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Resumo

O maior grupo de flores ¢ considerado a familia Orchidaceae, que se desenvolve principalmente
em regides tropicais. Embora poucos, existem estudos que comprovam suas atividades
antioxidantes, sendo moléculas capazes de retardar ou evitar a oxidacao, atuando em alimentos
ou sistemas biologicos. O objetivo deste trabalho foi determinar a atividade antioxidante e
antimicrobiana em orquideas. A atividade antioxidante foi determinada por DPPH, FRAP,
ABTS, compostos fenolicos e flavonoides. A atividade antimicrobiana foi determinada pelo
método do teste de difusao em disco e concentragdo minima inibitoria. Por meio deste trabalho,
concluiu-se que ha atividade antioxidante e atividade antimicrobiana para as orquideas

estudadas.

Palavras-chave: DPPH. FRAP. ABTS. Fenolicos totais. Atividades bioldgicas.



Abstract

The largest group of flowers is considered the Orchidaceae family, which grows mainly in
tropical regions. Although few, there are studies that prove its antioxidant activities, being
molecules capable of delaying or preventing oxidation, acting on food or biological systems.
The objective of this work was to determine the antioxidant and antimicrobial activity in
orchids. The antioxidant activity was determined by DPPH, FRAP, ABTS, phenolic compounds
and flavonoids. The antimicrobial activity was determined by the disc diffusion test method and
minimum inhibitory concentration. Through this work, it was concluded that there is
antioxidant and antimicrobial activity for the studied orchids.

Keywords: DPPH. FRAP. ABTS. Total phenolics. Biological activities.
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1. INTRODUCAO

O maior grupo de plantas com flores do mundo ¢ a Familia Orchidaceae, composta por
uma variacao de 700 géneros e 25.000 espécies. Desenvolve-se principalmente em regides
tropicais, contendo grande diversidade em forma, tamanho e cor de suas flores, sendo
principalmente cultivada de forma ornamental (LORENZI; SOUZA, 2001).

Apesar de rusticas e de facil cultivo, exige-se conhecimentos especificos e exclusivos,
sendo imprescindivel o uso de substratos, que servirdo como suporte ao sistema radicular da
planta (ASSIS et al, 2010). Atualmente as orquideas sdo cultivadas em todos os continentes
destacando-se, no continente Americano e no Brasil, os seguintes géneros: Cattleya, Oncidium;
Epidendrum; Dendrobium nobile (FIGUEIREDO; KOLB, 2013).

Embora haja pouco estudo sobre as orquideas, existem estudos que confirmam sua
fun¢do antioxidante, fazendo com que esta deixe de ser apenas uma planta ornamental
(SCHUSTER et al, 2017). Estes autores, apontam que algumas doengas ja foram tratadas por
meio destas orquideas, sendo: cancer, tuberculose, colera, eczema, asma, etc.

Ademais, ha interesse em se encontrar fontes naturais de antioxidantes desde os anos
80, tanto para uso alimenticio, quanto para uso medicinal, isso devido ao grande potencial
cancerigeno dos antioxidantes sintéticos, dentre outros maleficios a saude humana
(DEGASPARI; WASZCZYNSKY]J, 2004). Entre outros beneficios encontram-se propriedades
diuréticas, relaxantes, antirreumaticas, anti-inflamatorias, anticarcinogénicas, antimicrobianas,
antivirais, hipoglicemiante, anticonvulsivante e neuroprotetora (SILVA; BOLDRINI;
KUSTER, 2013).

Os antioxidantes sdo responsaveis por retardar a oxidagcdo de moléculas, podendo
absorver e neutralizar radicais livres, quelando o oxigénio ou decompondo perdxidos
(OLIVEIRA et al, 2009). Segundo Oliveira et al, (2009) nenhum antioxidante contém todas as
caracteristicas de um antioxidante ideal, sendo estas: ser um composto biolégico naturalmente
presente em tecidos animais; ser ativo na protecdao de moléculas de proteinas e lipidios; ter boa
biodisponibilidade, ap6s administragdo oral e parenteral; ter meia-vida longa; ser ativo no
espago intra e extracelular e ser capaz de cruzar a membrana celular intacto.

Encontram-se estudos sobre os antioxidantes envolvendo folhas e flores de orquideas,
porém este estudo foi baseado, além das flores, também na seiva destas, localizada nas flores,
sendo formada nas raizes de plantas e consequentemente distribuida para todos os tecidos da

planta. A maior parte dos trabalhos feitos com orquideas para uso medicinal, sdo das espécies
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asiaticas e europeias, sendo poucas as pesquisas das orquideas brasileiras (SILVA; BOLDRINI;
KUSTER, 2013).

Diante do exposto, ha um imenso campo para o estudo de orquideas brasileiras. Dessa
forma, no presente trabalho foi feita a determinagao das atividades antioxidantes da seiva de
flores de orquideas que se assemelha a Cattleya, ndo sendo possivel ser feita a identificagdo
botanica até entdo, e de extratos etandlicos de flores de orquidea Dendrobium Nobile Lindl, a

partir dos métodos DPPH; FRAP; e ABTS, e além disso, de sua atividade antimicrobiana.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Determinar atividade antioxidante e antimicrobiana de seiva de uma orquidea Cattleya

sp. e extratos de orquideas feitos a partir da Dendrobium Nobile Lindl.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICO

Determinar atividade antioxidante a partir dos métodos: DPPH, FRAP e ABTS;
Determinar o teor de compostos fendlicos totais e flavonoides;
Determinar atividade antimicrobiana das orquideas;

Comparar as atividades das variedades estudadas.
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3. JUSTIFICATIVA

Atualmente saude e beleza sdo temas bastantes abordados e varias doengas podem ser
causadas devido as espécies reativas de oxigénio, ocasionando danos a célula humana. Cada
vez mais se tem interesse em novas fontes naturais de antioxidantes para suprir as necessidades
humanas (HUANG, et al., 2005).

As orquideas sdo plantas da familia Orchidaceae, sendo a maior familia da classe
angiosperma, contendo uma grande variedade de formas, tamanhos e cores. Além dessa
variedade de géneros e espécies ser complexa, ¢ uma flor facilmente identificada devido sua
folhagem e beleza (LORENZI; SOUZA, 2001).

Os antioxidantes inibem a oxidacdo de algumas moléculas, neutralizando os radicais
livres. Essa inibi¢do consequentemente reduz o envelhecimento, além de ser usada em
farmacos, cosméticos e alimentos. Segundo Silva (2013) os extratos de orquideas possuem
efeitos antioxidantes, no entanto, o efeito antioxidante na seiva destas orquideas ainda nao foi
estudado.

Neste trabalho, foi feita a determinagdo da atividade antioxidante e antimicrobiana da
seiva e extrato de orquideas, para que, possam, futuramente, ser utilizadas em termos de saude,

estética ou alimentacao.
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4. REVISAO DE LITERATURA

Desde a antiguidade, utilizam-se plantas como fonte de medicamentos para tratamentos
de doengas e feridas. Dados apontam que 80 % da populagdo depende de plantas medicinais
em casos primarios em relagao a saide (ROSA et al., 2011).

Nos ultimos anos, tem sido grande o aumento de casos de cancer, doengas
cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune, entre outros, associados aos radicais
livres e outros oxidantes (ATOUI et al., 2005).

