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RESUMO

Argania spinosa L. é uma 4darvore pertencente a familia Sapotaceae que cresce
endemicamente no sudoeste marroquino. Seu 6leo possui diversos constituintes como
compostos fendlicos, saponinas, triterpenos que conferem diversas atividades biolégicas. O
objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade e o potencial antioxidante e antibacteriano
das amostras de éleo de argan comercializadas em farmdcias de Barbacena - MG, por meio
de testes de analise organoléptica, densidade relativa, saponinas de busca, atividade
antioxidante e atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, uma bactéria que
pode colonizar o couro cabeludo. Foram utilizadas trés amostras de dleo de argan
denominadas A, B e C. Essas amostras apresentaram caracteristicas consistentes ao dleo
puro, exceto a amostra C. No teste de atividade antioxidante com DPPH, as trés amostras
apresentaram potencial antioxidante, sendo a amostra A mais satisfatéria. Em relacdo a
atividade antibacteriana, a amostra A na inibicdo do crescimento bacteriano em teste por
contato mostrou atividade antimicrobiana contra cepas de S. aureus e pode ser utilizada no
tratamento tdpico de infecgdes por essas bactérias. As amostras B e C ndo inibiram o
crescimento da espécie em nenhuma metodologia satisfatéria. Foi demonstrado uma
diversidade de qualidade em relacdo as amostras de argan comercializadas em Barbacena.
Uma melhor fiscalizacdo poderia auxiliar no controle da qualidade dos produtos
comercializados. A amostra A demonstrou ser uma boa alternativa para o desenvolvimento
de produtos contendo 6leo de argan no combate a bactéria Staphylococcus aureus.

Palvras-chave: antioxidante; antibacteriano; DPPH.
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QUALITATIVE ANALYSIS AND ANTIMICROBIAL EVALUTION OF
ARGAN OIL (Argania spinosa L.) TRADED IN BARBACENA-MG.

ABSTRACT

Argania spinosa L. is a tree belonging to the family Sapotaceae that grows endemically in
southwest Moroccan. Its oil has several constituents such as phenolic compounds,
saponins, triterpenes that confer various biological activities. The aim of this study was to
evaluate the quality and antioxidant and antibacterial potential of argan oil samples sold in
pharmacies of Barbacena - MG, through organoleptic analysis, relative density, search
saponins, antioxidant activity and antibacterial activity against Staphylococcus. aureus, a
bacterium that can colonize the scalp. Three samples of argan oil named A, B and C were
used. These samples presented characteristics consistent with pure oil, except for sample
C. In the DPPH antioxidant activity test, the three samples presented antioxidant potential,
being the most satisfactory sample A. Regarding antibacterial activity, sample A in
inhibiting bacterial growth in contact test showed antimicrobial activity against S. aureus
strains and can be used in the topical treatment of infections by these bacteria. Samples B
and C did not inhibit species growth by any satisfactory methodology. A diversity of quality
was demonstrated in relation to the argan samples commercialized in Barbacena. Better
oversight could help control the quality of marketed products. Sample A proved to be a
good alternative for the development of products containing argan oil to combat the
bacteria Staphylococcus aureus.

Keywords: Antioxidant; antibacterial; DPPH.

INTRODUCAO

A arvore de argan (Argania spinosa L.) é conhecida como arga, argan ou argania, e é
uma espécie com uma tradicdo etnobotanica respeitavel entre as aldeias berberes de
Marrocos. Essa arvore, pertencente a familia Sapotaceae, é a Unica espécie tropical dessa
familia que permanece na zona subtropical e cresce endemicamente no sudoeste
marroquino. Esta espécie tem sido também cultivada nos desertos de Israel (CHARROUF,
GUILLAUME, 2002; MAJOURHAT et al., 2007).

