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Resumo:Varias espécies vegetais sao utilizadas na medidpalar, no entanto, pouco se conhece sobre senqial
medicamentoso. Sabendo-se que a resisténcia dos-onganismos aos antimicrobianos esta crescerddescoberta
de novos medicamentos é limitada, torna-se imptrtarbusca por novas substancias originadas déaglaativas
como Ocotea odorifera (sassafras). Neste trabalho, foi realizada a a@diala atividade antimicrobiana de extratos de
caule, folhas e casca do caule dessa espécie.lidgimda atividade antimicrobiana e a determinaigiooncentragao
inibitéria minima (CIM) foram realizadas por mei@ décnica de difusdo em agar e microdiluicdo endocal
respectivamente. Os micro-organismos testados f@asillus subtilis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis H37, Candida
glabrata, Candida parapsilosis, Candida albicans e Saccharomyces cerevisae. Observou-se que houve formacédo de
halos de inibicdo para as bactérias Gram-positteas excecdo d&. faecalis, que ndo apresentou halos de inibicao
assim como as bactérias Gram-negativas. Na detegé&onda CIM, verificou-se que concentracdes ent@l0a 6,250
mg/mL foram capazes de inibir o crescimento dastébas Gram-positivas.. No caso das leveduras semen
Saccharomyces cerevisae mostrou-se sensivel. Nao houve formacédo de hatomiblicdo paraM. tuberculosis. O
extrato da casca do caule foi o mais efetivo. Galteados obtidos permitem concluir que os extragstados
apresentam-se promissores para a obtencdo de sglystsincias com atividade antimicrobiana, prinoigalte sobre
bactérias Gram-positivas.

Palavras-chavedcotea odorifera. Sassafras. Atividade antimicrobiana. CIM. Difuséo agar.

DESCRIPTION OF OCOTEA ODORIFERA'S (VELLOZO) ROHWER ANTIMICROBIAL POTENTIAL

Abstract: There are many plants’ species being used by fa#&icme, though, their drug potential is not venpln.
Knowing that the antimicrobials microorganisms’iseance is growing, and the discovery of mediciisebmited, it
becomes important to search new substances framermants, likeOcotea odorifera (sasséafras). This work tested the
antimicrobial activity ofO. odorifera leaves, stalk and bark. The antimicrobial activatyd the minimal inhibitory
concentration (MIC) were evaluated by agar diffassmd broth microdilution, respectively. The testeidroorganisms
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were Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis H37, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida
albicans and Saccharomyces cerevisae. There was halos formation on Gram-positive bétdut E. faecalis, which
didn’t show a inhibition halo like the Gram-negatibacteria. On MIC'’s test, we could see that commagans between
0.781 and 6.250 mg/mL were able to inhibit the Graomitive bacteria’s growth. The only the yeastsdgle to any
extract wasSaccharomyces cerevisae. There wasn'’t halo formation whéh. tuberculosis was tested. The bark’s extract
was the most effective. We can conclude with theseilts that the tested extracts are promising laiing new
antimicrobial substances, especially over Gramtpasbacteria.

Keywords:Ocotea odorifera. Sassafras. Antimicrobial activity. MIC. Agar diffion.

Introducéo

O Brasil possui, reconhecidamente,

uma alta biodiversidade, tanto de
ecossistemas como de espécies. Porém, a
utilizagdo desses recursos de maneira

inadequada tem gerado uma alta degradacao
dos mesmos e um baixo retorno econémico e
social para o pais. Neste sentido, pesquisas
gue buscam o isolamento de principios ativos,
suas identificacbes, a verificacdo de seus
da

alimenticia, farmacéutica e cosmética, bem

empregos em atividades industria
como a obtencdo de diferentes extratos dos
vegetais envolvidos, constituem atividades
relevantes (CANSIAN, 2010;
SERAFINI et al., 2002).

Dessa forma, sabendo-se que em geral,

et al,

bactérias tém a habilidade genética de adquirir
e transmitir resisténcia as drogas utilizadas
como agentes terapéuticos, que o problema
dos microrganismos resistentes esta crescendo
e a perspectiva para o uso de antibiGticos é
indefinida, o estudo de plantas com possiveis
atividades antimicrobianas € de importancia
a sustentavel da

para exploracdo
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biodiversidade brasileira e sua aplicacédo para
a producédo de conhecimento (CANSIAN, et
al., 2010; AMOROSO, 2002; NASCIMENTO
et al., 2000).

Ocotea € 0 maior género no
Neotropico com pelo menos 300 espécies, das
guais se estima que 120 a 160 espécies
ocorram no Brasil (BAITELLO, 2001; VAN
DER WERFF, 1996)Algumas espécies sao
utilizadas na medicina tradicional, incluindo a
Ocotea odorifera (Vell.), também chamada de
sassafras, canela funcho e canela cheirosa
(LORENZI, 2002).

