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Oleo essencial de Styrax benzoin: avalia¢io
da atividade antibacteriana e antioxidante

RESUMO

Devido as propriedades desinfectantes apontadas na literatura a partir da resina do
benjoim, faz-se necessarios maiores estudos sobre a atividade de seu dleo essencial frente
a bactérias de isolados clinicos, principalmente aquelas onde ja é reportada a resisténcia
contra antibidticos conhecidos. Diante disso, esse trabalho avaliou a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de benjoim sobre bactérias de isolados clinicos,
ambientais e resistentes a antibidticos.O dleo de benjoim foi obtido por hidrodestilagdo da
goma da planta Styrax benzoin. As analises microbioldgicas foram realizadas pela técnica
de microdiluicido em placa e a atividade antioxidante foi determinada através da
capacidade sequestrante do radical DPPH(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e pelo método
ABTS *[2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico)].Os resultados
demonstraram que o 6leo essencial de Benjoim possui atividade antioxidante e também
acdo bactericida contra todas as cepas avaliadas, sendo que S. aureus apresentou maior
sensibilidade, com uma CIM de apenas 0,78uL/mL e CBM de 1,56uL/mL. As bactérias S.
aureus, S. enterica e P. aeruginosa apresentaram inibicdo com a concentracdo de
3,12uL/mL do dleo essencial e uma CBM com 6,25ulL/mL, exceto P. aerugionosa onde foi
observado efeito bactericida somente na concentracdo de 12,5ul/mL. Esta Gltima bactéria
apresenta resisténcia ao antibidtico ampicilina e sé é sensivel a gentamicina em
concentracdes superiores 0,39ug/mL. O fato do dleo essencial de Benjoim inibir o
crescimento e apresentar atividade bactericida para as linhagens testadas constitui-se
uma excelente alternativa para o controle de doencas desencadeadas por estas bactérias.

PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobianos naturais. Concentragdo inibitéria minima.
Concentragdo bactericida minima.
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1. INTRODUCAO

O benjoim (Styraxbenzoin) é uma arvore de grande porte nativa do sudeste
da Asia e integrante da familia Styracaceae (FILIPPI et al., 2009). A resina de
benjoim é empregada principalmente na industria de aromas, mas foi
amplamente empregada pelos romanos, egipcios e fenicios para tratamento de
infeccBes crbnicas do trato respiratdrio, devido principalmente por sua atividade
desinfectante e expectorante (MODUGNO et al., 2006).

O bélsamo de benjoim do Sido (S. tonkinensis C.) e o balsamo de benjoim
de Sumatra (S. paralleloneurum P. e S. benzoin D.) sdo duas categorias
comercialmente disponiveis, porém, apresentam constituicdes quimicas distintas,
o primeiro é constituido principalmente por coniferil , benzoato de coumaril e
cinamato de cinamil. J4 o segundo tem em sua composi¢do grande quantidade de
acido cinamico e derivados de cinamatos (HOVANEISSIAN et a., 2008).

Devido as propriedades desinfectantes apontadas na literatura a partir da
resina do benjoim, faz-se necessarios maiores estudos sobre a atividade de seu
6leo essencial frente a bactérias de isolados clinicos, principalmente aquelas
onde ja é reportada a resisténcia contra antibidticos conhecidos. Diante disso,
esse trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do éleo
essencial de benjoim sobre bactérias de isolados clinicos, ambientais e
resistentes a antibidticos.

2. METODOLOGIA
2.1 LINHAGENS

As linhagens utilizadas neste experimento foram cedidas pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude da Fundag¢dao Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ. As linhagens foram obtidas a partir de isolados
clinicos e do ambiente: Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923),Salmonella enterica (ATCC 13076) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442).

2.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM)

Os testes de CIM foram realizados segundo padronizacao estabelecida pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI M7-A6, 2003). A CIM é definida
como a menor concentracdo do dleo capaz de impedir o crescimento microbiano.
J4 a CBM foi determinada com base na metodologia de Santurio et al. (2007) e
indica qual a menor concentragdo que apresenta atividade bactericida.

Para a determinagdo da CIM, células vidveis foram semeadas em meio Agar
Mueller Hinton (MH) 48h antes do experimento. Apds 24h de crescimento, foi
realizado um novo inoculo em caldo MH e o material incubado em agitador
orbital por 16h a 35°C. Apds o periodo de incubacgdo, as células bacterianas foram
ajustadas de acordo com a escala 0,5 Mc Farland em caldo MH e distribuidas em
microplacas de 96 pogos. Em seguida o dleo essencial de Benjoim foi
homogenizado com 2% de Tween 80 e distribuido seguindo uma dilui¢do seriada
em 12 pogos da microplaca.

O controle positivo foi estabelecido com o uso dos antibidticos ampicilina
(0,1 mg/mL) e gentamicina (0,1 mg/mL) adicionando-se juntamente com o
inoculo e o meio de cultura liquido MH e com sucessivas diluicdes. O controle de
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crescimento foi determinado com o inoculo em caldo MH e também com o
inoculo em caldo contendo 2% do emulsificante TWEEN 80. J4 o controle de
esterilidade foi determinado somente com o caldo MH e também com caldo
contendo o agente emulsificante.

As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas e posteriormente acrescidos
em cada poco 20uL de uma solucdo aquosa de cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) a
0,5% e as microplacas incubadas novamente a 35°C por mais 3 horas. A leitura
para a determinacdo da CIM do dleo testado foi realizada visualmente através da
presenca de um “botdo” avermelhado no fundo da cavidade de cada pogo, um

indicativo de células vidveis ndo inibidas pelo dleo essencial.

