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Influéncia da secagem nos potenciais bioldgicos do 6leo essencial de Bixa orellana L.
Influence of drying on the biological potentials of Bixa orellana L. essential oil
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Resumo

Objetivou-se avaliar a influéncia da temperatura da secagem das folhas de Bixa orellana L.
nas propriedades biologicas dos o6leos essenciais (OE’s) obtidos. O material vegetal foi
coletado e submetido a estufa convectiva de ar em temperaturas entre 35-55 °C. Os OE's
foram obtidos através de hidrodestilacdo. O ensaio antimicrobiano foi realizado a partir do
Método de Difusdo de Disco frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Para o
bioensaio de toxicidade avaliou-se a letalidade dos OE’s frente a Artemia salina. Foram
observadas diferencas significativas nas propriedades dos OE's. A temperatura de 45 °C
permitiu obter a acdo bactericida mais eficiente frente aos microrganismos testados e a
toxicidade também foi verificada para o OE obtido nesta temperatura. Este estudo conclui
através das atividades analisadas que a temperatura de secagem influencia nas propriedades
dos OE's e a temperatura de 45° é afirmada como a mais indicada para B. orellana em virtude

do melhor desempenho das propriedades tanto no ensaio antimicrobiano quanto de toxicidade.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the influence of drying temperature of Bixa
orellana L leaves. the biological properties of the essential oils (EOs) obtained. The plant
material a was collected and submitted to a convectiva greenhouse of air at temperatures 35-
55 °C. The EOs were obtained by hydrodistillation. The antimicrobial assay was performed
using the Disk Diffusion Method against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. For
the biotoxicity assay, the lethality of the EOs in front of Artemia salina was evaluated.
Significant differences were observed in the properties of OE's. The temperature of 45 °C
allowed to obtain the most efficient bactericidal action against the microorganisms tested and
the toxicity was also verified for the EO obtained at this temperature. This study concludes
through the analyzed activities that the drying temperature influences the properties of EOs
and the temperature of 45° is stated as the most indicated for B. orellana due to the better
performance of the properties both in the antimicrobial assay and toxicity.

Keywords: Essential oil; Bixa; Leaves.

Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar la influencia de la temperatura de secado de las hojas
de Bixa orellana L. de las propiedades biolégicas de los aceites esenciales (AE) obtenidos. El
material vegetal fue recogido y sometido a un convectivo invernadero de aire a temperaturas
35-55 °C. Los OE se obtuvieron por hidrodestalo. El ensayo antimicrobiano se realiz6 a partir
de lo Método de difusion de disco contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Para el
ensayo de biotoxicidad, se evalué la letalidad de las AE frente a Artemia salina. Se
observaron diferencias significativas en las propiedades de los AE. La temperatura de 45 °C
permitio obtener la accién bactericida mas eficiente contra los microorganismos analizados y
también se verifico la toxicidad para la AE obtenida a esta temperatura. Este estudio concluye
a través de las actividades analizadas que la temperatura de secado influye en las propiedades
de los AE y la temperatura de 45 °C se indica como la mas indicada para B. orellana debido
al mejor rendimiento de las propiedades tanto en el ensayo antimicrobiano como en la
toxicidad.

Palabras clave: Aceite esencial; Bixa; Hojas.
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1. Introducgéo

A secagem e 0 armazenamento sdo etapas fundamentais entre os processos pos-
colheita para a obtencdo de produtos de qualidade, que sdo a base para a fabricacdo de
fitoterapicos. A secagem é um procedimento complexo devido a estrutura e composi¢édo do
material, aos fendbmenos de transporte envolvidos e a variabilidade bioldgica. A taxa de
secagem depende de variaveis como temperatura, velocidade, umidade relativa do ar seco e
caracteristicas do produto. Assim, a modelagem matematica e a simulacdo desse processo sdo
ferramentas Gteis para lidar com sua complexidade e obter condi¢des operacionais adequadas
(Castro et al., 2018; Martinazzo et al., 2013).

Portanto, os efeitos positivos e negativos do processo de secagem dependem das
condicOes e de acordo com a sensibilidade das substancias quimicas, que podem ser perdidas
pela volatilizacdo, como é o caso dos dleos essenciais (OE’s) (Lemos et al., 2012; Ozdemir et
al., 2018). Além disso, os OE's sdo usados em formulacbes tOpicas, por terem acdo
antimicrobiana, podem inibir o crescimento bacteriano e promover o processo de cicatrizagao
de feridas, proporcionando uma melhor alternativa ao tratamento (Modarresi et al., 2019).