No campo cosmético, esse 6leo é tradicionalmente utilizado como uma log¢do para a
pele indicada para curar todos os tipos de espinhas, acne juvenil e, mais particularmente, a
catapora. Recomenda-se também para reduzir problemas de pele seca e retardar o
aparecimento de rugas, bem como para aumentar a resisténcia da haste capilar e preservar
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a sua integridade. E utilizado em reumatologia, aplicando-se o éleo sobre as articulacdes a
serem curadas. Por via oral, é usualmente recomendado como colerético, agente
hepatoprotetor e em casos de hipercolesterolemia e aterosclerose. Em obstetricia, é
indicado para evitar aborto. Amlou, uma comida tradicional entre os marroquinos e que
possui como ingrediente o éleo de argan, é dito ser um eficiente afrodisiaco (CHARROUF,
GUILLAUME, 2002; BERROUGUI et al., 2004; MOUKAL, 2004; OUGHLIAS et al., 2018).

Além disso, o crescimento de resisténcia de algumas cepas aos antibacterianos
convencionais, somada a presenca de efeitos toxicos destes, tém levado ao estudo de
propriedades terapéuticas de dleos extraidos naturalmente, como o dleo de argan
(CHARROUF, GUILLAUME, 2002; BERROUGUI et al., 2004; MOUKAL, 2004; MENEZES et al.,
2009).

As propriedades fisico-quimicas desse 6leo tém sido pesquisadas por algum tempo.
Dados semelhantes foram obtidos com a extracdo tradicional e a extracdo com solvente,
bem como para o dleo preparado de arvores cultivadas em Marrocos ou em Israel. Sua
densidade relativa, indice de refracdo e indice de acidez é iguala 0,9 g/mL, 1,46 e 1,3 (2,4 +
0,4 para dleo israelense), respectivamente. O indice de iodo varia entre 96,1 e 96,7, indice
de saponificacdo entre 190,9 e 193,8 e porcentagem insaponificavel igual a 1 (CHARROUF,
GUILLAUME, 1998).

Os glicerideos (incluindo 95% de triglicéridos) representam 99% do dleo. Os acidos
graxos insaturados sdo os componentes principais (juntos, acidos oleico e linoleico
constituem 80% dos &cidos graxos e acido linolénico sé esta presente em tragos) (LOPEZ
SAEZ, ALBA SANCHEZ, 2009).

Os polifendis sdo substancias naturais de grande valor, visto que suas propriedades
farmacoldgicas sdo abundantes. Eles sdo capazes de proteger as células contra os danos
causados pelos radicais livres, além de prevenir a aterosclerose e a progressdo do cancro. O
6leo de argan é rico em polifendis, dai a explicacdo do amplo uso desse 6leo. Também é
rico em tocoferol e a presenca desta substancia explica a atividade antioxidante do éleo
(CHARROUF, GUILLAUME, 2002; MARFIL et al., 2011; MONFALOUITI et al., 2012; OUGHLIAS
etal., 2018).

Com o surgimento e a disseminacdo de micro-organismos resistentes aos
antimicrobianos disponiveis, tém-se procurado substancias de origem natural que possam
estabelecer uma atividade antibacteriana. Tendo em vista a alta concentracdo de
saponinas, compostos conhecidos por sua atividade antifingica, o 6leo de argan pode ser
um grande promissor contra diversos tipos de micro-organismos, inclusive bactérias
(ALAOUI et al., 2002; CHARROUF, GUILLAUME, 2002; PACKER, LUZ, 2007; MENEZES et al.,
2009; MENDES, 2011).

O enorme potencial biolégico do argan e sua atual relevdncia no campo de
cosméticos e farmacologia exigem uma intensa fiscalizacdo da qualidade das amostras
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comercializadas. Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade e o
potencial antioxidante e antibacteriano das amostras de 6leo de argan (Argania spinosa L.)
comercializadas em farmacias de manipulacdo de Barbacena — MG.

MATERIAL E METODOS

Amostras dos oleos

Foram analisadas trés amostras comerciais do dleo de argan, intituladas A, B e C,
adquiridas em setembro de 2018, procedentes de diferentes farmdcias de manipulacdo da
cidade de Barbacena — MG.

Analise Organoléptica

As trés amostras foram analisadas quanto a cor, odor e textura, de acordo com a
metodologia da Farmacopeia Brasileira (2010).

