foi
mantida por 7 dias e durante esse periodo a solucio
foi agitada trés vezes ao dia. Apds esse intervalo, a
solucio foi filtrada utilizando-se um funil com uma
gaze hidrofilizada. Para evitar a interferéncia do
etanol no teste, o extrato foi evaporado em banho-
maria por 45°C até que se obtivesse um liquido
viscoso. A solucio foi mantida em ambiente livre de
luzl4,

Diluigdo dos extratos

As diluicbes para os testes foram feitas a
partir do extrato bruto obtido (100 % m/v). Foram
claboradas cinco dilui¢des, a partir da técnica de
dilui¢do simples, fazendo uso e 4gua destilada

estéril, obtendo-se as concentracoes de 75 % v/v,
50 % v/v, 25 %v/v e 5 Y%v/v.

Micro-organismos utilizados

Utilizou-se nesse estudo cepas padrdes de
Staphylococens anrens (NTCC 27922), Escherichia coli
(ATCC 25922) e Listeria monogytogenes (SCOTT A).
As mesmas encontravam-se armazenadas, sob
congelamento, em Brain Heart Infusion (BHI)
acrescido de glicerol 20% sob a responsabilidade do
Laboratério de  Microbiologia do  Centro
Universitario Estacio do Ceara. Para a ativacio das
cepas, estas foram cultivadas em caldo infusdao
cérebro coracido, BHI (Brain Heart Infusion, Difco,

Detroit, USA) e incubadas em estufa a 37 °C em
aerobiose, durante periodo de 24 horas.

Agdo antimicrobiana

A agdo antimicrobiana foi avaliada segundo
a técnica de difusdio em Agar Mieller Hinton
colocando os extratos em pocos de 4 mm de
diametro perfurados na superficie do meio de
cultura com auxilio de um tubo metalico. Preparou-
se uma suspensio de micro-organismos em soluciao
salina a 0,1 % com turvagio correspondente ao
tubo 0,5 da Escala de Mac Farland. As suspensoes
microbianas foram inoculadas na superficie do Agar
com auxilio de um swab e, em seguida, as placas
foram incubadas a 37 °C por 24 horas.

Ap6s a incubagdo, foi feita a leitura dos
diametros dos halos de inibicio do crescimento
microbiano com o auxilio de uma régua comum.
Paralelamente foi realizado o controle positivo
utilizando Amoxicilina (400 mg) e o controle
negativo com a 4agua destilada. Todos os testes
foram realizados em duplicata. Considerou-se com
potencial antimicrobiano aqueles extratos que
geraram halos = 7 mm (sete milimetros) [16:17] .

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos hidroalcodlicos e aquosos de P.
guajava, demonstraram atividade antimicrobiana
sobtre Staphylococcus anrens (ATCC 27922), Escherichia
coli (ATCC 25922) e Listeria monocytogenes (SCOTT
A), com halos de inibicdlo = 7 mm nas
concentracoes de 100 % m/v, 75 % v/v e 50 %
v/v.

Albuquerque ¢f al. (2017) constataram que
acdo antimicrobiana de extratos aquosos Psidinm
grajava na concentracio de 100 mg/mL foi eficiente
no controle do desenvolvimento de S. aurens,
resultado semelhante a0 encontrado nesse estudo.

As concentragdes de 25 % v/v, tanto no
extrato aquoso como hidroalcodlico, foram efetivas
para E. cwli e L. monocytogenes, ndo apresentando
efeito antimicrobiano para S. awrens. Ja as
concentracoes de 5% v/v nio demonstraram efeito
para nenhum micro-organismo.

O extrato  hidroalcodlico  mostrou-se
eficiente no controle do crescimento microbiano
nas concentracdes de 100, 75, 50 e 25% v/v.

3
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Entretanto, para a cepa de S.aurens ATCC 27922, a
concentra¢io de 25% v/v nio foi eficaz (Quadro 1).