O Brasil tem buscado aprovacdes da Politica Nacional de Praticas Interativas e
Complementares (PNPIC), que incluem em suas diretrizes a promog¢do do uso de plantas
medicinais e fitoterapicos no Sistema Unico de Satde (BRASILEIRO, 2008). Assim, ¢

fundamental estudar cada espécie para direcionar estratégias para o uso medicinal.
4.1. PLANTAS MEDICINAIS

Segundo Almeida (2011), plantas sdo usadas com histérico medicinal antes mesmo do
surgimento da escrita, para o tratamento de diversas enfermidades. A pesquisa
etnofarmacoldgica foi reconhecida como um dos melhores caminhos para se descobrir novas
drogas, reduzindo custo e tempo (ALMEIDA, 2011).

A etnofarmacologia surgiu em 1967, nos Estados Unidos e ¢ definida como a
exploracdo cientifica interdisciplinar dos agentes biologicamente ativos, tradicionalmente
empregados ou observados pelo homem (BRUHN; HOLMSTEDT, 1981 apud ALMEIDA,
2011%).

De acordo com a RDC n° 26, publicada em 13 de maio de 2014 da ANVISA, define
categorias de medicamentos fitoterdpicos e produtos tradicionais, bem como:

IT - Ché medicinal: droga vegetal com fins medicinais a ser preparada
por meio de infusdo, decoc¢do ou maceragdo em adgua pelo consumidor;

V - Derivado vegetal: produto da extragdo da planta medicinal fresca
ou da droga vegetal, que contenha as substancias responsaveis pela acdo
terapéutica, podendo ocorrer na forma de extrato, 6leo fixo e volatil,
cera, exsudato e outros;

VIII - Droga vegetal: planta medicinal, ou suas partes, que contenham
as substancias responsaveis pela acdo terapéutica, apds processos de
coleta/colheita, estabilizagdo, quando aplicavel, e secagem, podendo
estar na forma integra, rasurada, triturada ou pulverizada;

' BRUHN, J. G.; HOLMSTEDT, B. Ethnopharmacology: objectives, principles and perspectives. In:
BEALE, J. L.; REINHARD, E. (Ed). Natural products as medicinal agents. Stuttgart: Hippokrates, 1981. p.405-
430.
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XXIII - Planta medicinal: espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada
com propositos terapéuticos. (ANVISA, 2014).

Segundo Almeida (2011), é considerado um medicamento todos os farmacos
direcionados para modificar ou explorar sistemas fisioldgicos ou estados patoldgicos, assim
beneficiando o paciente, com objetivo profilatico, curativo, paliativo. E entdo, considerado
remédio todos os meios fisicos, quimicos ou psicologicos, através dos quais se procura o
restabelecimento da satde.

Orquideas vém sendo usadas como plantas medicinais, sendo muitas as espécies que
sintetizam compostos de grande importancia fitoterapica, usados principalmente na India e na
China. Além disso, as plantas podem ser usadas na estética, desde que possuam propriedades
antioxidantes. Porém, sdo poucos os estudos em relagdo aos principios ativos (CARRERA et

al., 2014). Diante disso, instiga-se o interesse em novos conhecimentos a respeito.
4.2. ORQUIDEAS

Foi durante o periodo cretdceo, 145 milhdes a 66 milhdes de anos, que se originou a
familia Orchidaceae, na Malasia (GARAY, 1972 apud SOARES, 2012?). As orquideas tém sua
presenga marcante devido as suas formas, cores, habitos de crescimento e beleza. Sao
apreciadas ndo so6 pelo aspecto ornamental, mas também pela sua importdncia medicinal
(STANCATO; BEMELMANS; VEGRO, 2001).

A familia Orchidaceae divide-se em 88 subtribos, com mais de 600 géneros e mais de
20.000 espécies. No Brasil existem em torno de 2500 a 3500 espécies, subdivididas em 200
géneros (LORENZETI; SOUZA, 2001). Ademais, sua flor ¢ composta por trés sépalas e trés
pétalas, na qual uma ¢ denominada labelo, como demonstrado na Figura 1, com a funcdo de
atrair polinizadores (SILVA, 2003).

Segundo Vanique; Coelho (1996) apud Silva (2003) a peca denominada coluna € o local
onde os Orgdos sexuais se encontram fundidos, a antera se localiza no pico da coluna e nela
encontram-se os graos de pdlen agrupados na polinea (Figura 2). Sua superficie viscosa possui
um disco denominado de estigma, localizado abaixo da antera na qual ¢ utilizada como deposito

das polineas (VANIQUE; COELHO, 1996 apud SILVA, 20033).

2 GARAY, L. (1972). On the origin of the orchidaceae, ii. Journal of the Arnold Arboretum, 53(2), 202-215.

3 VANIQUE, M. M.; COELHO, S. J.; (1996) Cultivo de orquideas. Lavras, MG: UFLA. Boletim Técnico.
Série Extensdo; Ano 5, n. 12.
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A grande variedade de orquideas se deu pela sua adaptacdo a diferentes ambientes e
polinizadores distintos. Além disso, em suas partes vegetativas encontram-se diversidades que
facilitam a obtencdo de recursos como agua, luz e nutrientes (MATTIUZ, C.; RODRIGUES;
MATTIUZ, B., 2006).

Figura 1. Estrutura da flor de orquidea.

.

PETALA = PETALA N

\
|

" SEPALA ,
. SEPALA

Fonte: Orquidario UEL (1997).

Figura 2. Localizacdo da antera e polinea.

Polinea Viscidio

Coluna Estigma

Antera Rostelo

Antera
Fonte: Orquidario UEL (1997).

Na literatura ha estudos relacionando as orquideas as plantas medicinais, devido a
capacidade antioxidante em seus extratos foliculares, entre outros. Porém, ndo hé estudos sobre
a seiva da flor de orquidea (CARRERA, et al., 2014).

A espécie Dendrobium nobile (Figura 3) ¢ a mais cultivada da familia Orchidaceae,
assim como seus hibridos. E originaria da China e Himalaia, cresce em diferentes habitats e tem
importante valor floristico. Além disso, hé relatos de que essas orquideas possuem propriedades

farmacologicas, sendo elas antioxidantes, vasodilatadoras e anticancerigenas (LIN et al., 2003).
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A Cattleya (Figura 4) ¢ considerada uma das orquideas mais importantes devido a seu
valor ornamental e sua diversidade, muito usada em cruzamentos, para se obter hibridos

interespecificos (PEDRO DE MORAES, 2000 apud SAONCELLA, 2012%).

Figura 3. Dendrobium nobile
v B 3
R 4

Figura 4. Cattleya sp

Fonte: autoria propria. Fonte: autoria propria.

A orquidea Vanilla planifélia (Figura 5) ¢ uma orquidea muito usada em alimentos
bebidas e cosméticos. E mais conhecida por baunilha, e contém agdo antimicrobiana
(PETERSON et al., 2004). Ja o extrato de Cyrtopodium cardiochilum (Figura 6) tem grande
importancia em tratamentos de tuberculose, devido suas propriedades imunoldgicas
(BARRETO; PARENTE, 2006). Além destas, os rizomas da orquidea Gastrodia Cunninghamii
(Figura 7) sdo apreciados na culinaria (MAHENDRAN; BAI, 2008).

Figura 5. Figura 6. Figura 7.

Vanilla planifolia Cyrtopodium cardiochilum Gastrodia Cunninghamii

Fonte: Ortobotanico (2008). Autor: Narcisa Orquideas Autor:  Rebecca Bowater
(2012). (2009).