Determinag¢ao da Densidade Relativa

A determinagao da densidade relativa foi realizada de acordo com a metodologia da
Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢cdo (2010). As amostras e agua destilada foram transferidas
para o picnémetro, a temperatura foi ajustada para 20°C e foram realizadas as pesagens
em triplicata. A densidade relativa foi determinada com a diferenga de valores entre a
massa da amostra liquida e a massa da dgua, ambas a 20°C.

Pesquisa de Saponinas

A pesquisa de saponinas foi realizada de acordo com o método de determinagao do
indice de espuma da Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢cdo (2010). Foram pesados exatamente
1g do dleo de Argan e transferidos para erlenmeyers contendo 50mL de agua fervente em
cada um deles. Foi mantida a fervura por 30 minutos. Procedeu-se ao resfriamento e as
amostras foram filtradas para baldao volumétrico de 100 mL e completados os volumes com
agua destilada. O decocto foi distribuido em 10 tubos de ensaio com tampa (16mm de
didmetro por 16 cm de altura), em série sucessiva de 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9 e 10 mL,
ajustados os volumes em cada tubo com agua destilada. Os tubos foram tampados e
agitados com movimentos verticais por 15 segundos, com duas agitagdes por segundo.
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Apds a agitacdo foram deixados em repouso por 15 minutos e medidas as alturas
das espumas. Se a altura da espuma de todos os tubos for inferior a 1 cm, o indice de
espuma é menor do que 100. Se em qualquer um dos tubos, a altura da espuma medida for
maior do que 1 cm, a diluicdo do material nesse tubo (A) é o indice observado. A formacao
de espuma em qualquer um dos tubos indica a presenca de saponinas.

Atividade Antioxidante com DPPH

A medida da atividade antioxidante foi realizada pelo método fotocolorimétrico in
vitro do radical livre estavel 2,2-difenilpicrilidrazila (DPPH) adquirido da SIGMA ALDRICH
(lote S43654-357), segundo adaptacdo da metodologia de VICENTINO et al. (2007). O
método consistiu-se em utilizar 2,5 mL de solu¢gbes de amostras dos Oleos nas
concentracdes de 5, 10, 25, 50, 125 e 250 pg/mL e adicionar 1 mL de uma solu¢do de DPPH
a 0,3 mM em metanol. A solucdo de DPPH em metanol foi utilizada como controle
negativo, o metanol como branco e como controle positivo o butilhidroxitolueno (BHT)
adquirido da SYNTH (lote: 105904), que possui alta capacidade antioxidante. Apds trinta
minutos da adicdo do DPPH, leituras das amostras foram feitas a 518 nm no
espectrofotdmetro FEMTO 700 PLUS. A avaliagao foi realizada em quadruplicata.

Para detectar a diferenca entre as médias de atividade antioxidante das diferentes
concentracbes dos dleos e avaliar essas diferencas, foram utilizadas analises de variancia
(ANOVA — one way) e o teste de Tukey, com grau de significancia para p< 0,05.

Atividade Antibacteriana

Para o teste antibacteriano, foram testadas cepas padrao da bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus, devido ser a espécie mais encontrada em infec¢gdes do couro
cabeludo (DVILEVICIUS, 2004). As amostras foram cedidas pela Universidade Presidente
Antonio Carlos.

O teste de atividade antibacteriana do éleo de argan foi realizado durante trés dias,
segundo adaptacdo da metodologia de SOUSA e CONCEICAO (2007), sendo que todos os
testes foram realizados em duplicata.