Quadro 1. Atividade antimicrobiana do extrato alcodlico das folhas de Psidium gnajava

Concentragdes do extrato alcodlico
Amostra 100% 75% 50% 25% 5% CN - CP +
Tamanho do halo de inibi¢do (mm)
E. coli
+0,50% + + + + + +
(ATCC 25922) 18,00£0,50* | 13,93+0,31 | 14,23+0,25 | 11,30£0,26 | 1,93%0,40 | 0,00£0,00 | 21,00£0,20
L.monocytogenes 4 + + + + + +
(SCOTT A) 15,43£0,40 | 13,00£0,50 | 8,27£0,25 | 10,50£0,50 | 1,00£0,20 | 0,00+0,00 | 22,00£0,20
S. aureus
+ + + + + + +
(ATCC 27922) 17,35£0,25 | 15,50£0,50 | 8,60£0,25 | 5,15%0,36 | 1,65£0,25 | 0,00+0,00 | 21,00£0,20

Fonte: Dados obtidos. Fortaleza. 2019

*Desvio padrio; CP (Controle positivo): Amoxicilina; CN (Controle negativo): Agua destilada estéril.

Em relagio aos extratos aquosos, foi
constatado um efeito antimicrobiano mais efetivo
na concentracio 100% m/v para os trés micro-
organismos, com halos medindo 12,27; 12,51 e 9,01
mm para E.coli, L. monocytogenes e S. aureus,
respectivamente.

As concentraces de 75 e 50 % v/v
apresentaram uma a¢ao antimicrobiana menor, visto
que os tamanhos dos halos encontrados foram
proximos do menor limite estabelecido (7 mm)

(Quadro 2).

Quadro 2. Atividade antimicrobiana do extrato aquoso das folhas de Psidiun guajava

Concentragdes do extrato aquoso
Amostra 100% 75% 50% 25% 5% CN - CP +
Tamanho do halo de inibi¢do (mm)
E. coli
+0,25% + + + + + +
(ATCC 25922) 12,27 £0,25* | 7,33%£0,15 | 7,87£0,32 | 7,27£0,00 | 0,0£0,21 | 0,00+0,00 | 21,17£0,15
L. monocytogenes n n n n " " n
(SCOTT A) 12,51£0,04 | 8,51+0,01 | 7,20+0,20 | 8,23+0,21 | 5,03£0,15 | 0,00£0,00 | 22,10£0,26
S. aureus
+ + - - - - +
(ATCC 27922) 9,03£0,15 | 7,49%0,04 | 7,23%+0,23 | 6,40%0,36 | 0,00£0,00 | 0,00£0,00 | 21,00£0,00

Fonte: Dados obtidos. Fortaleza. 2019

*Desvio padrio; CP (Controle positivo): Amoxicilina; CN (Controle negativo): Agua destilada estéril.

Cabe destacar que, apesar da
antimicrobiana nas referidas concentragcoes
demonstrado uma menor eficiéncia, os extratos
aquosos foram utilizados na forma de infuso, ou
seja, uma técnica que visa preservar os Oleos
essenciais e que consegue extrair todos os
compostos soluveis em 4gua que demonstram agao
antimicrobiana. Além disso, essa metodologia pode
ser considerada mais acessivel, visto que ndo
necessita de reagentes e equipamentos especificos.
Desta forma, pode-se sugerir que o extrato aquoso
contenha uma maior concentracio de compostos

acao
ter

ou compostos diferenciados dos extraidos a partir
da solug¢io hidroalcodlica.

Nas interpretagdes e comparagdes de
estudos feitos com plantas é necessario considerar
diversas variaveis, como a composi¢ao quimica do
solo, o clima, o estagio do desenvolvimento do
vegetal, a forma da coleta, parte da planta a ser
estudada, forma de preparo do material de estudo,
dentre outros fatores [181.
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Segundo Lopes ez /1, os halos de inibicao
sob os micro-organismos se formam devido a um
efeito sinérgico de todos os constituintes presentes
na golaba, a saber: taninos, fendis, flavonoides e
alcaléides. Dessa forma, os resultados das medidas
dos halos obtidos nesse estudo podem nio estar
relacionados somente a um composto presente no
extrato.