De um modo geral, as orquideas exalam odor, e os osmoforos sdo considerados os

responsaveis pela liberagdo dos compostos volateis, que podem atrair polinizadores. Segundo

4 PEDROSO-DE-MORAES, C. (2000). Cultivo de Orquideas. Pro-Reitoria de Comunidade e Extensdo do Centro
Universitario Herminio Ometto, Uniararas, Sdo Paulo. 130 p
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Cardoso (2011) esses odores sao produzidos por 6leos volateis e compostos fendlicos de baixo
peso molecular.

Outras caracteristicas sao a presenga de amido no botao floral e apdés um tempo, a
presenca de goticulas de 6leo nos protoplastos de células epidérmicas das pétalas. Em relacao
aos dados microquimicos, vale lembrar que por conta de ndo haver muita clorofila nos tecidos
florais, ¢ comum reservas de 6leo (VOGUEL, 1983 apud SILVA, 1990°).

Stpiczynska (1993), identificou osmoforos na base das pétalas e margem do labelo de
Cymbidium tracyanum (Figura 8), com produ¢ao de odor. Segundo Williams; Whitten (1983)
apud Silva (1990)°, em relagio aos volateis florais sdo encontrados hidrocarbonetos,
benzenoides, éteres, ¢ésteres, aldeidos, cetonas, terpenoides, aminados e véarias outras

substancias metabolicas.

Figura 8. Cymbidium tracyanum.
. -

Fonte: José Santos (201,7).

Raskin et al., (1990) apud Silva (1990)” por meio dos osméforos, quantificaram teores
de acido salicilico em estruturas das espécies Araceae e Cycadaceae. No entanto, essa
ocorréncia nao foi estudada em Orchidaceae. O fato de o éacido salicilico exercer atividade

antioxidante, como um composto fenolico, desperta interesse em novas pesquisas.
4.3. RADICAIS LIVRES E O ESTRESSE OXIDATIVO

Nas ultimas décadas, tem-se estudado bastante o papel dos radicais livres no organismo

dos seres humanos, que durante sua atividade metabdlica ¢ produzido, reagindo diretamente

S VOGUEL, S. (1983). Ecophysiology of zoophilic pollination. In: LANGE, O. L.; NOBEL, P. S.; OSMOND,
C. B.; e ZIEGLER, H. (ed). Springer Verlag. p. 559-624.
¢ WILLIAMS, N. H.; WHITTEN, W. M. (1983) Orchid floral fragances and advances in the last sesquidecade.

Biol, Bull., 164: 355-395.
7 RASKIN, I.; SKUBATZ, H.; TANG, W.; MEEUSE, B. J. D. (1990) Salicylic acid level in thermigenic and
non-termogenic plants. Ann. Bot., 66: 369-373.
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com o DNA, RNA, proteinas e outras substancias oxidaveis, responsaveis pelo envelhecimento
e doengas, como cancer, doengas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune, entre
outras (SOUSA et al., 2007). Assim sendo, tem-se por base que os radicais livres e outros
oxidantes sdao causadores de varias doencas. Além disso, em excesso podem gerar estresse
oxidativo, definido como circunstancias nas quais os radicais livres causam danos teciduais.
(SOUSA et al., 2007).

Segundo Barbosa et al., (2010), o estresse oxidativo ocorre por conta do excesso de
producao de radicais livres, sendo além da capacidade protetora das defesas antioxidantes. Os
radicais livres sdo atomos ativos, compostos por um numero impar de elétrons na sua orbita
externa. Enquanto o anion superéxido contem oxigé€nio, conhecido por espécies reativas de
oxigénio, incluindo 19 superdxidos, radical hidroxila e derivados que ndo contem elétrons
impares. No entanto, os radicais tornam-se moléculas altamente instaveis, devido os elétrons
impares, prejudicando as células, proteinas e DNA (BARBOSA et al., 2010).

Ha grande interesse em estudar e avaliar a atividade antioxidante, por conta de alguns
beneficios j4& comprovados, bem como sua capacidade de proteger o organismo de radicais
livres, prevenindo ou adiando vérias doengas cronicas e neurodegenerativas (KARADAG;
OZCELIK; SANER, 2009).

No sistema celular a auto-oxidacdo dos acidos graxos insaturados localizado na
membrana celular, ¢ apontada como o processo oxidativo que ocorre mais frequentemente no
organismo humano (SOUSA et al., 2007). Com base na necessidade de encontrar uma forma
de controlar essa auto-oxidagdo no organismo dos seres humanos, foi constatado que os vegetais
possuem beneficios a saude, por conta das substancias biologicamente ativas com efeitos
desejaveis, impulsionando estudos sobre propriedades antioxidantes em plantas (CHIPAULT

etal., 1952 apud MELO, 2006%).
4.3.1. CLASSES DE ANTIOXIDANTE

De acordo com Bianchi et al., (1990), antioxidantes sdo substancias que, em baixa

concentracgdo, retardam ou inibem o aparecimento de alteracdes oxidativas de maneira eficaz.

8 CHIPAULT, J. R.; MIZUN, G. K.; HAWKINS, J. M.; LUNDBERG, W. O. The antioxidant properties of
natural spices. Food Res., v. 17, p. 46-55, 1952.
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43.1.1. Antioxidantes sintéticos

Segundo Ramalho et al., (2006) a CIS (cisteina), MBS (metabissulfito de sodio), BHA
(buthylated hydroxyanisole, BHT (butylated hydroxytoluene), PG (propil galato) e TBHQ (terc
butyl hydroquinone), sdo os antioxidantes mais utilizados na industria farmacéutica e de
alimentos, na qual tais estruturas permitem a doacdo de um proton a um radical livre,
interrompendo o mecanismo de oxidag¢do por radicais livres, transformando os derivados
fendlicos em radicais livres. A Figura 9 representa a estrutura fenolica do BHA, BHT, PG e

TBHQ.

Figura 9. Estrutura fenélica de antioxidantes sintéticos.

OH OH OH
o C(cHy), (CHC N,/J?:q:, C(CH,), C(CH), HO. A+ _OH
® O )

OCH, CH, COOC H,

BHA BHT IBHO PG

Fonte: SALVADOR, A. A. (2014).

O BHA ¢ um antioxidante mais efetivo em gorduras animais, tendo sua eficiéncia
limitada em 6leos insaturados de vegetais ou sementes. Além disso ndo € muito estavel diante
de temperaturas altas, porém bem efetivo no controle de oxidacdo de 4cidos graxos de cadeia
curta. Enquanto o BHA age como sequestrante de radicais perdxidos, o BHT age como

regenerador de radicais BHA (RAMALHO et al., 2006).
4.3.1.2. Antioxidantes naturais

Os antioxidantes naturais mais utilizados podem ser citados como alecrim e salvia.
Sendo os tocoferdis os mais aplicados para inibicdo da oxidacdo dos oleos e gorduras,
prevenindo a oxidacao dos acidos graxos insaturados (RAFECAS et al.,1998).

Diante da escolha por antioxidantes, ¢ interessante levar em consideragdo fatores que
incluem a legislacdo sobre seu uso, custo e a preferéncia do consumidor, que se da por
antioxidantes naturais (RAFECAS et al.,1998).

Os tocoferdis estdo em todos Oleos vegetais, na qual a atividade antioxidante ocorre
principalmente devido a capacidade de doar hidrogénios a radicais livres. Enquanto os 4cidos
fendlicos sdo caracterizados por um anel benzénico, um grupamento carboxilico e grupamentos

de hidroxila, que tornam propriedades antioxidantes (RAMALHO et al., 2006).
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Segundo Ramalho et al., (2006), os antioxidantes fenolicos funcionam como
sequestradores de radicais, formando produtos intermediarios relativamente estaveis. Muitos
estudos vém sendo realizados para substitui¢cao dos antioxidantes sintéticos.