Para a obtenc¢do do indculo, as cepas foram repicadas em caldo nutritivo e
incubadas a 352c em estufa bacterioldgica durante 24 horas. O cultivo foi entdo diluido até
turvacao comparativa a 0,5 da escala de McFarland, técnica adaptada de Bauer et al.
(1966).
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Avaliacdo da atividade antimicrobiana por disco difusdo

Discos de papel e filtro estéreis (Lote 702153 — Enlab®) foram impregnados com 10
uL de cada amostra testada, em duplicata. Como controles positivos foram utilizados discos
de tetraciclina, penicilina e cloranfenicol. Para controle negativo, impregnou-se um disco
de papel estéril com 10uL de solucdo NaCl 0,9%. Apds 15 min em temperatura ambiente,
os discos de papel impregnados foram depositados na superficie de placas de Petri,
conforme a FIG.1, contendo Agar Miiller Hinton inoculado com Staphylococcus aureus,
segundo a técnica de Bauer et al. (1966) para testes de antibiograma. Estas placas foram
incubadas a 372C por 24 horas para medicdo do halo de inibicdo dos microrganismos em
milimetros.

FIGURA 1 - Disposicao dos discos no meio de cultura.

1 — Disco contendo a amostra A

@ 2 — Disco contendo a amostra B
@ 3 — Disco contendo a amostra C
@ 4-Disco contendo a solugdo
@ fisiologica (controle negativo)

@ @ 5 — Disco de tetraciclina

6 — Disco de penicilina

7 — Disco de cloranfenicol

Teste de inibigdo do crescimento bacteriano por contato

Em um tubo de ensaio foram adicionados 50 plL do dleo a ser analisado e 50 pL de
indculo. Apds 15 minutos essas amostras foram semeadas com o auxilio da al¢a 1:100 nas
placas de Agar Mueller Hinton inoculadas com as amostras de Staphylococcus aureus. Essas
placas foram incubadas a 379C por 24 horas. Como controle da metodologia foi usado um
quarto tubo de ensaio contendo 50uL de solugdao NaCl 0,9% e 50uL do caldo nutritivo
contendo a bactéria. Nas placas do teste de inibicdo por contato observou-se o
crescimento de col6nias das amostras A, B e C em relagdo ao controle.
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Teste de inibi¢do do crescimento bacteriano por difusdo do dleo em dgar

Perfurou-se a placa de meio sélido Mueller Hinton produzindo quatro furos de 10
mm cada. Semeou-se o indéculo de S. aureus e em seguida, aplicou-se 20uL de cada
amostra (A, B e C) e de solugdo fisioldgica NaCl 0,9% (controle negativo) em cada pogo.
Apds 15 minutos em temperatura ambiente as placas foram incubadas em estufa a 352 C
por 24h, sendo medido halo de inibicdo do crescimento dos microrganismos em
milimetros.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Andlise Organoléptica

Os resultados da analise organoléptica estdo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados da analise organoléptica de amostras de dleo de Argan (A, B e C)
comercializadas em Barbacena — MG (2018).

Amostra A Amostra B Amostra C

Cor Limpido e ligeiramente Limpido e ligeiramente Limpido e amarelo
amarelado amarelado

Odor Desodorizado Desodorizado Com fragrancia

Textura Pouco viscoso e pouco Pouco viscoso e pouco Muito viscoso e oleoso
oleoso oleoso

Fonte: dados da pesquisa

De acordo com CHARROUF e GUILLAUME, o dleo de argan possui coloracdo limpida,
é pouco viscoso e oleoso, e é desodorizado. Nesse contexto, as amostras A e B obtiveram
resultados aceitaveis e condizentes com a literatura. J& a amostra C apresentou resultados
discrepantes, que podem ser explicados devido ao fato de que essa amostra contém em
sua formulacdo outras substancias, conforme descrito no rétulo.

Determinag¢ado da Densidade Relativa

Os resultados obtidos do teste da densidade relativa de cada amostra estdo
descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Densidade relativa de amostras de éleo de Argan comercializadas em Barbacena
- MG (2018).

Amostra A Amostra B Amostra C

Densidade relativag/mL 0, 90 0,91 0,95

Fonte: dados da pesquisa

A densidade relativa do 6leo de argan descrita por CHARROUF e GUILLAUME é 0,9
g/mL. Sendo assim, o valor médio das densidades relativas das amostras A, B e C foi de
0,92 + 0,03 g/ml. Os valores absolutos das amostras ndo demonstraram diferenca
estatistica significativa, portanto, todas as amostras estdo dentro dos valores de referéncia
da literatura.

