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RESUMO

A Ocotea minarum ¢ uma arvore de porte médio nativa do cerrado, ja foram isolados
compostos bioativos com propriedades antifingicas e antioxidantes,onde o extrato etandlico
dela foi efetivo nas extra¢des destes compostos. Este trabalho teve o objetivo de avaliar se o
extrato oleoso de Ocofea minarum tem propriedades antifingicas e antioxidantes. A
metodologia foi dividida em cinco partes: preparo do material vegetal, preparo do extrato de
0leo, microrganismos, concentracdo inibitéria minima e teste de captura do radical
2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). O extrato oleoso ndo demonstrou atividade antifungica,
tendo crescimento de leveduras em todas as concentragdes de 6leo amostradas. Ja no teste de
DPPH, que ¢ um teste que determina potencial antioxidante, o extrato oleoso demonstrou uma
baixa atividade antioxidante, possivelmente pela degradagdo de seus compostos bioativos
pelo calor da extragdo ou pela extragdao nao ter sido eficiente em extrai-los. O extrato oleoso
de Ocotea Minarum extraido pelo método quente Soxhlet, ndo demonstrou atividade
antifungica em nenhuma das concentragdes testadas. Apesar de ter apresentado baixa

atividade antioxidante, outras atividades bioldgicas podem ser exploradas.
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ABSTRACT

A Ocotea minarum ¢ uma arvore de porte médio nativa do cerrado, ja foram isolados
compostos bioativos com propriedades antifiingicas e antioxidantes, onde o extrato etandlico
dela foi efetivo nas extracdes compostas. Este trabalho teve o objetivo de avaliar se o extrato
oleoso de Ocotea minarum tem propriedades antifingicas e antioxidantes. A metodologia foi
capturada do vegetal em cinco partes: preparo do material, preparo do extrato de o6leo,
microrganismos, concentracdo em radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). O extrato
oleoso ndo desenvolvido atividade antifingica, crescimento de leveduras em todas as tendo
como produto de 6leo amostradas. J4 o DPPH, que ¢ um teste que determina um potencial
antioxidante, o extrato ole ndo foi testado, possivelmente pela degradacdo de seus compostos
bioativos pelo calor da resposta ou pela atividade ndo ter sido eficiente em uma baixa
atividade antioxidante. O extrato oleoso de Ocotea Minarum extraido pelo método Soxhlet,
ndo foi o método escolhido em todas as atividades anti-quentes quentes. Apesar da baixa

atividade antioxidante, outras atividades biologicas podem ser exploradas.
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1 INTRODUCAO

1.1-Ocotea minarum

Ocotea minarum (Meissn.) Mez, uma das cerca de 350 espécies do género
Ocotea (Lauraceae), dentre essas, 170 s3o endémicas da regido centro-oeste, especialmente
no cerrado e regides de transicio com cerrado. E um género que habita clima
predominantemente tropical, tendo poucas espécies em clima subtropical. Trata-se de uma
arvore de porte médio, que pode chegar a 10 metros de altura, possui nome popular de
“’canelinha”, “’canela vassoura” e “’canelinha do cerrado”’(MORAES et al., 2005).

O género Ocotea (Lauraceae) possui uma predominancia de alcaldides aporfinoides
e neolignanos na sua composi¢do quimica, porém € rara a ocorréncia de sesquiterpenos que
possuem atividade antimicrobiana. Sesquiterpenos sdo compostos dificeis de serem extraidos

por meio da destilagdo a vapor (NOGUEIRA et al., 2021).

Figura 1: Arvore jovem de Ocotea minarum que se encontra localizada na Universidade Federal da Grande

Fonte: o autor (2022).



Figura 2: Folha de Ocotea minarum com flor.
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Fonte: o autor (2022).

Na composi¢do quimica desta espécie foi identificada 14 alcaldides aporfinicos:
leucoxilonina, ocoteina, ocopodina, dicentrinona, ocotominarina, nor-leucoxilonina,
4-hidroxidicentrina, dicentrina, leucoxina, predicentrina, talicminina, ocominarina,
isso-oconovin e ocominarona (VECCHIETTI et al.,, 1979). Foram detectados em extrato
etandlico dos frutos, folhas e casca: alcaldides aporfinicos, alcaldide inddlico, flavonoides,
cumarina, lignina, alquifendis, sesquiterpeno e esteréide (GARCEZ et al., 2005).