Os compostos fenolicos, divididos em flavonoides e ndo flavonoides, sao considerados
os antioxidantes mais ativos nos vegetais, sendo multifuncionais como antioxidantes, atuando
de varias maneiras. Este compoe a classe de fitoquimicos alimentares, na qual sua formula
contém ao menos um anel aromatico ligado a uma ou mais hidroxilas (SOARES, 2002).

Assim, nota-se a importancia de produtos vindo da natureza, bem como o uso de
antioxidantes de orquideas, usados em tratamentos medicinais e estéticos (CARRERA et al.,

2014).
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1. MATERIAIS, REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Os reagentes utilizados durante a execugao deste trabalho foram: etanol, metanol, 4gua
destilada, DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), acido galico, quercetina, acido cloridrico,
cloreto férrico, sulfato ferroso, solu¢do tampao acetato de sédio, 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina,
carbonato de sddio, reagente Folin-Ciocalteu, cloreto de aluminio, &cido 2,2-azino-bis(3-
etilbenzoatiazolina-6-sulfonico), persulfato de potéassio, acido  6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico, dgar Mueller-Hinton, caldo Mueller-Hinton, solugdo salina,
dimetilsulfoxido (DMSO), corante cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (CTT).

Os equipamentos utilizados durante a execucao deste trabalho, seguidos de sua marca
e modelo, respectivamente, foram: balanga analitica (SHIMADZU, ATY224), agitador
magnético (EVEN, XMTD-204), estufa (SOLAB, SL. 102/125), sistema de filtragdo a vécuo,
evaporador rotativo (SOLAB, SL. 126), cromatografo liquido de alta eficiéncia (THERMO
FISHER, ULTIMATE 3000 LC SYSTEM), espectrofotometro (PG INSTRUMENTS
LIMITED, T80+), centrifuga (PARSEC, CT-0603).

Enquanto os materiais utilizados para as analises foram: papel filtro; ponteiras,

espatulas, tubos falcons, placas de Petri, tubos vazios, eppendorfs e caneleta.
5.2. AMOSTRAGEM E EXTRACAO

As amostras foram coletadas em orquidarios da regido de Toledo e Marechal Candido
Rondon. Da variedade de orquidea Cattleya sp. foram retiradas apenas as gotas da seiva exposta
na flor, como visto na Figura 10 circulado em vermelho. A coleta foi feita no periodo de
novembro/2019 a dezembro/2019. A seiva foi coletada com o auxilio de uma espatula e
transferida para eppendorfs, armazenados ao abrigo da luz e sob atmosfera de nitrogénio no

congelador até o momento da analise.
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Fonté: autoria r(')pria.

Outras amostras da flor da variedade Dendrobium nobile lindl, UNOP10378, foram
coletadas no distrito de Dez de Maio, municipio de Toledo e no interior de Margarida,
municipio de Marechal Candido Rondon. A coleta foi feita no periodo de agosto/2019 a
setembro/2019. As amostras foram lavadas com &agua destilada, embaladas a vacuo e

congeladas, como mostram as Figuras 11 e 12.

Fi ada. Figura 12. Dendrobium nobile embalada a vacuo.

Fonte: autoria propria. Fonte: autoria propria.

A obten¢do do extrato das flores foi feita por agitagdo magnética, como apresenta a
figura 13. A partir de 50 g de flores trituradas com 500 mL de etanol em um processador, foi

feita a extragdo sob agitacao magnética por 2 horas ao abrigo da luz



Figura 13. Processo de extracéo
l g e W

Fonte: autoria propria.
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Na sequéncia, o extrato foi filtrado em filtro de papel, com auxilio de bomba e o

solvente foi eliminado com um evaporador rotativo a temperatura de 37 °C, como mostram as

figuras 14 e 15.

Figura 14. Filtracao.

Fonte: autoria propria. Fonte: autoria propria.

Figura 15. Processo de rotaevaporagao.

Em seguida, a amostra foi transferida para um tubo falcon, ao abrigo da luz, como

mostra a figura 16.
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Figura 16. Extrato Dendrobium nobile.

Fonte: autoria propria.

Foi utilizado gas nitrogénio para remover o restante do solvente que ainda poderia
estar presente. A amostra foi armazenada em congelador até o momento das analises.

As amostras receberam as codificagdes: orquidea Dendrobium nobile de Dez de Maio
— TD (AMOSTRA 1); orquidea Dendrobium nobile de Margarida — MCR (AMOSTRA 2);
seiva de orquidea Cattleya sp. (AMOSTRA 3).

Ap0s a extragdo, as amostras utilizadas nas analises de flavonoides, fen6licos e DPPH

foram preparadas a partir de metanol, conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Preparo das amostras para analises de flavonoides, fenolicos e DPPH.

Amostra Peso da amostra Volume metanol Concentracao
(mg) (mL) (mg mL-)
1 25,20 10,00 2,52
2 25,10 10,00 2,51
3 25,30 10,00 2,53

As amostras para as andlises de FRAP e ABTS foram preparadas conforme a tabela 2.

Para a analise de FRAP, a concentracdo da amostra 2 foi de 1,25 mg mL™.
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Tabela 2. Preparo das amostras para as analises de FRAP ¢ ABTS.

Amostra Peso da amostra Volume etanol Concentracao
(mg) (mL) (mg mL™)
1 250,1 100,00 2,501
2 250,0 100,00 /200,00 2,500/1,250
3 250,0 50,00 5,000

5.3. METODOLOGIAS

5.3.1. DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE

A determinagdo do teor de umidade das amostras 1 e 2 foi feita a partir de
aproximadamente 3,000 g da amostra, em triplicata. Cadinhos de massa conhecida foram
levados a estufa por 2 horas a 105 °C e resfriados por 1 hora. As amostras em foram levadas

em triplicata, a estufa a 105 °C por 18 horas. (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA; 2008).
5.3.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DPPH

Uma forma de obtencao dos resultados, ¢ a partir da curva de calibragdo empregando o
padrio Trolox. Uma solugdo de concentragio 2000 pmol L' foi preparada em baldo
volumétrico de 25,0 mL, dissolvendo-se 12,5 mg desse padrao em metanol, completando-se o
volume. A partir da diluicdo da solugdo Trolox de 2000 pumol L' foram preparadas as
concentragdes: 0, 100, 500, 1000, 1500 umol L' (BONDET; BRAND-WILLIAMS; BERSET,
1997, apud BOROSKI, et al., 2015).

A solu¢do de DPPH foi preparada dissolvendo-se 3,7 mg de DPPH em metanol, em um
baldao de 100,0 mL ao abrigo da luz. Transferiu-se uma aliquota de 50 pL de cada solugdo
Trolox em triplicata, para tubos falcons e acrescentaram-se 3 mL da solu¢cao de DPPH. Fez-se
a homogeneizacdo e apos 30 minutos a leitura da absorbancia, em 517nm contra o branco.
Seguiu-se o mesmo procedimento para as amostras e branco. Feito isso, obteve-se os resultados
em pmol ET g! extrato. (BONDET; BRAND-WILLIAMS; BERSET, 1997, apud BOROSKI,
etal., 2015).
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5.3.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO FRAP

Para a determinacao da atividade antioxidante pelo método de reducao do ferro (FRAP),
preparou-se a solugdo do complexo [Fe’*(TPTZ):]Cls. Preparou-se a solugdo de acetato de
s6dio 300 mmol L' com 3,10 g de CH3COONa.3H,0 e 16 mL de CH3COOH, dissolvido em 1
litro de agua destilada. Calibrou-se o pHmetro ficando em 92 % de confiabilidade e aferiu-se o
pH para 3,5. Na sequéncia preparou-se 50 mL da solu¢io TPTZ a 10mmol L, no qual
transferiu-se 0,16 g de TPTZ dissolvido em 1 mL de HCI1 (1,0 mol L!) para um baldo de 50 mL
e completou-se o volume com agua destilada. Em sequéncia preparou-se a amostra de FeCls a
20 mmol L, no qual utilizou-se 0,16 g de FeCl; dissolvidos em 50 mL de 4gua destilada. Para
a curva utilizou-se o padro Trolox a 2000 pmol L™!, diluido em concentrag¢des de 50, 100, 250,
500, 1000 pmol L.