Pesquisa de Saponinas

O teste de espuma para a pesquisa de saponinas consiste em agitar solucGes
aquosas das amostras do dleo de argan. O teste é considerado positivo quando a espuma
formada por agitacdo perdura por 30 minutos. O teste de saponinas apresentou resultado
positivo para todas as amostras (Figura 2).

Figura 2 — Pesquisa de saponinas para amostras de 6leo de Argan comercializadas em
Barbacena — MG (2018).

Fonte: dados da pesquisa
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O teste de espuma revelou presencga positiva de saponinas para todas as amostras.
Conforme ALAOUI et al. (2002), o 6leo de Argan é uma ampla fonte de saponinas.

Chafchaouni-Moussaoui et al. (2012) descrevem a presenca de saponinas na
espécie Argania spinosa como arganina A-F, misaponina A, arganina G, H, J, L, O, P, Qe R,
bayogenina.

As saponinas presentes no 6leo de argan sdo um dos motivos do amplo uso desse
6leo. Por possuirem atividade fungicida, podem ser eficazes nos tratamentos contra micose
capilar. Além disso, devido a acdo tensoativa, plantas contendo saponinas podem ser
empregadas em xampus atuando como tensoativos suaves nestas formulacdes (LOPEZ
SAEZ, ALBA SANCHEZ, 2009; FEDRIGO, 2011; DEMNATI et al., 2018).

Atividade Antioxidante com DPPH

A atividade antioxidante das amostras A, B e C apresentou valor médio de 18,50 +
1,52%. O padrao butilhidroxianisol (BHT) nas concentracbes de 5, 10, 25, 50, 75 e 250
ug/mL, demonstrou valores de atividade antioxidante estatisticamente igual a atividade
antioxidante da amostra A nas concentracdes de 5, 10, 25, 50, 75 e 250 pg/mL. As demais
amostras apresentaram valores inferiores ao padrdo e a amostra A (GRAF. 1).

Grafico 1 — Atividade antioxidante de amostras comerciais de éleo de argan da cidade de
Barbacena — MG (2018)

40
35
30
25

>0 —— A
e —=—5B
10 3 C
5 i BHT

Atividade antioxidante (% de inibigdo)

Concentragdo (nug/mL)

Fonte: dados da pesquisa

A formagao de radicais livres ocorre de forma natural no organismo dos seres vivos
devido a acdo do oxigénio molecular. A formacdo desses radicais resulta em vdrias
consequéncias bioldgicas e especificamente no cabelo, ocorre a degradacdo dos
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aminodcidos, o que enfraquece o fio e pode levar a alopecia. O préprio organismo produz
antioxidantes, mas em casos de estresse oxidativo o uso de produtos antioxidantes pode
garantir a saude dos fios. As amostras A, B e C do 6leo de Argan apresentaram atividade
antioxidante, sendo a amostra A mais efetiva. A amostra A foi estatisticamente semelhante
ao controle BHT, apresentando 33% de inibi¢do numa concentragdo de 250 ug/mL.

Marfil et al. (2011) avaliaram a atividade antioxidante in vitro de d6leos de argan,
demonstrando atividade de 0,19-0,87 mmol Trolox/Kg.

Babili et al. (2010) avaliaram a atividade antioxidante do dleo de argan e
encontraram IC50 de 32,3 pug/mL.

Essa variacdo de valores pode ser explicada pela origem do 6leo analisado, época de
colheita, método de extracdo empregado e metodologia empregada.

O 6leo de argan é um produto natural e eficaz para protecdo dos fios do cabelo
contra os danos provocados pelos radicais livres, sendo essa atividade atribuida aos
compostos polifendlicos e tocoferol encontrados nesse 6leo (SANTOS, CRUZ, 2001;
CHARROUF, GUILLAUME, 2002; MACHADO, GULINI, FRANCA, 2009; MARFIL et al., 2011;
MONFALOUITI et al., 2012; DEMNATI et al., 2018; OUGHLIAS et al., 2018; KAMAL et al.,
2019).