Os extratos etandlicos de folha e casca de Ocotea minarum possui atividade
antimicrobiana, principalmente contra leveduras do género Cdndida e atividade antioxidante
superior ao do acido ascérbico (RODRIGUES et al., 2018). E relatado que a casca de Ocotea
minarum tem o uso popular no tratamento de candidiase (RODRIGUES et al., 2014).



1.2-Antioxidante

Oxidacao ¢ definida comumente quando um atomo perde elétrons, onde este elétron
fica livre no meio em que esta podendo ser transferido para outros atomos. O atomo quando
perde um ou mais elétron, fica altamente reativo (SILVERSTEIN et al,. 2011).

As mitocOndrias, que estdo localizadas dentro das células, tém uma extrema
importancia no metabolismo, pois sdo elas as responsaveis pela produgdo de radicais livres,
regulacao do calcio, apoptose celular e também na producao de adenosina trifosfato (ATP). A
principal funcdo das mitocondrias ¢ a producdo de ATP, onde ¢ produzido por meio da
respiragdo celular (BHATTI et al., 2016).

Nas reagdes da respiragdo celular, sdo produzidas espécies reativas de oxigénio (ROS)
e espécies reativas de nitrogénio (RNS), que sdo moléculas com um ou mais elétrons
desemparelhados em decorréncia da oxidacao, estas moléculas reativas sdo radicais livres. A
sintese de ROS e RNS ¢ algo que ndo pode ser evitado, porém as células possuem inimeros
sistemas de combate a esses radicais. Quando tem a superproducdo de ROS superando a
capacidade dos mecanismos de combate, as células entram em estresse oxidativo. O estresse
oxidativo associa-se a danos em proteinas e ao acido desoxirribonucleico (DNA), estando
associado a varias doengas, como: cancer, disfungdes cardiacas, envelhecimento acelerado,
doengas neurodegenerativas (HALLIWEL et all., 2006; FLINKEL et all 2000)

Os antioxidantes sao moléculas organicas capazes de retardar, diminuir e inibir os
processos oxidativos em outras moléculas. Estas moléculas tém uma grande importancia, pois
elas protegem nosso corpo contra os radicais livres que sdo produzidos durante um periodo de
estresse oxidativo (GOCER et al., 2013).

A ingestdo de frutas e vegetais ¢ uma boa fonte de antioxidante. O consumo de
vegetais estd associado a diminuicdo de algumas doencas, como o cancer e a doengas
relacionadas com a idade. Estes beneficios a satide estdo relacionados a composi¢do destas
fontes naturais, tendo foco nos compostos fendlicos e nos flavondides (BOCCO et al.,1998,
RIMM et al.,1996).

A procura por agentes antioxidantes produzidos por plantas medicinais ¢ algo que
vem crescendo atualmente. Um dos métodos utilizados para o estudo e determinagdo de
atividade antioxidante ¢ o do Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), que ¢
utilizado para medir a atividade antioxidante em compostos isolados, extratos e Oleos. Este
método detecta flavondides, antocianinas, compostos fenolicos e cumarinas (CHOI et al.,

2002).
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A literatura mostra que o extrato etandlico de Ocotea minarum possui uma grande
atividade antioxidante (RODRIGUES et al.,2018). Deste modo, o uso do 6leo desta planta
com fins terapéuticos € incerto, onde este trabalho tera o objetivo de avaliar se o 6leo também

apresenta atividade antioxidante.

1.3-Métodos de extracao de oleo

Os o6leos podem ser obtidos através de diversos métodos extrativos utilizando-se
solventes diferentes como, por exemplo, agua, metanol, etanol, tetrahidrofurano (THF),
hexano e éter, cada um com suas peculiaridades (CARDOSO et al., 2014). O solvente hexano
por se tratar de um produto do petroleo tem um alto custo de producao, pois necessita de um
grande consumo de energia e dgua, além de uma alta taxa de residuos contaminantes. E
possivel também que essa extracdo cause uma degradacdo de componentes bioativos, pois €
um método que utiliza altas temperaturas (CZAIKOSKI et al., 2015).