Esse teste foi realizado sob prote¢do da luz em triplicata, no qual o reagente FRAP ¢
mantido a temperatura de 37 °C.

Primeiramente adicionou-se 3,0 mL do reagente FRAP para a cubeta para que fosse
feito a leitura a 593 nm, sendo este o branco. Em seguida, ao abrigo da luz transferiu-se uma
aliquota de 100 pL da amostra para tubos de ensaio e acrescentou-se 300 pL de 4gua destilada,
misturado com 3 mL do reagente FRAP, manteve-se em banho-maria a 37 °C e homogeneizou-
se em centrifuga por 5 minutos a 3000 rpm. Realizou-se a leitura (593 nm) com 40 minutos de
repouso em banho maria a 37 °C, feito isso obteve-se os resultados em pmol ET g™! extrato.

(BONDET; BRAND-WILLIAMS; BERSET, 1997, apud BOROSKI, et al., 2015).
5.3.4. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO ABTS

Para o preparo do reagente ABTS utilizou-se 30,0 mg de ABTS para 7,8 mL de
persulfato de potassio a 2,45 mmol L', para formag¢io de uma concentragio final de 7,0 mmol
L!. Feito o reagente ABTS, o0 mesmo ficou em repouso por 16 horas a temperatura ambiente.
O preparo da solucdo de persulfato de potassio foi feito a partir de 6,6 mg de persulfato de
potassio dissolvidos para 10 mL de dgua destilada, perfazendo uma solugao final de 2,45 mmol
L!. A solucdo de tampao fosfato de sodio foi preparada a partir de 64,0 mg de NaH2PO4 € 278,7
mg de Na;HPOys, transferiu-se para baldo de 500 mL e completou-se o volume com agua
destilada, ajustou-se o pH para 7,4. O padrao Trolox foi utilizado para curva de calibragdao sendo
utilizado 31,25 mg para 50 mL de tamp?o fosfato de sédio 5 mmol L', pH 7,4. Feita a solugio
de Trolox a 2500 umol L' fez-se as dilui¢des para 0, 250, 500, 1000, 1500 e 2000 pmol L.
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Preparadas todas solucdes, fez-se uma leitura para branco da solugdo de ABTS diluido
em tampao fosfato de forma a obter uma absorbancia de 0,700 = 0,02 a 734 nm.

Em seguida, foi preparada a curva de calibracdo. Transferiu-se uma aliquota de 20 pL
de cada solugido Trolox (0, 250, 500, 1000, 1500 e 2000 umol L), em triplicata, para as cubetas
e acrescentou-se 2,0 mL da solugdo de ABTS. Fez-se a homogeneizacao da mistura, e seguidos
6 minutos em banho a 37 °C, foi feita a leitura da absorbancia em 734 nm.

Para a andlise dos extratos das amostras, transferiu-se uma aliquota de 20 pL de cada
dilui¢do do extrato para tubos falcons em triplicata e com prote¢do da luz. Foram adicionados
2,0 mL do cation radicalar, homogeneizou-se a mistura e apds 6 minutos em banho maria de 37
°C, faz-se a leitura da absorbancia em 734 nm, e obteve-se os resultados em umol ET g'! extrato.

(RE, et al., 1999).
5.3.5. COMPOSTOS FENOLICOS

Segundo Oliveira et al., (2009, apud BOROSKI, et al., 2015), prepara-se a solucao
padrao de 4cido gélico ao abrigo da luz sendo utilizado 0,0101 g para 50 mL de 4gua destilada.
Esse padrio ¢ diluido em concentragdes de 25, 50, 100, 150 e 200 mg L-!. Preparou-se a solucdo
de carbonato de sodio utilizando 8,75 g do sal em 25 mL de 4gua destilada, sob agitacdo até a
formacao de um corpo de fundo, sendo utilizado apenas o sobrenadante para as andlises. O
reagente de Folin-Ciocalteu € preparado ao abrigo da luz numa concentragao de 1:1 com agua
destilada.

Para determinacao de compostos fenolicos, adicionou-se 250 pL do reagente de Folin-
Ciocalteu, 500 pL da solucdo saturada de carbonato de sédio e 4,0 mL de 4gua destilada, a 250
uL da amostra. Agitou-se e manteve-se em temperatura ambiente sob protecao da luz por 25
minutos, em seguida centrifugou-se por 10 minutos a 3000 rpm. Preparou-se o branco a partir
de 250 uL de metanol no lugar da amostra e prosseguir com as mesmas condigdes como descrito
para a amostra. Determina-se a absor¢do maxima em 725 nm em espectrofotometro UV-Vis e
obtém-se os resultados em mg de equivalente acido galico por grama de extrato. (OLIVEIRA,

et al., 2009 apud BOROSKI, et al., 2015).
5.3.6. FLAVONOIDES

Para a curva de calibragdo utilizou-se o padrao de quercetina, sendo preparado ao abrigo
da luz. Utilizou-se 20,1 mg de quercetina, que foram transferidas para um baldo de 10 Ml,

completado com metanol. Preparou-se também a solucao de cloreto de aluminio 5 %, utilizando
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2,49 g do sal, transferiu-se para um baldo 50 mL e completou-se com metanol, este foi deixado
sob agitacdo magnética e utilizou-se apenas o sobrenadante para prosseguir as analises.
(OLIVEIRA, et al., 2009 apud BOROSK]I, et al., 2015).

Prosseguiu-se a analise de determinacdo de flavonoides, no qual adicionou-se 250 pL da
solugdo de cloreto de aluminio 5 % e 4,25 mL de metanol a 500 pL da solugdo de extrato da amostra
teste. Colocou-se sob agitacdo e manteve-se em temperatura ambiente por 30 minutos. Preparou-se
um branco nas mesmas condi¢des descritas para a amostra, com metanol. Em seguida determinou-
se a absorcao maxima em 425 nm em espectrofotdmetro UV-Vis e obteve-se os resultados em mg

equivalente quercetina por grama de extrato. (CHANG, et al., 2002 apud BOROSKI, et al., 2015).

5.3.7. AVALIACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS POR CLAE

A determinagdo foi feita utilizando um sistema de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) acoplado com detector UV/Vis. As condi¢des cromatograficas utilizadas
foram: coluna de fase reversa C18 (250 x 4,6 mm) com tamanho de particula de 5 pm;
temperatura do forno 40 °C; comprimento de onda de detec¢ao 280 nm; fluxo de 1,0 mL min”
I; volume de injegdo 20 pL; fase movel: dgua ultra pura acidificada com 4cido acético 0,5%
(pH 3,03): metanol acidificada com acido acético 0,5% (pH 3,52), com eluicdo por gradiente.
A composicao inicial foi H>O:metanol (85:15), com aumento de metanol até 30 minutos
(40:60), essa propor¢ao foi aumentada até 35 minutos (5:95), mantendo essa proporgao até 40
minutos.