A O.

fitoquimicamente pela sintese de flavonoides,

odorifera é reconhecida

como 0 canferol e quercetina,
polipropanoides, esteroides e 6leos essenciais
com (COSTA,  2000;
LORDELLO et 2000). Dentre os

componentes desse Oleo essencial estd o

sesquiterpenos

al.,

safrol, comercializado no mundo inteiro e

utilizado em varios ramos industriais, sendo
empregado no preparo de medicamentos com
propriedades sudorificas, antirreumaticas,
antissifiliticas, diuréticas e como repelente de

mosquitos e fixador em perfumes (LORENZI;
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MATOS, 2002; PINTO JUNIOR et al., 2010).
Sabendo-se do potencial biolégico dessa
espécie realizou-se a determinacdo da

atividade antimicrobiana d®. odorifera.

Materiais e métodos

As partes frescas d®. odorifera
(caule, folhas e casca do caule) foram
coletadas no municipio de Alfenas-MG, em
marco de 2013 no Bairro Vista Grande a
21°23'46.35" S e 45°56'52.83" O (Google
Earth).
mesmas e depositadas no herbario da
UNIFAL-MG, identificadas pelo Prof. Dr.

Marcelo Polo,

Foram preparadas exsicatas das

recebendo o numero 2275.
Apés fragmentacdo das partes da planta, a
extracao foi feita por maceracdo com agitacéao
diaria por sete dias, com etanol a 70% como
liquido extrator. O extrato foi concentrado em
rotaevaporador e liofilizado. A concentragao
de trabalho foi ajustada em 50 mg/mL
(SILVA et al., 2010).

Os micro-organismos testados foram:
Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus
luteus ATCC 9341, Saphylococcus aureus
ATCC 6538, Enterococcus faecalis LMI
(UNIFAL), Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Mycobacterium tuberculosis H37 ATCC
27294, Candida glabrata ATCC 90030,
Candida parapsilosis ATCC 22019,Candida
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albicans ATCC 10231 e Saccharomyces
ATCC 2601,
Laboratério de Microbiologia e Imunologia
Béasicas da UNIFAL-MG..

A atividade

cerevisae mantidas no

antimicrobiana  foi

avaliada por difusdo em agar segundo
metodologia definida nos documento M7A6
(Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), 2003) para bactérias, M24A2 (2008)
para Micobacteria e M44A2 (CLSI, 2009) e
M27A3 (2008) para fungos com algumas
modificacbes propostas por Silva et al,
(2010). Para as bactérias foi utilizado o Agar
Mueller Hinton e para as leveduras o Agar
Mueller Hinton adicionado de 2% de glicose,

perfurados para obtencdo de pocos de
aproximadamente 4 mm de diametro. Os
micro-organismos foram inoculados na
superficie do meio de cultura, depois de

padronizados em solucdo salina com turvagao
correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac
Farland para as bactérias e tubo 1,0 para as
leveduras. Os extratos foram colocados nos
pocos, juntamente com o0s controles positivo

(solucdo de clorexidina a 0,12%) e negativo

(dgua destilada). As placas foram incubadas a
37 °C por 24 horas. Apés a incubacéo, foi

feita a leitura dos didmetros dos halos de

inibicdo do crescimento microbiano com o

auxilio de uma régua.
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A atividade sobreM. tuberculosis (H37)
foi determinada pela técnica de difusdo em
meio agar Middlebrook 7H10 adicionado de
Middlebrook OADC Enrichment®. Os
extratos vegetais, num volume de 10 pL,
foram colocados em discos de papel de filtro
tipo xarope de 10 mm de didametro e secos a
37°C. O agar Middlebrook 7H10 Difco® foi
inoculado com uma suspensdo dd.
(H37)
correspondente ao tubo 2,0 da Escala de Mac

tuberculosis com turvacao
Farland com auxilio de pérolas de vidro para
Foi utilizado
de

Rifampicina 50 pg e como controle negativo

desagregacdo das colbnias.

como controle positivo  solucao
agua destilada (Figura 1). As culturas foram
incubadas a 37°C por 28 dias.

Todos os ensaios foram realizados em
triplicata. Para todos os extratos frente a todos
0S microrganismos, com excecao dw.
H37,

concentracdo inibitéria minima (CIM) por

tuberculosis foi determinada a

microdiluicdo em caldo conforme
metodologia proposta no documento M27A3
(CLSI, 2008) a partir da concentracao de 50

mg/mL até 0,010 mg/mL.

Resultados e discussao

Observou-se que houve formacao de
halos de inibicdo (Tabela 1) para as bactérias

Gram-positivas com excecao @ faecalis,
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gue nao apresentou halos de inibicdo assim
como as bactérias Gram negativas. O tamanho
dos halos para as bactérias Gram positivas
variou de 9,67 mm parB. subtilis a 19,33
mm de diametro paraMicrococcus luteus
(Figura 1). Os extratos da casca do caule
foram os mais efetivos com os maiores halos

de inibicao.