Estas varias combinacbes de constituintes quimicos apresentadas pelos OEs podem
controlar a oxidacdo de alimentos e bactérias que tém resisténcia consistentemente alta a
agentes antimicrobianos como Salmonella cholerasuis, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Embora o OE represente uma possibilidade
interessante para a preservacdo dos alimentos, é necessario conhecer suas propriedades
antibacterianas e antioxidantes  (Gutierrez et al., 2008; Hyldgaard et al., 2012). Nesse
contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da secagem na toxicidade do

OE das folhas por B. orellana.

2. Metodologia

2.1. Coleta, selecdo e preparo do material vegetal

As folhas frescas coletadas de B. orellana L. para realizacdo da cinética de secagem
foram depositadas no Herbario Atico Seabra da Universidade Federal do Maranhdo sob o
registro de n°00815, na cidade de S&o Luis-MA, em julho de 2019. As folhas foram coletadas
manualmente pela manhd, e o material foi transportado em embalagens térmicas para o

Laboratério de Pesquisa e Aplicacdo de Oleos Essenciais da Universidade Federal do
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Maranhdo (UFMA) para triagem, determinacdo do teor de agua e secagem em estufa digital
de ar convectivo FANEM 520. Além disso, as folhas foram selecionadas a partir dos aspectos
visuais, utilizando apenas material vegetal ndo danificado. Foram feitos cortes manuais, com
cautela na padronizacdo dos cortes, onde os cortes foram realizados transversalmente em

partes de no maximo 5 cm de comprimento e 2 cm de largura.

2.2.  Secagem e obtencdo dos dleos essenciais

A secagem das folhas de B. orellana L. foi realizada estufa digital de ar convectivo
FANEM 520, com velocidade do ar padrdo em 1 m/s, em dias alternados utilizando as
temperaturas de 35, 45 e 55 °C em lotes diferentes e a umidade relativa do ar (RH) do ar
ambiente foi monitorada através de um termoidrometro digital (modelo INS-28 Intrusul).

Para extracao de cada OE obtido das folhas secas em 35-55 °C, utilizou-se a técnica de
hidrodestilagdo com um extrator de Clevenger de vidro acoplado a um baldo de fundo
redondo acondicionado em manta elétrica como fonte geradora de calor. Foram utilizadas
200g das folhas secas de B. orellana, adicionando-se agua destilada (1:10). A hidrodestilacao
foi conduzida a 100°C por 3h recolhendo-se o OE extraido. Cada OE foi seco com sulfato de

sodio (Na2SO4) e armazenado para posteriores analises.

2.3. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada segundo a técnica de difusdo de disco do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015) que padroniza os testes de
sensibilidade de antimicrobianos por disco-difusdo, utilizando-se suspensfes padronizadas de
cepas de Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
distribuidas em placas contendo meio de cultura Agar Mueller Hinton (AMH) acrescidas de
discos contendo 20 uL do OE. Como controle positivo utilizou-se Gentamicina (30 pg). As
placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35 °C/24 h. Os diametros dos halos de

inibicdo foram mensurados. Esses ensaios foram feitos em triplicata.

2.4. Ensaio de toxicidade

Este ensaio foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Meyer et al.

(1982). Para a avaliagdo da letalidade de Artemia salina Leach, foi preparada uma solucéo
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salina estoque de cada OE na concentragdo de 10.000 mg L e 0,02 mg de Tween 80 (tenso
ativo). Foram realizadas diluigOes a fim de obtermos concentrag@es de 10, 100 e 1000 mg L,
respectivamente. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas, onde dez larvas na fase
nauplio foram transferidas para cada um dos tubos de ensaio. Para o branco utilizou-se 5 mL
da solugdo salina, para o controle positivo K.Cr.O7 e para o controle negativo 5 mL uma
solugdo 4 mg L de Tween 80. Apés 24 horas, realizou-se a contagem das larvas vivas,
considerando-se mortas aquelas que ndo se movimentaram durante a observagéo e nem com a
leve agitacdo do frasco. Adotou-se o critério estabelecido por Dolabela (1997) para
classificacdo da toxicidade. A analise estatistica dos dados foi realizada de acordo com o
método de Reed&Muench (1938).

3. Resultados e Discusséo
3.1.  Atividade antimicrobiana de OE's

O resultado do ensaio antimicrobiano é visualizado por um halo de inibicdo formado
pela capacidade do OE de inibir o crescimento microbiano, assim os diametros dos halos de

inibicdo para a acdo dos OE's contra as bactérias sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Diametro dos halos de inibi¢cdo (mm) para acéo do OE.

OE 35°C OE 45 °C OE55°C
Microorganismos

Diametro dos halos de inibi¢cdo (mm)

E. coli NI* 12 (11-13) NI*

S. aureus 7 (6-7,5) mm 21 (20-21,5) NI*

Nota: *NI: N&o houve inibicdo do microrganismo pela a¢cdo do OE testado; Fonte: Autores.