Os padrdes de acido galico; catequina; 4cido cafeico; acido p-cumarico; acido ferulico;
propil galato; quercetina; cido trans-cindmico; kaempferol; kaempferide.foram injetados e, em
sequéncia, as amostras 1, 2 e 3 em concentragdo de 2,5 mg mL"'. Como ndo se obteve bons
resultados, preparou-se as amostras 1 e 2 em concentragio de 25 mg mL™!, que foram injetadas
na sequeéncia.

Apos as andlises cromatograficas, comparou-se os tempos de retengdo das amostras aos

padrdes.
5.3.8. TESTE DE DISCO — DIFUSAO

Para o teste de disco-difusdo preparou-se 400 mL de agar Mueller-Hinton, sendo
utilizado 15,23 g de dgar para 400 mL de agua destilada. Preparou-se também o caldo Mueller-
Hinton utilizando 4,2 g para 200 mL de 4gua destilada, apos solubilizagao transferiu-se 2 mL
para 10 tubos de ensaio, o restante foi deixado em erlenmeyer para uso posterior. A solugao

salina foi preparada a partir de 1,7 g de NaCl para 200 mL de 4gua destilada. Feito a
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solubilizagdo, transferiu-se 2 mL para tubos de ensaio. Apds os preparos de meios, estes foram
encaminhados para a autoclave, acompanhado de ponteiras, placas, tubos vazios, eppendorfs e
canaleta, a 121 °C.

ApoOs a autoclavagem os materiais foram resfriados e o agar vertido nas placas ja
estéreis, enquanto os meios deixados em estufa a 35 °C por 24 horas para garantir a esterilidade,
feito isso da-se continuidade nas andlises. Estes meios sdo utilizados também para a
determinag¢do de concentracao minima inibitoria.

ApoOs materiais esterilizados preparou-se as amostras, utilizando-se 25,1 mg para a
amostra 1; 25,0 mg para a amostra 2; e 25,0 mg para a amostra 3. Na sequéncia adicionou-se
100,4 uL de DMSO ¢ 903,6 pL de caldo Mueller-Hinton para a amostra 1; 100 uL. de DMSO e
900 pL de caldo Mueller-Hinton para a amostra 2; e 100 pL de DMSO e 900 pL de caldo
Mueller-Hinton para a amostra 3.

Em uma placa de agar Mueller-Hinton, fez-se a repicagem das bactérias que serdo
utilizadas nas analises, sendo estas S.aureus, E.coli; e Salmonella, no qual estriou-se cada
bactéria em uma placa separada e identificada, deixando-as em incubag¢do a 35 °C por 24 horas.
Feito isso, faz-se a raspagem das bactérias, transferindo-as para um eppendorfidentificado para
cada bactéria, contendo caldo Mueller-Hinton com 10 % de glicerol. Essas repicagens sao
congeladas e utilizadas para a andlise de disco-difusdo e concentragdo minima inibitoria.

O preparo das bactérias para utilizagdo desta andlise ¢ feito a partir de 10 puL da
repicagem de cada bactéria, transferidas de formas distintas para um tubo contendo 2 mL de
caldo Mueller-Hinton sendo feita a incubagdo a 35 °C por 24 horas. Havendo o crescimento das
bactérias transferiu-se para a solugdo salina a quantidade necessaria para turvagao do meio ser
padronizada a escala de 0,5 MacFarland.

Em seguida ¢ feita a identificag@o das placas e a aplica¢do da amostra nos discos, sendo
assim introduziu-se o swab estéril dentro do tubo de cepa padronizada, comprimindo-o contra
a parede do tubo para a remocao do excesso de liquido. A inoculagdo ¢ feita em forma de estrias
na superficie do agar em trés diregdes, girando a placa em angulo de 60° apos cada estria. Na
sequéncia ¢ feito o preparo dos discos com as amostras acima, no qual aplicou-se 10 pL das
amostras em discos separados e entdo ¢ feita a aplicagcdo na placa, com pinga estéril para evitar
contaminagdo, apos certificacdo de que o excesso de umidade tenha sido absorvido. (SEJAS et
al., 2003).

Pressionou-se suavemente todos os discos para o contato total com a superficie do agar
em distancias de 30 mm entre um disco e outro e de 15 mm da margem da placa foram mantidas,

impedindo a superposi¢ao dos halos de inibicdo, sendo feito um controle com antibidticos em
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cada placa, no qual utilizou-se a ampicilina para Salmonella e E.coli; e cefotaxima para S.
aureus (SEJAS et al., 2003).

Incubou-se por 24 horas, e ap6s retirada, foram feitas as leituras com auxilio de régua,
utilizando fonte de luz refletida para iluminar a placa invertida sobre um fundo preto e opaco.

(SEJAS et al., 2003).
5.3.9. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

ApOs a esterilizagdo dos materiais, as amostras foram preparadas em eppendorf, sendo
utilizado 10,0 mg para a amostra 1; 10,3 mg para a amostra 2; ¢ 20,0 mg para a amostra 3. Na
sequéncia adicionou-se 100 pL de DMSO e 900 puL de caldo Mueller-Hinton para a amostra 1;
103 uL de DMSO e 927 uL de caldo Mueller-Hinton para a amostra 2; e 100 uL. de DMSO e
900 pL de caldo Mueller-Hinton para a amostra 3.

O preparo das bactérias para utilizagdo desta andlise ¢ feito a partir de 10 pL da
repicagem de cada bactéria, transferidas de formas distintas para um tubo contendo 2 mL de
caldo Mueller-Hinton sendo feita a incubagao a 35 °C por 24 horas. Havendo o crescimento das
bactérias transferiu-se para a solugdo salina a quantidade necessaria para turvagao do meio ser
padronizada a escala de 0,5 MacFarland, a partir dessa padronizagao, transferiu-se 50 puL para
um eppendorf, adicionando-se 950 puL de caldo Mueller-Hinton.

O procedimento ¢ feito a partir do preparo de microplacas com 96 pogos, na qual
adicionou-se 100 pL de caldo Mueller-Hinton em todos pogos, na sequéncia adiciona-se na
linha A 100 pL do extrato, como preparado acima, para que sejam feitas varias dilui¢des. Fez-
se dilui¢des seriadas até a linha G, desprezando no final 100 pL, sendo os pogos da linha H
considerados o controle. Na sequéncia adicionaram-se 10 uL da suspensdo de bactérias que
foram padronizadas em todos os pocos, feito isso, faz-se a incubagdo overnight, a 35 °C.

Apds o tempo previsto de incubagdo, examinam-se os resultados e faz-se a determinagao
da concentragdo inibitoria minima, sendo detectada a olho nu, podendo ser utilizado aparelhos
de leitura optica (BAUER et al., 1966 apud ALVES et al., 2008).

Apo6s a andlise, aplicou-se 5 uL do corante CTT (cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio) e

incubou-se novamente por 3 horas, a 35 °C.
5.3.10. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram avaliados pelo teste Tukey e por andlise de varidncia
(ANOVA) com nivel de 5 % de significancia para as analises de FRAP, DPPH e ABTS, e pelo
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teste t de Student para as andlises de compostos fendlicos totais e flavonoides, utilizando-se do
programa Statistica versdo 10.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1. ANALISES DE ANTIOXIDANTES

A Tabela 3 apresenta os dados de rendimento na extra¢ao das amostras 1 e 2, referentes
a Dendrobium Nobile, que foram calculados considerando a massa inicial de cada amostra e a

massa de extrato obtida apo6s secagem.

