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RESUMO

Bixa orellana é uma planta advinda da América do Sul, comumente utilizada para fins econémicos e
terapéuticos. Este estudo teve como objetivo determinar o perfil quimico e avaliar a atividade
antimicrobiana do extrato acetdnico das sementes de Bixa orellana. A identificacdo e quantificacdo dos
compostos quimicos foi realizada através de prospeccédo fitoquimica e por CLAE-DAD (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia - detector de arranjo de diodos). A analise da atividade antimicrobiana foi
realizada através do método de microdiluicdo em caldo e determinada a Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) para cepas padrdo bacterianas e fungicas. Foi identificada a presenca de fenois e flavonoides. O
extrato apresentou atividade antibacteriana significativa (CIM<1000 pg/ml) contra cepas padrdo
Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholareae e Staphylococcus aureus.
Entretato ndo houve inibicdo do crescimento fangico para Aspergillus niger e Penicillium notatum. Com
0s resultados obtidos, é possivel inferir que o extrato de B. orellana apresenta compostos bioativos com
propriedades antibacterianas.
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ABSTRACT

Bixa orellana is a plant from South of America, commonly used for economic and therapeutic purposes.
This study aimed to determine the chemical profile and evaluate the antimicrobial activity of the acetone
Bixa orellana seeds extract. The identification and quantification of chemical compounds was performed
by phytochemical prospection and by HPLC-DAD (High Performance Liquid Chromatography - Diode
Arrangement Detector). The analysis of antimicrobial activity was performed using the broth microdilution
assay and the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined for standard bacterial and fungal
strains. The presence of phenols and flavonoids was identified. The extract showed significant antibacterial
activity (MIC<1000 pg/ml) against standard strains Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Vibrio cholareae and Staphylococcus aureus. However, there was no inhibition of fungal
growth for Aspergillus niger and Penicillium notatum. With the results obtained, it is possible to infer that
the extract of B. orellana has bioactive compounds with antibacterial properties.
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INTRODUCAO

As plantas tém sido amplamente utilizadas como fonte de inimeras substéancias,

ao longo de geracGes, como fragrancias, aromatizantes, inseticidas, pigmentos e no
tratamento de diversas enfermidades (Fachini et al., 2012), contribuindo para a descoberta
e desenvolvimento de novas ferramentas farmacologicas (Newman; Cragg, 2020).
Bixa orellana é uma planta arbustiva pertencente & familia Bixaceae originaria da
América do Sul (Silva et al., 2010). Sua importancia econdmica se da principalmente
devido as suas sementes, que produzem um corante natural, amplamente utilizado na
industria alimenticia em substituicdo aos corantes sintéticos (Leal; Clavijo, 2010; Guesmi
etal., 2013).

Popularmente, B. orellana € utilizada como antipirético, afrodisiaco, antidiarreico,
antidiabético e repelente de insetos. Estudos farmacoldgicos mostram que as sementes de
B. orellana tém efeitos antimicrobianos, anti-inflamatdrios, antioxidantes, hipoglicémicos
e citotdxicos (Shahidul-Islam et al., 2016; Vilar et al., 2014). As propriedades terapéuticas
e aplicagdes industriais das sementes de urucum estdo diretamente relacionadas ao
conteddo de carotenodides, especialmente a bixina, o principal apocarotendide desta
espécie (Priya et al., 2017; Rivera-Madrid et al., 2016).

Portanto, o objetivo deste estudo foi caracterizar o perfil fitoquimico e avaliar as
atividades antibacterianas e antiflngicas e do extrato acetdnico de B. orellana.

MATERIAL E METODOS
Coleta do Material Botanico
As sementes de urucum foram obtidas no “Shopping Popular Belizario de Sousa

Primo” localizado no centro do municipio de Crato, Ceard, Brasil.

Preparacao do Extrato

Para a preparacdo do extrato acetdnico, 95 gramas das sementes da B. orellana
foram macerados e submetidas a extragdo com acetona, em aparelhagem de Soxhlet por
um periodo de 3 horas. Posteriormente, o material foi filtrado e transferido para um
evaporador rotativo acoplado em banho-maria, para a completa remocéo de qualquer

trago de solvente organico.

Prospeccao Fitoquimica

501



A identificacdo das classes de compostos quimicos foi realizada de acordo com a
metodologia de Matos (1997). Os testes foram baseados na observacao visual da mudanca
colorimétrica e/ou formacéo de precipitados apés a adicdo de reagentes especificos na

solucdo do extrato.