Atividade Antibacteriana

No teste de avaliacdo da atividade antimicrobiana por disco difusdo nenhum dos
discos impregnados com as amostras do éleo de argan apresentaram halo de inibicao
visivel. A tetraciclina apresentou halo de 32 mm, o cloranfenicol de 21 mm e a penicilina
nao apresentou halo (Figura 3).

Figura 3 — Avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras de d6leo de argan
comercializadas em Barbacena — MG, pela técnica de disco difusdo em agar.

1 — Disco contendo a amostra A

2 — Disco contendo a amostra B

3 — Disco contendo a amostra C
4-Disco  contendo a  solugio
fisiologica (controle negativo)

3 — Disco de tetraciclina

6 — Disco de penicilina

7 — Disco de cloranfenicol

Fonte: dados da pesquisa
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No teste de inibicao do crescimento bacteriano por contato a amostra A apresentou
um efeito inibitério com crescimento de um menor nimero de col6nias em relagao ao
controle, enquanto que as amostras B e C ndo apresentaram efeito inibitdrio visivel (Figura
4).

Figura 4 — Avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras de dleo de argan
comercializadas em Barbacena — MG pela técnica de inibi¢cao por contato.

Fonte: dados da pesquisa

No teste de inibicdo do crescimento bacteriano por difusdo do 6leo em agar
nenhuma das amostras apresentaram efeito inibitério sobre o crescimento da bactéria S.
aureus (Figura 5).
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Figura 5 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras de o6leo de argan
comercializadas em Barbacena — MG pela técnica de difusdo em agar.

1—-Amostra A
2 —Amostra B
3 —Amostrac
4 — Controle negativo- NaCl 0,9%

Fonte: dados da pesquisa

No teste de teste de inibicdo do crescimento bacteriano por contato apenas a
amostra A apresentou atividade antimicrobiana para cepas de S. aureus sugerindo, por
esta metodologia, ter um potencial para utilizacdo para tratamento de infec¢des tépicas
por essa bactéria.

J& as amostras B e C ndo apresentaram efeito inibitério satisfatério em nenhuma
metodologia.

Bonvicini et al. (2017) avaliaram a atividade antibacteriana de extratos vegetais da
espécie Argania spinosa L. nas espécies Staphylococcus aureus e obtiveram MIC 177,8
pug/mL. Os resultados encontrados nesse estudo corroboram com os resultados de
Bonvicini et al. (2017) demonstrando atividade antibacteriana em Staphylococcus aureus.

CONCLUSAO

As amostras utilizadas do oleo de argan (Argania spinosa L.) apresentaram
caracteristicas coerentes ao 6leo puro, exceto a amostra C, a qual tinha em sua formulacao
e constava no rétulo outros componentes que podem, inclusive, ter influenciado em tais
resultados. Sendo assim, a qualidade do dleo de argan comercializado em Barbacena — MG
poderia ser mais aprimorada se houvesse mais fiscalizacdo. Dessa forma, todos os

produtos, de diferentes marcas, teriam sua qualidade e eficicia garantidas.
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No teste de atividade antioxidante com DPPH as trés amostras apresentaram
potencial antioxidante, sendo a amostra A mais satisfatdria. Logo, o dleo de argan mostra-
se uma excelente opc¢do natural que oferece protecao capilar.

Quanto a atividade antibacteriana, a amostra A no teste de inibicdo do crescimento
bacteriano por contato apresentou atividade antimicrobiana para cepas de S. aureus,
podendo ser utilizada para tratamento de infec¢des tdpicas por esta bactéria. Ja as
amostras B e C ndo apresentaram efeito inibitdrio satisfatério em nenhuma metodologia,
deixando duvidas sobre suas verdadeiras concentragdes, grau de pureza (pois a amostra B
é vendida como pura), sobre a metodologia empregada, se foi ou ndo adequada, ou ainda

sobre algum tipo de contaminacao.
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