Tabela 3. Rendimentos obtidos no processo de extracdo referentes as amostras 1 e 2.

Amostra Massa inicial (g) Massa final (g) Rendimento (%)
1 49,081 3,477 7,08
2 50,320 3,918 7,79

Cruz (2010) obteve um rendimento de 3,6 % em um extrato de etanol de orquidea
Dendrobium Nobile pelo caule, enquanto em um processo de extragdo com etanol e carvao
ativado, obteve-se um rendimento de 1 %. Portanto, as amostras 1 e 2 tiveram um bom
rendimento de extracao pela flor.

A umidade para as amostras 1 e 2 foi calculada a partir da massa final e inicial, e os

resultados constam na tabela 4.

Tabela 4. Média das massas e resultados obtidos no processo de determinacdo do teor de umidade
referentes a amostra 1 e 2.

Amostras
Determinacio de umidade
1 2
Massa média inicial (g) £+ desvio padrao 3,26+0,10 3,05+0,12
Massa média final (g) = desvio padrao 0,25+ 0,01 0,23 £0,02
Umidade (%) 92,32 92,35

A partir dos resultados, nota-se que o teor de umidade das amostras 1 e 2 sdo proximas,

92,32 % e 92,35 %, respectivamente. Dessa forma, os rendimentos das extragdes em base seca
correspondem a 92,19 % e 101,83 % para as amostras 1 e 2, respectivamente.

A partir das andlises de antioxidantes realizadas, obteve-se os resultados por meio da

equacdo da reta, gerada pela curva de calibragdo e absorbancias, no qual se obtém a

concentragdo em equivalente do padrio L. A partir desse resultado foi feito o cilculo da

concentragdo por grama de extrato, os quais estao apresentados na tabela 5.
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Tabela 5. Médias das analises de antioxidantes obtidas por grama de extrato, para as amostras 1 e 2,
enquanto para a amostra 3, por grama de amostra, seguidas do desvio padrao.

Amostras
Analises de antioxidantes
1 2 3
DPPH** b . a
(umol ET g extrato) 307,19 £ 3,33 384,11 £4,27 29,29+ 2,01
FRAP** b . .
(umol ET g extrato) 392,20+ 12,09 448,71 £ 4,70 12,70 £ 1,34
ABTS** . . b
(umol ET g extrato) 714,45 +7,57 706,07 £ 18,58 97,03+ 1,53
Compostos fenolicos*** a b *
(mg EAG g extrato) 35,75+ 1,08 50,42 £2,55 ND
1 *kk
Flavonoides 22,93 +0,92° 29,02 + 0,68 ND*

(mg EQ g extrato)
* ND = Nao detectado. **Médias + desvio padrio seguidas de letras sobrescritas diferentes em uma mesma linha
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05) ou ***pelo teste t de Student. Analises realizadas
em triplicata.

O DPPH ¢ uma técnica que envolve a captura do radical livre estavel, 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila. O método ¢ bastante utilizado para determinagdo de atividade antioxidante. A
partir da equacdo da reta obtida (y = -0,0003x + 0,9328) e R* = 0,999, obteve-se os resultados
expressos na Tabela 5. A amostra 1 inibiu em 307,19 umol de equivalente Trolox o radical
DPPH por grama de extrato, enquanto que para a amostra 2, sdo 384,11 pmol de equivalente
Trolox por grama de extrato, e para a amostra 3 sdo 29,29 umol de equivalente Trolox por
grama de amostra, com diferenca significativa entre elas (P<0,05). Segundo Singh, et al. (2015)
em um extrato de metanol de Dendrobium denudans a atividade do radical DPPH foi encontrada
e expressa em IC50 sendo de 153,509 + 3,476 pg mL™".

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) utiliza o complexo férrico de
2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina, para medicdo de antioxidantes sendo reduzido a [Fe*'(TPTZ),]**
apresentando coloragdo roxa. Por meio da curva de calibragao com o padrao Trolox foi obtida
a equacao da reta (y = 0,0009x + 0,0762) e em um R? = 0,9976. A partir disso, obtiveram-se os
resultados expressos na Tabela 5. Uma absorbancia alta significa uma elevada capacidade
redutora do complexo ferroso. Assim, observa-se uma capacidade consideravel de poder de
redugdo para a amostra 1 que contém 392,20 umol de equivalente Trolox por grama de extrato,
para a amostra 2 tem-se 448,71 umol de equivalente Trolox por grama de extrato, e para a
amostra 3 apresentou um valor inferior, sendo 12,70 umol de equivalente Trolox por grama de
amostra, com diferenca significativa entre elas (P<0,05). Singh, et al., 2015 apresentou
resultados para o extrato de metanol de Dendrobium denudans correspondendo ao valor IC50

de 10,052 + 2,365 pg mL™.
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O método ABTS apresenta vantagem em relagdo aos demais pela possibilidade de
utilizagdo em amostras hidrossoluveis e lipossoluveis, além de compostos puros e extratos
vegetais, baseado na captura ou estabilidade do cation ABTS, provocando decréscimo na
absorbancia, lida em diferentes tempos. Os resultados foram calculados a partir da equagao da
reta (y = 0,0002x + 0,6407) e R? = 0,9989, expressos na Tabela 5, e indicam uma captura do
cation ABTS sem diferenca significativa (P>0,05) para a amostra 1 e 2, respectivamente, de
714,45 e 706,07 umol de equivalente Trolox por grama de extrato, enquanto a amostra 3
apresenta 97,03 umol de equivalente Trolox por gramas de amostra. Luo, et al., (2009) em uma
caracterizagdo de polissacarideos soluveis em 4agua, dos caules de Dendrobium
denneanum revelou que mesmo em concentra¢io de 2 ug mL™! seu poder de eliminagio contra
o radical ABTS ¢ insuficiente, resultando em apenas 25,56 % de inibigao.

O método de determinagdo de compostos fenolicos por Folin-Ciocalteu se baseia na
reacdo de oxirredugdo de compostos fendlicos em meio alcalino com sais de tungstato de sodio
e molibdato de sédio. A partir de uma curva padrdo de acido galico foi possivel quantificar a
concentragdo de compostos fenolicos presentes nas amostras. Como visto na Tabela 5, obteve-
se a partir da equagdo da reta (y = 0,0047x + 0,0799) e R = 0,9955, um teor de compostos
fenolicos de 35,75 mg do equivalente acido gélico por grama de extrato para a amostra 1, e
50,42 mg EAG g! para a amostra 2, respectivamente, com diferenga significativa entre elas
(P<0,05). A amostra 3 nao apresentou quantidades detectaveis de compostos fendlicos. Singh,
et al., (2015) apresentou resultados de 129,02 + 0,87 mg EAG g! de compostos fenolicos em
um extrato de caules de orquidea Dendrobium denudans, em metanol.

Os flavonoides sdo relacionados a varias atividades biologicas, e sua determinagdo ¢

feita pela capacidade destes em quelar ions metalicos, especialmente o AI**

. O padrao para
obten¢do da curva de calibragdo mais utilizado para essa analise ¢ a quercetina. A partir da
curva obteve-se a seguinte equagao da reta (y = 0,0054x -0,0216) e R =0,9989, utilizados para
o calculo dos resultados. Observa-se na Tabela 5 que o teor de flavonoides para as amostras 1
e 2 foi de 22,93 e 29,02 mg do equivalente quercetina por grama de extrato, respectivamente,
com diferenca significativa entre elas (P<0,05). A amostra 3 ndo apresentou quantidades
detectaveis de flavonoides. Singh, et al., (2015) apresentou também resultados de flavonoides
em um extrato metandlico feito com a orquidea Dendrobium denudans, no qual encontrou
108,33 + 1,16 mg EQ por grama de extrato. A partir dos resultados de Singh, et al., (2015) nota-
se que os caules da Dendobrium Nobile Lindl possuem compostos fenolicos e flavonoides.