Quantificacao de compostos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A andlise cromatogréfica foi realizada em sistema CLAE-DAD (Shimadzu,
Kyoto, Japdo), destaque Auto Sampler (SIL-20A), equipado com Shimadzu LC-20AT
com duas bombas alternadas ligadas ao desgaseificador DGU 20A5 com o integrador
CBM 20?2, UV-VIS com detector DAD (detector de arranjo de diodos) SPD-M20A e
Software LC solucéo 1,22 SP1. Foram utilizadas colunas C18 (4,6 mm x 250 mm) com
particulas medindo 5 pm de didmetro. As amostras foram dissolvidas em solvente polar
em concentracOes pré-determinadas. Foram utilizados padrbes de compostos fendlicos
(&cidos galico, clorogénico e caféico) e flavonoides (quercetina, rutina e campferol) para
comparacao de perfis e tempos de retencdo. A andlise cromatogréfica foi realizada em
temperatura ambiente e em triplicata. O limite de deteccdo (LOD) e o limite de
quantificacdo (LOQ) foram calculados com base no desvio padrdo das respostas e no

declive das trés curvas analiticas independentes utilizadas (Boligon et al., 2015).

Determinacéo da concentracéo inibitoria minima (CIM)

Os microorganismos utilizados foram obtidos através do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz — Fiocruz,
Ministério da Saude. Cinco linhagens padrdo de bactérias foram utilizadas, sendo quatro
gram-negativas Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus vulgaris (ATCC 13315),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC15442), Vibrio cholareae (ATCC 15748) e uma gram-
positiva Staphylococcus aureus (ATCC 6538), além de duas linhagens de fungos
Aspergillus niger (ATCC 16404) e Penicillium notatum (ATCC 40012).

Os ensaios para determinacdo da CIM do extrato foram efetuados através do
método de microdiluicdo em caldo (NCCLS, 2003), em placas de microdiluicdo de 96
pogos, com concentragdes variando de 1024 a 0,5 pg/mL. As suspensOes bacterianas
previamente padronizadas foram suspensas em caldo BHI para a obtencdo da
concentragéo final de 10° UFC/mL. As placas de microdiluicdo foram incubadas por 24

horas a 37°C. Apds a incubag&o, a solugéo rezarurina sodica foi adicionada em cada poco
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da placa como indicador colorimétrico de crescimento bacteriano, com a mudanca de
coloracéo azul para rosa (Palomino et al., 2002). A CIM foi determinada como sendo a
menor concentragdo do extrato responsavel por inibi¢do do crescimento bacteriano.
Quanto as suspensdes fungicas, estas foram previamente preparadas em meio
PDA (Agar batata dextrose) e levadas para a estufa por um periodo de 96h. Apés esse
periodo, foram realizadas microdiluicBes em placa juntamente com o extrato de urucum
e levadas para a estufa por um periodo de 24h a 37° C. A presenga de turvacédo foi o

indicativo de crescimento flngico.

Anédlise Estatistica
Os resultados dos ensaios para os testes de CLAE foram analisados pelo modelo
ANOVA e teste de Tukey e expressos como média £ D.P. Resultados com p <0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS
Prospeccao fitoquimica

No teste de prospeccdo fitoquimica, o extrato de B. orellana indicou a presenca
das seguintes classes de metabdlitos: fendis e flavondides (flavonas, flavononas,
flavonois, flavononois, xantonas, chalconas, auronas) (Tabela 1).

Tabela 1 — Perfil fitoquimico do extrato acetbnico das sementes de B. orellana; 1: Fendis; 2:
Flavononas; 3: Flavonois; 4: Flavonondis; 5: Flavonas; 6: Xantonas; 7: Chalconas; 8: Auronas;

9: Alcaloides; (+) presenca; (-) auséncia.

Classes de metabolitos

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Extrato  + + + - + + + + -

Fonte: Préprio autor

Analise do perfil da CLAE-DAD.