A prensagem mecénica, muito utilizada para extrair 6leos comestiveis, tem como
desvantagem o baixo teor de extragdo e a diminui¢ao da vida util dos compostos ativos, pois ¢
exposta a luz e ao oxigénio (HERRERO et al., 2006). Outra metodologia de extracdo e a por
fluido supercritico que foi desenvolvida e introduzida como uma alternativa as técnicas
convencionais de extragdo de 6leo. O CO, ¢ um solvente utilizado em condi¢des supercriticas
devido a sua ampla disponibilidade, e quando comparado a solventes organicos ser menos
toxico, € ndo contaminar o meio ambiente na sua extracdo e produgdo. Porém o CO,
supercritico tem uma menor eficiéncia na extracdo de triacilglicerideos comparado aos
solventes organicos, devido a sua baixa solubilidade. Além disso, outra barreira em sua
utilizagao em larga escala ¢ o custo de producao, pois tem poucos equipamentos disponiveis
no mercado (RAI et al., 2015).

A extragdo com fluido supercritico utilizando n-butano ¢ capaz de extrair
triacilglicerideos em baixas pressdes, utilizando um menor tempo de extragdo e uma
quantidade menor de solvente. E um modo de extragdo mais eficiente que o CO, supercritico
e outros métodos convencionais, pois tem maior eficiéncia na extracdo de compostos ativos

como tocoferodis, carotenoides e fitoesterdis (XU et al., 2016).



1.3.1-Arraste a vapor

A extragdo por arraste a vapor ¢ o método mais utilizado, pois este permite a
separacao de substancias mais volateis, a uma temperatura que esteja menor que seu ponto de
ebulicdo, assim evitando e deteriorando a altas temperaturas. Este tipo de destilacdo ¢
utilizado para isolar compostos que degradam a altas temperaturas e que sdo insoluveis em
agua. Este tipo de extracdo também ¢ empregado em Oleos naturais e resinas que podem ser
separados em partes volateis e ndo volateis e na recuperacao de solidos nao arrastaveis por
vapor de sua dissolu¢do, estando na presenca de um solvente (GONCALVES et al., 2011).

O arraste a vapor ¢ feito em um alambique, onde o material vegetal seco € colocado
dentro. A 4gua ¢ aquecida e libera vapor, entrando em contato com o material vegetal,
quebrando a membrana das bolsas intracelulares onde esta localizado o 6leo essencial; por se
tratar de moléculas leves de 6leo, ele evapora junto com o vapor de agua, indo através de um
tubo ao topo do destilador, onde serd resfriado e conseqiientemente condensado junto com a
agua. Vai ser formada uma mistura de 6leo e agua condensados, que serdo separados depois
por meio de decantagdo. Apds todo este processo ird sobrar uma agua, que tera compostos

extraidos da planta com potencial terapéutico.

Figura 3: Aparelho Clevenger, utilizado no arraste a vapor.
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Fonte: Mohamed A. Ferhat 2006

1.3.2-Extracao por solvente
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Na extragdo por solvente organico, o aparelho Soxhlet ¢ o mais utilizado, tendo uma

grande demanda no tempo de extracdo e na quantidade de solvente (JAHURUL et al., 2014).

No aparelho Soxhlet, o material vegetal deve ser envolto por papel filtro e ser
colocado no centro do aparelho. O solvente é aquecido dentro do baldo e libera vapor, este
vapor sobe até o tubo condensador onde ¢ resfriado e condensado, onde comega a acumular
onde se encontra o material vegetal. E um sistema continuo, o solvente evapora e condensa
por horas. Apds 4 horas do processo de extracdo, o 6leo extraido estard junto com o solvente
dentro do baldo. Uma grande vantagem deste método de extragdo ¢ a maior chance de
extracdo dos compostos presentes na amostra, pois a amostra ¢ triturada tendo um maior
contato de superficie e a amostra fica durante toda a extracdo imersa no solvente (VIROT et

al., 2007).

Figura 4: Aparelho Soxhlet
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Fonte: Kissila Costa 2017



2  OBJETIVOS
2.1-Objetivos gerais
Verificar se o 6leo de folhas de Ocotea minarum possui propriedades antiflingicas e
antioxidantes.
2.2-Objetivos especificos

e Extrair 6leo presente nas folhas de Ocotea minarum com o método de extragdo com
solvente organico, utilizando hexano e o aparelho Soxhlet;

e Analisar se o 6leo extraido possui atividade antioxidante pelo Teste de Captura do
Radical 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH);

e Analisar o potencial antifungico frente as leveduras: Candida albicans(90028),
Candida  glabrata(2001), Candida  krusei(6558), Candida tropicalis(750),
Cryptococcus gattii(59990) e Cryptococcus neoformans(32045) pelo teste de
microdilui¢do em caldo.