Para Monteiro e colaboradores20l,  os
taninos sdo compostos que podem apresentar a
capacidade de formar complexos com proteinas
indissoliveis em agua. A ac¢do antimicrobiana desse
grupo ja foi estabelecida e comprovada em varios
estudos que testaram bactérias.

Em estudo realizado por Amancio et a1,
verificou-se que a atividade antimicrobiana de
extratos alcodlicos de plantas do género Psydium,
incluindo a goiabeira, variou de 16 a 21 mm contra
cepas de S. aureus.

Menezes, Souza e Botelhol22l observaram a
inibicio do crescimento de . auress nos testes com
extrato aquoso de P. guajava, com halos de inibicao
de 25 mm. Em outro estudo, que realizou uma
comparacdo da acio antimicrobiana de extratos de
plantas sobre cepas de  Staphylococcus  aureus,
observou-se que extratos da espécie Psidinm guajava
apresentou halos de inibi¢do de 21 mm 211

De acordo com Eller e all?% | a acdo
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas (5.
aurens e L. monocytogenes) ¢ mais comum, pois estas
sd0 mais sensiveis aos metabdlitos vegetais.

Resultado semelhante ao encontrado foi
encontrado por Albuquerque ¢f a/l'8], a0 observarem
que o extrato alcodlico de Psidium gnajava apresentou
melhor atividade antimicrobiana e maior espectro
de a¢io quando comparado ao extrato aquoso nos
testes realizados para bactérias gram-positivas
(Staphylococcus anrens e Listeria monocytogenes) como
para gram-negativas (Escherichia coli).

Em contrapartida, Campos e all?l, ao
verificarem a agdo bactericida de agentes naturais,
nio constataram atividade antimicrobiana de Psidium
guajava contra a cepa de E. co/ avaliada.

Em um estudo s witro com micro-
organismos extraidos do camario, Gongalves ez
all?], observaram que o extrato alcodlico de Psidinm

guajava contra Staphylococens aurens apresentou melhor
efeito inibitério. Isso sugere que ha aclo
antimicrobiana dos extratos de P. guajava contra
cepas padrio de S. aureus.

Simdes e colaboradores 1201 observaram que
a a¢do antimicrobiana de Psidium guajava pode estar
relacionada a inibicdo de enzimas de bactérias, a
acao direta na membrana dos micro-organismos ou
pela competicao pelos {fons metalicos, essenciais ao
metabolismo microbiano.

E importante salientar que a atividade
antimicrobiana dos extratos utilizados frente aos
micro-organismos padrdes foi relevante, visto que
as cepas testadas estdo diretamente relacionadas
com a ocorréncia de casos e surtos de doencas
transmitidas por alimentos e geralmente sao
utilizadas em pesquisas para analise de atividade
antimicrobiana.

CONCLUSAO

O extrato hidroalcodlico obtido das folhas
da  goiabeira  apresentou melhor  atividade
antimicrobiana e maior espectro de acio em
comparacdo ao extrato aquoso; as bactérias Gram
positivas foram mais sensiveis que as Gram
negativas. Ressalta-se que esses resultados se
aplicam somente aos patégenos alimentares
avaliados, havendo a necessidade de estudos futuros
com outros grupos microbianos.

Os resultados obtidos nessa pesquisa
podem ser considerados uma fonte promissora para
a obtencio de novas moléculas com acgdo
antimicrobiana que podem vir a ser incorporadas
como conservantes ¢/ou coadjuvantes de tecnologia
do processamento de alimentos, com o intuito de
atuar no controle dos principais agentes causadores
de doengas transmitidas por alimentos.
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