Através das analises por CLAE, o extrato acetonico de B. orellana revelou a
presenca de acido galico (tempo de retencdo-tR = 12,07 min; pico 1), catequina (iR =
15,92 min; pico 2), acido clorogénico (tR = 20,35 min; pico 3), &cido cafeico (tR = 22,18
min; pico 4), derivado acido cafeico (tR = 24,67 min; pico 5), acido elagico (tR = 29,04
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min; pico de 6), epicatequina (tR = 31,85 min; pico de 7), luteolina (tR = 38,01 min; pico
de 8), derivado luteolina (tR = 39,97 min; pico de 9), apigenina (tR = 44,19 min; pico 10)
e quercetina (tR = 48,03 min; pico 11) (Figura 1 e Tabela 2), evidenciando a presenca de
diferentes tipos e concentracdes de acidos fendlicos e flavonoides. A quercetina,
apigenina e o derivado de luteolina foram os metabolitos com maiores tempos de
retencéo.

Dentre os compostos, o acido cafeico, um acido fendlico, apresentou maiores
quantidades em relacdo aos outros componentes (18,47 = 0,01 mg/g), seguido pelos
flavonoides luteolina (14,18 + 0,02 mg/g) e apigenina (14,35 + 0,02 mg/g). Em
contrapartida, o flavonoide catequina, foi 0 composto que apresentou menor quantidade
(1,09 £ 0,02 mg/g).

Figura 1 — Representacdo do perfil da cromatografia liquida de alta eficiéncia do extrato
acetdnico das sementes de B. orellana. Acido gélico (pico 1), catequina (pico 2), acido
clorogénico (pico 3), acido caféico (pico 4), derivado acido caféico (pico 5), acido elagico (pico
6), epicatequina (pico 7), luteolina (pico 8), derivado luteolina (pico 9), apigenina (pico 10) e
guercetina (pico 11).
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Fonte: Préprio autor

Tabela 2 — Composicdo de compostos fendlicos e flavonoides quantificados por CLAE em
amostra de extrato aceténico de B. orellana. "Quantificado foi acido cafeico, * quantificado foi
luteolina. LOD limite de deteccdo (ng/ml), LOQ limite de quantificagdo (ng/ml). Resultados séo
expressos em media £ DP, para triplicatas. Médias seguidas por letras diferentes diferem pelo
teste de Tukey p <0,05.

Extrato acetbnico LOD LOQ
Composto

mg/g % pg/mL ug/mL
Acido galico 2,15 +0,03* 0,21 0,017 0,056
Catequina 1,09 +0,02° 0,10 0,023 0,075
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Acido clorogénico 2.31+0,018 0,23 0,009 0,030

Acido caféico 18,47 £0,01° 1,84 0,035 0,114
Acido caféico (derivado)” 13,92 +0,02¢ 1,39 - -

Acido elagico 7,05 + 0,01 0,70 0,012 0,039
Epicatequina 2,79 £0,03* 0,27 0,018 0,059
Luteolina 14,18 + 0,02¢ 141 0,029 0,096
Luteolina (derivado)® 17,39 +0,01° 1,73 - -

Apigenina 14,35 + 0,02¢ 1,43 0,031 0,102
Quercetina 1,56 + 0,02° 0,15 0,040 0,132

Fonte: Préprio autor

Atividade antimicrobiana

No teste de microdiluicdo foi determinada a concentracdo inibitéria minima
(CIM) do extrato de B. orellana contra as cepas testadas. Observou-se que o0 extrato
apresentou valores de CIM inferiores a 1024 ug/mL, variando entre 512 e 256 pg/mL
(Tabela 3), mostrando que o extrato apresentou efeito antibacteriano. Em relacdo as
analises frente as duas linhagens de fungos analisadas, A. niger e P. notatum, o extrato

ndo obteve uma atividade antifingica considerada satisfatoria, com CIM >1024 pg/mL.

Tabela 3 — Valor da CIM do extrato acetbnico de B. orellana contra cepas bacterianas
multirresistenes.

MIC (png/mL)
Microrganismo testado Extrato de B. orellana
Escherichia coli ATCC 25922 512
Proteus vulgaris ATCC 13315 256
Pseudomonas aeruginosa ATCC15442 512
Vibrio cholerae ATCC 15748 256
Staphylococcus aureus ATCC 6538 512

Fonte: Préprio autor

DISCUSSAO
Os constituintes presentes nas plantas medicinais sdo importantes biomoléculas

ativas, entre elas, os compostos fenolicos. Estes, podem ser classificados em fendis
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(estruturas mais simples) como por exemplo o acido caféico e o &cido galico e em
polifendis (moléculas mais complexas), como é o caso dos flavonoides e estilbenos. Esses
metabolitos apresentam diversas atividades incluindo, antioxidantes, antibacterianas,
antifangicas, anti-inflamatorias e antitumorais (Cheynier, 2012; Rodrigues et al., 2019).