3 MATODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1-Preparo do material vegetal

Foram coletadas folhas de Ocotea minarum no estacionamento do FCBA (Faculdade
de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD),
Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil (latitude de 22 o 14“S e longitude de 54 o 49” W)
devidamente identificada com o auxilio da Professora Dra. Zefa Pereira.

Ap6s a coleta das folhas, estas foram devidamente higienizadas com solugao de hipoclorito de
sodio (1,5%) por 15 minutos, depois secas sobre papel pardo por dois dias. Posteriormente as

folhas foram colocadas em saco de papel e deixadas na estufa a 35 °C por 48 horas.

3.2-Preparo extrato de 6leo

O Extrato foi realizado no aparelho Soxhlet, extragdo quente com solvente organico.
Foram feitas 3 extracdes com 3 gramas de matéria seca triturada, cada extragdo utilizou 200

mililitros de hexano. A extragdo durou 5 horas (100 °C), rendendo 0,2425 gramas de 6leo.

Figura 5: aparelho em funcionamento

Fonte: o autor (2022).
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3.3-Microrganismos

As leveduras selecionadas foram obtidas da American Type Cultura Collection
(ATCC, Rockville, MD,EUA). Os microrganismos selecionados foram: Candida
albicans(90028), Candida glabrata(2001), Candida krusei(6558), Candida tropicalis(750),
Cryptococcus gattii(59990) e Cryptococcus neoformans(32045).

Para fazer o in6culo, as leveduras foram suspensas em solugdo salina estéril (0,9%
NaCl), depois foi medido em espectrofotdmetro em transmitancia a 530nm, onde corresponde

a uma concentracao de 2,5 x 10 * UFC/mL.

3.4-Concentragao inibitéria minima

O teste foi realizado pela técnica de microdiluicdo em caldo, de acordo com as
diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute, a padroniza¢do do documento
M27-A3 foi utilizada.

O ¢leo foi diluido com Twin e depois diluido (1: 2) para concentragdo de 1,9 e 100
u g/mL. Como controle foi colocado 100 ul. de meio de cultura e 50 ul. de extrato nos
pocos da primeira coluna da placa de 96 pocos. Foi utilizado 100 uL de indculo contendo
leveduras. Foi usado o meio de cultura RPMI-1640. A placa foi incubada a 35°C por 48
horas. O experimento foi realizado em duplicata.

Foi utilizado apenas o meio de cultivo RPMI-1640 como controle negativo e apenas

meio de cultivo RPMI-1640 com os in6culos como controle positivo.

3.5-Teste de Captura do Radical 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

O dleo foi diluido com Twin, e depois diluido (1:2) para concentragao de 1,9 e 100
w« g/mL, posteriormente foi feito o teste DPPH com a descri¢do de (YOA H. et al. 2012).

A solucgdo etandlica de DPPH foi colocada com 200 u L de controle positivo (4acido
ascorbico) e hidroxibutiltolueno (BHT) ou extrato de o6leo em concentragdes de
0,1-2000 ¢ g/mL em 80% de etanol. Apos incubar por 30 minutos em local escuro, foi lida a
absorbancia no espectrofotdmetro a 517 nm. A absorbancia de cada amostra foi transformada
em porcentagem de inibi¢do de radicais livres usando a formula abaixo. Os ensaios foram

realizados em triplicata.



Radical scavenging (%)=(Abs control-Abs sample)/Abs control x 100

11
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1-Concentragao inibitoria minima do 6leo de Ocotea minarum

Microrganismos EOF
MIC
Candida albicans >1000
Candida glabrata >1000
Candida krusei >1000
Candida tropicalis >1000
Cryptococcus gattii >1000
Cryptocccus neoformans >1000

EOF: Extrato oleoso de folha

MIC: Concentragao inibitéria minima

A placa foi incubada por 48 horas a 35°C, foi feita duas leituras, uma nas primeiras
24 horas e outra quando completou 48 horas. As leveduras Candida albicans(90028),
Candida glabrata(2001), Candida krusei(6558), Candida tropicalis(750), Cryptococcus
gattii(59990) e Cryptococcus neoformans(32045) cresceram em todas as concentragdes do
extrato oleoso de folha (EOF) foi diluido, apenas no controle negativo ndo houve

crescimento.