De acordo com Moreira et al. (2005) as bactérias sdo consideradas sensiveis a acdo
dos OE's quando apresentam halos de inibicdo superiores a 9 mm, tendo em vista a acao
desses produtos naturais. A partir dessa classificacdo, foi possivel verificar que a E. coli era
sensivel apenas a acdo de OE extraido das folhas de B. orellana secas a 45°C. Para S. aureus
apenas 0 OE das folhas secas a 35 e 55 °C ndo mostrou atividade bactericida. Os resultados
observados no teste de difusdo do disco apresentados na Tabela 1 mostram que o OE obtido

pela secagem B. orellana L. a 45 °C foi mais eficiente na inibicdo da bactéria S. aureus,
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revelando um halo de inibicdo de 21 mm, comparando com OE obtido usando a temperatura
de 35 °C onde inibiu a mesma bactéria em apenas 7 mm, enquanto o OE obtido da planta seca
a 55 °C ndo apresentou potencial biol6dgico bactericida. Portanto, o potencial bactericidal foi
definitivo na escolha da temperatura de secagem. Para a bactéria E. coli, a temperatura de
secagem novamente influenciou o potencial biolégico do OE. O OE obtido a partir das folhas
secas a 45 °C apresentou o melhor desempenho bactericida com um halo de 12 mm e
novamente o OE de 55 °C néo apresentou potencial bactericida, bem como o OE de 35°C.
Estudos ja relataram a acdo inibitoria de B. orellana L. em S. aureus. Gongalves, et al.
(2005) realizaram testes com extrato comercial de sementes de annatto em bactérias Gram-
positivas, incluindo S. aureus e comprovou que apresentava halos de inibicdo de atividade
antimicrobiana de 15 mm. Em outra pesquisa feita por Silva et al. (2018) confirmaram
atividade antimicrobiana de extrato de sementes maduras na bactéria S. aureus e E. coli com

halo de 18 mm e 12 mm de didmetro, respectivamente.

3.2. Toxicidade dos Oes

Os resultados obtidos no ensaio de toxicidade dos OE's séo apresentados na Tabela 2, ,
onde é possivel observar que o aumento da concentracdo letal aumenta com o aumento da
temperatura. A toda a temperatura, o OE de folhas de B. orellana mostrou-se nao téxico.

Tabela 2. CLso para acgdo dos OEs contra Artemia salina.

OE CLso Classificacéo
35°C 261,11 (256,01-266,21) mg L* Atoxico
45°C 280,25 (277,95-282,55) mg L* Atoxico
55 °C 315,44 (311,00-319,88) mg L* Atoxico

Fonte: Autores.

O ensaio de toxicidade in vitro contra Artemia salina € um bioensaio rapido e de
baixo custo e tem sido uma das ferramentas mais utilizadas para avaliagdo preliminar de
toxicidade e pode ser usado na triagem de novos medicamentos antiespasmoédicos e
antimalaricos (Ameen, et al., 2011; Kpadonou Kpoviessi et al.,, 2012). A toxicidade é
classificada a partir da obtencdo de CLso (Concentracdo Letal 50%) para a acdo do OE contra

larvas de Artemia salina . Uma CLso. Muitos estudos tém demonstrado que a toxicidade de
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um composto contra Artemia salina se correlaciona com a atividade citotoxica contra
tumores humanos, McLaughlin et al. (1998) relatou que este bioensaio levou a descoberta de
uma nova classe de agentes ativos antitumorais ativos, e também esté relacionado a atividade
contra 0 Trypanosoma cruzi, um protozoario causando a doenca de chagas (Alves et al., 2000;
Zani et al., 1995), e com as atividades viruscida, antifingica e antimicrobiana (McRae et al.,
1988).

Em um estudo conduzido por Aseervatham et al. (2012) ao utilizar extratos das folhas
de B. orellana mostrou um efeito ndo téxico contra Artemia salina, demonstrando que
extratos de outras partes da mesma planta podem conter diferentes ingredientes ativos, que
podem afetar toxicamente contra as mesmas espécies testadas. Vilar et al. (2015) constataram
que as raizes apresentaram resultados negativos para toxicidade para Artemia salina. Assim,
os resultados apresentados mostram a importancia do estudo com o OE, sendo que foi
verificada atoxicidade no produto obtido.

4. Consideragdes Finais

Através dos resultados obtidos, a temperatura de secagem a 45 °C é a mais indicada
para a espécie B. orellana L., neste estudo. Uma vez que, nesta temperatura, apresentou a
melhor atividade bactericida do OE obtido e atoxicidade frente Artemia salina, incentivando
assim seu potencial de aplicagdo. Como propostas futuras sugere-se o estudo da influencia da

secagem na composicao quimica dos OE’s extraidos.
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