Figura 1 — Avaliacdo da atividade
antimicrobiana de extrata O. odorifera pelo teste de

difusédo em agar (resultados dos halos de inibigéo e

mm paraM. luteus)

Fonte: os autores

Na determinacao da CIM, verificou-se
gue paraS aureus os valores variaram de
1,17 a 3,13 mg/mL; parB. subtilis a CIM
variou de 2,34 a 4,69 mg/mL e para
Micrococcus luteus os valores variaram de
1,56 a 3,17 mg/mL. No caso das leveduras
somenteSaccharomyces cerevisae mostrou-se
sensivel com halos de 12 a 23,33 mm de
diametro (Tabela 2). Ndo houve formagéao de

halos de inibicdo para . tuberculosis
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(Figura 2). Nas concentragGes utilizadas nao Figura 2 - Teste de difuséo Controle positivo
(rifampicina) e negativo (aAgua destilada) do coltile
M. tuberculosis H37.

foram detectados valores de CIM para as
bactérias Gram negativas. Os resultados das
duas técnicas foram semelhantes, com
excecdo de Enterococcus faecalis que

apresentou valores de CIM de 2,34 a 4,69
mg/mL e mostrou-se resistente ao teste de

difusdo em agar. O extrato da casca do caule

foi 0 mais efetivo. (Tabela 2)
Fonte: os autores.

Tabela 1: Avaliagdo da atividade antimicrobianeegatosde O. odorifera pelo teste de difusdo em agar (resultados

dos halos de inibicdo em mm)

Micro-organismos Extratos e controles
Caule Folha Casca do caule Agua Clorexidina

B.subtilis 9,67 6,33 19,33 0 12,67
M.luteus 12,67 13,33 18,67 0 14,33
S aureus 13,33 11,33 19,0 0 11,0
E. coli 0 0 0 0 10,0
P.aeruginosa 0 0 0 0 11,33
E. faecalis 0 0 0 0 14,67
C.glabrata 0 0 0 0 15,0
C.parapsilosis 0 0 0 0 13,67
C.albicans 0 0 0 0 12,67
Scerevisae 16,33 12,0 23,33 0 12,0

Fonte: o autores.

Tabela 2 - Determinacéo da CIM dos extrato©dedorifera pelo teste de diluicdo em caldo (valores em mg/mL)

Micro-organismos Extratos e controles
Caule Folha Casca do caule Agua Clorexidina 0,12%
B.subtilis 2,34 4,69 3,125 0 4,69
M.luteus 3,13 3,17 1,56 0 3,17
S aureus 1,17 3,13 1,56 0 3,13
890
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E. coli ND* ND
P.aeruginosa 50,0 ND
E. faecalis 2,34 3,13
C.glabrata ND ND
C.parapsilosis ND ND
C.albicans ND ND
Scerevisae 2,34 3,13

25,0 0 ND
18,75 0 ND
4,69 3,13
ND ND
ND ND
ND ND
4,69 0 3,13

*ND = N&o detectada nas concentracdes testadas.

Fonte: os autores.

Estudos similares relatados na
literatura apontaram resultados semelhantes
ao desse estudo. No trabalho realizado por
De Souza e colaboradores (2004), os micro-
organismosE. coli, B. subtilis, M. luteus, C.

e S

sensiveis ao extrato @ odorifera, enquanto

albicans cerevisae mostraram-se
que S aureus mostrou-se resistente. Ja no
trabalho de Cansian e colaboradores (2010),
0S micro-organismos sensiveis ao extrato
foram S aureus, M. luteus, E. faecalis e E.
coli, sendo que os dois ultimos, em nosso
estudo, se mostraram resistentes.

Tais diferencas de resultados podem
ser atribuidas a variagbes nas metodologias
empregadas. De acordo com a polaridade de
um liquido extrator, moléculas distintas serao
extraidas e em diferentes concentracdes
1996),

variados perfis de acdo.. O tempo de extracdo

(Johansen et al., podendo gerar
também pode interferir nesse perfil de acéo
(CUNHA et al., 2004), assim como a regiao
de cultivo e época de coleta do material
vegetal (GRACE et AL., 1998). Houve ainda
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variacdo nos meios de cultura empregados
nos outros trabalhos.

Yamaguchi e colaboradores (2011)
extrairam das folhas de. odorifera o
elagitanino telimagrandino Il, que mostrou-se
ativo contraC. parapsilosis, indicando que
possivelmente as condigbes do nosso estudo
nao permitiram dessa

a identificacdo

atividade.

Conclusao

O extrato da casca do caule foi 0 mais
efetivo, entretanto, demais partes da plantas
também apresentaram efeitos significativos.
Os resultados obtidos permitem concluir que
0S extratos testados apresentam-se
promissores para a obtencdo de novas
substancias com atividade antimicrobiana,
bactérias Gram-

principalmente  sobre

positivas. Estudos posteriores devem ser
realizados com enfoque no isolamento de
substancias que desempenhem melhor essa

atividade.
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