Para as analises dos compostos bioativos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE) foram utilizados os padroes de acido galico, catequina, acido cafeico, acido p-
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cumdrico, acido ferulico, propil galato, quercetina, 4cido trams-cindmico, kaempferol e

kaempferida (Figura 17).

Figura 17. Cromatograma dos padrdes utilizados na analise por CLAE.
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Singh, et al., (2015) identificou em suas amostras a rutina, ou vitamina P. No entanto,
como visto na Figura 17, esse padrdo ndo foi avaliado para comparativo de cromatogramas.
Ademais, todas as amostras apresentaram os mesmos picos, sendo as amostras testadas em
concentragio de 2,5 mg mL! como demonstram as Figuras 18, 19 e 20 e em concentragio de

25 mg mL™!' como demonstram as Figuras 21 e 22, ndo sendo identificados os antioxidantes dos

padrdes testados.

Figura 18. Cromatograma da amostra 3 (2,5 mg mL™").
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Figura 19. Cromatograma da amostra 1 (2,5 mg Figura 20. Cromatograma da amostra 2 (2,5 mg
mL™1). mL™").
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6.2.ANALISES ANTIMICROBIANAS

Para o método de CIM, foram feitos testes com E.coli; Salmonella; S.aureus, em
triplicata. O teste ¢ uma 6tima ferramenta para analisar a susceptibilidade das amostras. A seguir

na Figura 23, tem-se os resultados para as amostras 1, 2 e 3, respectivamente.

Figura 23. Resultados da CIM, sendo (A) referente a amostra 1; (B) referente a amostra 2; ¢ (C) referente
a amostra 3.

Ecoli | Salmonella | Saureus B H Sawreus | Salmonella | E.coli C E.coli | Salmonella | S.aureus
-/_’. /;: ;;:\5 — \f . \‘...-?‘_‘._ 5 ~

Fonte: autoria propria

Para as amostras 1 e 2, observa-se que houve inibicao na primeira e segunda linha. As
amostras foram utilizadas em concentragio de 10,0 mg mL™. Como foram feitas diluicdes

seriadas, a primeira linha contém uma concentragio de 5,0 mg mL"!, enquanto a segunda linha
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contém uma concentragio de 2,5 mg mL!. Significando que a concentra¢io minima inibitéria
para as amostras 1 ¢ 2 ¢ de 2,5 mg mL™.

J4 a amostra 3 foi utilizada em concentracdo de 20 mg mL™! e observa-se a partir da
Figura 25 - (C) que ndo se obteve nenhuma inibi¢cao em relacao as bactérias utilizadas.

Segundo Bertolino (2015), a partir de um extrato feito da Dendrobium sp. pelo método
Soxhlet em etanol ap6s terem sido secadas, apresentaram 20 % de inibicdo. A E.coli foi a cepa
mais resistente (CIM = 50 mg mL™"), enquanto a C. albicans e P. aeruginosa apresentaram
(CIM =25 mg mL™"), S. aureus (CIM = 12,5 mg mL™"), C. dubliniensis (CIM = 3,1 mgmL") e
C. krusei (CIM = 1,9 mg mL™). A a¢iio microbicida s6 ndo ocorreu na espécie E. faecalis.

Houve melhor atividade antimicrobiana na orquidea Dendrobium Nobile Lindl, nao
sendo caracterizada a orquidea avaliada por Bertolino (2015). Sugere-se para a amostra 3, que
ndo obteve inibi¢do, testes em maiores concentragcdes para um comparativo.

O teste de disco difusdo em &gar, consiste na formac¢do de um halo de inibigdo dos
microrganismos em relagdo a concentracdo da substancia aplicada, no qual ¢ feito um controle
positivo, para que seja feita a comparacdo com as amostras.

Nas figuras 24, 25 e 26, constam os resultados para as amostras 1, 2 e 3, que estdo

identificadas como X, S e G, respectivamente.

Figura 24. Resultados dos halos referentes a bactéria Salmonella.

Fonte: autoria propria

Figura 25. Resultados dos halos referentes a bactéria S. aureus.

Fonte: autoria propria.
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Figura 26. Resultados dos halos referentes a bactéria E.coli.

Fonte: autoria propria.

Como visto nas figuras acima, as amostras ndo demonstraram inibicdo para a
Salmonella, S. aureus e E.coli, enquanto o controle positivo feito com a ampicilina resultou em
halos de 29 mm para as triplicatas em Salmonella; ¢ para E.coli a ampicilina inibiu em 16 mm.
Para a bactéria S.aureus testou-se o antibidtico cefotaxima, que resultou em halos de 28 mm.

Pela determinagdo da CIM e por terem sido utilizadas as mesmas bactérias, as amostras
resultariam em certa inibicdo no teste de disco-difusdo, isto pode ndo ter ocorrido devido a

quantidade aplicada nos discos ter sido insuficiente.
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7. CONCLUSAO

Existem estudos que comprovam as atividades antioxidantes e antimicrobianas em
orquideas, porém nao a respeito da seiva da flor de orquidea. Pelos resultados obtidos,
observou-se que ha atividade antioxidante na seiva pelos métodos FRAP, ABTS e DPPH,
embora em comparacdo aos extratos preparados pela flor da orquidea Dendrobium nobile, sua
atividade antioxidante demonstrou-se mais baixa.

Para as analises de compostos fendlicos totais e flavonoides a seiva (amostra 3) nao
apresentou atividade, enquanto que as amostras 1 e 2 apresentaram tanto teor de compostos
fenolicos como flavonoides.

Para a analise de ABTS a amostra 1 ¢ 2 ndo apresentaram diferenga significativa entre
elas, enquanto que, para as analises de FRAP, DPPH, fendlicos e flavonoides, notou-se que a
amostra 2 apresentou os maiores valores. Essa variagdo nos resultados pode ocorrer devido a
fatores que influenciam no local coletado, como temperatura, iluminagdo, nutricdo da planta,
dentre outros, inclusive para a amostra 3, por estar mais exposta, pode ter oxidado no meio
ambiente.

Em relacdo as andlises de disco-difusdo ndo se observou nenhum resultado significativo
para as amostras analisadas, podendo ser resultado de baixa concentracao no disco. No entanto,
para as analises de CIM as amostras 1 e 2 inibiram em até 2,5 mg mL™".

Embora pela analise por CLAE nao tenham sido identificados os antioxidantes padrdes
testados, conclui-se que hé atividade antioxidante para todas as amostras de orquideas, enquanto
fenolicos totais e flavonoides apenas nas amostras 1 e 2, assim como, héd atividade
antimicrobiana para Salmonella, E.coli e S.aureus para as amostras 1 e 2.

Os resultados sugerem a continuagdo da pesquisa por meio de outras analises, outras
formas de extragdo, ou até outros géneros e espécies de orquideas, para possiveis usos destes
antioxidantes em formulagdes estéticas e alimentares, sendo que se obteve bons resultados.
Assim € possivel a reduzir o uso de antioxidantes sintéticos, utilizando-se cada vez mais

antioxidantes naturais.
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