Através da prospeccao fitoquimica e CLAE-DAD, as sementes de B. orellana
demonstraram a presenca tanto de fendis quanto de diversos flavonoides como visto
também por Karmakar et al. (2018) e a auséncia de alcaloides, assim como Fleisher et al.
(2003) e dos componentes encontrados no extrato, o acido caféico, a luteolina e apigenina
foram os compostos encontrados em maiores quantidades.

Os fendis sdo compostos aromaticos presente de forma abundante no reino vegetal
(Mishra et al., 2009). Da classe dos fendis e acidos fenolicos, os acidos cindmico e caféico
sd0 0s ativos mais comumente encontrados do grupo derivado do fenilpropano (Cowan,
1999), além disso, o &cido caféico € um dos principais compostos de maior interesse, por
apresentar atividade antioxidante (Heleno et al., 2015).

A atividade dos flavonoides depende intrinsicamente de sua estrutura quimica,
grau de hidroxilacdo, substituicdes e conjugacdes, além do grau de polimerizacao (Kelly;
Anthony; Dennis, 2002).

O extrato de B. orellana foi efetivo em inibir o crescimento tanto de bactérias gram
negativas quanto da gram positiva, tendo um efeito maior nas gram negativas P. vulgaris
e V. cholerae. Tanto os fendis quanto os flavonoides presentes no extrato das sementes
de B. orellana, podem ter sido os responsaveis pela inibicdo do crescimento bacteriano.
Fleisher et al. (2003) e Karmakar et al. (2018) também observaram uma inibicdo do
crescimento bacteriano com o extrato etanélico das sementes de B. orellana frente as
bactérias S. aureus, P. aeruginosa e E. coli, assim como apresentado no presente estudo.

Segundo Borges et al (2012), substancias fitoquimicas podem ser consideradas
antimicrobianas quando a CIM estiver entre 100-1000 ug/ml. Em relacdo a atividades, de
acordo com Morales et al. (2008), a inibicdo do crescimento bacteriano pode ser
considerada: ativa, quando CIM<100 pg/ml; moderada, quando CIM se encontra entre
100-500 ug/ml; fraca, quando CIM esté entre 500-1000 ug/ml; sem atividade, quando
CIM>1000 ug/ml.

Baseado nesse critério, 0 extrato apresentou uma inibicdo moderada do

crescimento bacteriano contra P. vulgaris e V. cholerae, uma fraca inibigéo contra E. coli,
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P. aeruginosa e S. aureus, e sem atividade antifungica contra A. niger e P. notatum. Nesse
caso, o extrato de B. orellana pode ser classificado como um agente antibacteriano.

A atividade antimicrobiana das sementes de B. orellana tambem foi evidenciada
em relacdo as bactérias Streptococcus mutans e Streptococcus sanguinis (Medina-Flores
et al., 2016). Sabe-se que em plantas, os polifendis atuam no combate a infeccdes
microbianas. Dessa forma, sua atuagdo se estende para varios tipos de microrganismos
em estudos in vitro (Kumar; Pandey, 2013).

Os flavonoides podem se comportar como agentes antibacterianos atraves de trés
mecanismos diferentes: danos da membrana citoplasmatica, inibi¢do da sintese de acidos
nucleicos e pela inibicdo do metabolismo energético (Cushnie; Lamb, 2011). Sabe-se que
os flavonoides sdo capazes de formar complexos com proteinas extracelulares e sollveis
ou formar complexos com a parede bacteriana (Cowan, 1999). Dentre 0os compostos
fenolicos encontrados no extrato de B. orellana, a alguns deles ja foi atribuida atividade
antibacteriana, como é o caso dos cidos caféico, galico e clorogénico, que demonstraram
ser efetivos contra S. aureus (Luis et al, 2014).

CONCLUSAO

Os dados obtidos neste estudo demonstram que o extrato acetonico de B. orellana
mostrou-se como um importante ativo, apresentando atividade antibacteriana e a presenca
de fenois e flavonoides, compostos de importante valor biolégico. Como um produto
natural, o urucum pode se tornar uma alternativa interessante no suporte a infecgbes
bacterianas. Mais estudos sdo necessarios para avaliar com mais precisao as propriedades
antimicrobianas das sementes de B. orellana, assim como seus possiveis efeitos adversos

e interacdes medicamentosas.
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