Figura: Microdilui¢do em caldo
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Fonte: o autor (2022).

Conforme trabalhos anteriores, o extrato etanolico de Ocotea minarum demonstrou
atividade antifiingica contra as cepas de Candida tropicalis em uma concentracdo de 64
mg/mL e contra as cepas de Candida krusei na concentracdo de 1024 mg/mL. O extrato nao
inibiu o crescimento das espécies Candida albicans e Candida glabrata (RODRIGUES ET
AL., 2014).

Os compostos bioativos que ja foram identificados nas folhas desta planta sdo

alcaldides, flavonoides, sesquiterpeno e cumarina( GARCEZ et al., 2005 ).

Foram isolados 9 diferentes sesquiterpenos do extrato etanolico de folhas de Ocotea
minarum, onde 4 deles apresentaram acdo antifingica contra Candida albicans, Candida

krusei e Cryptococcus neoformans, os outros isolados se mostraram eficientes contra Candida

tropicalis NOGUEIRA et al. , 2021).

Extrato etandlico de folhas de Ocotea minarum foi usado para testar seu efeito de
mortalidade em Spodoptera frugiperda, pois a planta possui em sua composi¢ao alcaldides,
porém o extrato ndo apresentou mortalidade significativa sobre o inseto (RODRIGUES et all.,

2008).

A provavel explicacdo para que o extrato etanolico tenha mostrado resultados
efetivos contra as cepas de leveduras do género Candida e o 6leo ndo, € por que a extracao de
0leo com solvente organico ndo foi eficiente em extrair os componentes bioativos presente

nas folhas de Ocotea minarum.

4.2.1- Teste de Captura do Radical 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

Concentragao 100 50 25 12,5

% Acgao antioxidante 9,77% 5,51% 2,83 1,41%
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A agdo antioxidante do 6leo de Ocotea minarum pelo Teste de Captura do Radical
2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) apresentou a¢do antioxidante de 9,77% na concentragao
de 100; 5,51% na concentragao de 50; 2,83% na concentragao de 25 e 1,41% na concentragao

de 12.5.

A literatura mostra que o extrato etandlico de casca de Ocotea minarum apresenta
um grande teor de compostos fendlicos e taninos, ja o extrato etandlico de folhas de Ocotea
minarum apresenta grandes niveis de flavondides. Foi identificado acido cafeico, acido
p-cumdrico , quercetina, acido rosmarinico e luteolina no extrato etanolico de folhas de
Ocotea minarum. A atividade antioxidante dos extratos etandlicos de folha e casca
apresentaram resultados 6timos em comparacdo com o controle (4cido ascorbico e BHT),
porém o extrato etanolico de folha de Ocotea minarum apresentou um maior potencial

antioxidante, tendo 90,12 % de acao antioxidante (BELARMINO-2018).

O extrato de 6leo demonstrou uma atividade antioxidante insignificante, € nenhuma
das concentragdes teve um valor acima de 10%. Uma provavel justificativa para a baixa
atividade antioxidante ¢ que o método de extragdo foi ineficiente na extragdo dos compostos
fenolicos, flavonoides e taninos. Outra possivel justificativa é o método de extragdo a quente,
pois a literatura mostra que o tempo de extracdo e a temperatura estdo relacionados com a
composi¢ao final de compostos antioxidantes no extrato, sendo quanto maior o tempo e
temperatura menor sera a concentracao destes compostos (ZANELA J. et al. 2018); e também
por se tratar de um solvente toxico, € possivel que a toxicidade do hexano em conjunto com a

alta temperatura tenha degradado os compostos bioativos(CZAIKOSKI et al., 2015).
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5  COSIDERACOES FINAIS

O ¢6leo de Ocotea Minarum extraido pelo método quente Soxhlet, ndo demonstrou
atividade antifingica contra as cepas Candida em nenhuma das concentragdes testadas.
Apesar de ter apresentado atividade antioxidante, foi baixa, onde o uso de seu 6leo ndo sera
eficiente no uso de acdo antioxidante como medicamento topico, fitocosmético € nem como

aditivo em cosméticos, porém outras atividades biologicas podem ser buscadas.
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