Para a determinacdo da CBM, foi observado em qual po¢o ndo houve
crescimento bacteriano visivel no teste da CIM, e posteriormente foi retirada
uma aliquota de 10uL e inoculada na superficie de Agar PCA. As placas foram
incubadas por 24 horas e a CBM foi definida como a menor concentragdo do
extrato capaz de causar morte do inoculo em 99,9%.

2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO ESSENCIAL DE BENJOIM

A atividade sequestrante do radical DPPH" foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995) com
modificagcdes por Mensor et al. (2001), através da transferéncia de 500 uL de
amostra, 3mL de etanol P.A e 300 uL de solucdo de DPPH (0,6 mM) e leitura em
espectrofotometro 517 nm apds 30 minutos de reacdo. A atividade antioxidante
pelo método ABTS™ [2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico)] foi
realizada conforme metodologia descrita por Re et al. (1999) e Rufino et al.
(2007), através da transferéncia de 30uL de amostra e 3mL da solucdo de ABTS
(7mM), com radical formado pela reagdo com persulfato de potdssio (140 mM)
durante 16 horas e leitura a 734nm apds 6 minutos de reacdo. Ambos os
resultados foram expressos através da equacdo de reta da curva de trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico).

3. RESULTADOS

Na figura 1 é possivel visualizar os resultados da CIM para os antibidticos
utilizados como controle. Pontos vermelhos sdo indicativos de atividade redox
bacteriana, ou seja, o metabolismo microbiano converteu o TTC em formazana
indicando que as células ainda estdo viadveis. Ja as figuras 2 e 3 mostram os
resultados da CIM das bactérias testadas.

Figura 1 — CIM dos antibidticos Ampicilina e Gentamicina, os valores de CIM
correspondem aqueles Gltimos pogos onde ndo ha presenca de formazana.
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Fonte: Cleverson Busso (2017)

Figura 2 — CIM do dleo essencial de Benjoim sob as bactérias Salmonella enterica e

Pseudomonas aeruginosa. O grupo controle corresponde ao caldo MH; éleo + caldo MH e
também o Tween 80 + caldo MH.
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Fonte: Autoria prépria (2017)

Figura 3 — CIM do dleo essencial de Benjoim sob as bactérias E. colie S. aureus. Nesta
placa também foram utilizados os antibidticos ampicilina e gentamicina como controle.
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Fonte: Autoria propria (2017).

A figura 4 evidencia os resultados de CBM tendo a bactéria P. aeuriginosa

como exemplo. Observa-se a formagdo de col6nias na concentragdo onde ndo ha
atividade bactericida do éleo essencial de benjoim.

Figura 4 - Placas de petri com meio Agar PCA e a determinacdo da Concentragdo
Bactericida Minima (CBM) da bactéria P. aeruginosa. Aliquotas de 10uL dos pogos da CIM
(figura 2) foram semeadas em placas de Agar PCA, as concentracdes do 6leo sdo: A)
25ul/mL; B) 12,5uL/mL; C) 6,25uL/mL. A CBM corresponde a placa onde 99% das
bactérias estdo mortas, nesse caso a concentragdo 6,25uL/mL.
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atividade bacteriostatica e bactericida foi avaliada conforme os dados da tabela 1
para o dleo essencial de benjoim e também para os controles utilizados como
referéncia (ampicilina e gentamicina). Observa-se que para P. aeruginosa, o
antibiético ampicilina ndo teve efeito sobre a bactéria, constando desta forma a
letra “R” de resisténcia.

Na tabela 2 estdo os dados referente a atividade antioxidante exercida pelo
dleo essencial de benjoim, de acordo com a metodologia DPPH e ABTS.

Tabela 1 - CIM e CBM dos antibidticos Ampicilina e Gentamicina e do 6leo essencial de

benjoim.
Oleo essencial de benjoim Antibiéticos (ug/mL)
Bactérias (uL/mL) Ampicilina gentamicina
CiMm CBM (e]}Y] CBM CIM CBM
E. coli 3,12 6,25 1,56 3,12 0,19 0,19
S. aureus 0,78 1,56 0,097 0,097 0,048 0,097
P. aeruginosa 3,12 12,5 R R 0,39 0,39
Salmonellaenterica 3,12 6,25 6,25 12,5 0,19 0,19

Fonte: Cleverson Busso — Antibidticos (2017) e autoria prépria — Benjoin (2017).

Tabela 2 — Atividade antioxidante do dleo essencial de Benjoim através do método da
captura do DPPH" e do ABTS™" .

OleoEssencial DPPH (umol Trolox g™ ABTS (umol TEAC g)
Styrax benzoin 95,30+8,19 198,81+24,66

Fonte: autoria propria (2017).
4. DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que o dleo essencial de Benjoim possui a¢do
bactericida contra todas as cepas avaliadas, sendo que S. aureus apresentou
maior sensibilidade, com uma CIM de apenas 0,78uL/mL e CBM de 1,56uL/mL.
As bactérias S. aureus, S.enterica e P.aeruginosa apresentaram inibicdo com a
concentragdo de 3,12uL/mL do dleo essencial e uma CBM com 6,25uL/mL, exceto
P. aerugionosa onde foi observado efeito bactericida somente na concentragao
de 12,5ul/mL. Esta ultima bactéria apresenta resisténcia (R) ao antibidtico
ampicilina e sé é sensivel a gentamicina em concentragdes superiores 0,39ug/mL.

Estudos da atividade antioxidante de 6leos essenciais de canela, limdo, louro
e citronela através da técnica ABTS, mostraram que estes éleos apresentam agao
antioxidante em intervalos entre <0,1 até 3,16mmol TEAC g'1 (BORGES et al.,
2011) o que corrobora os resultados, sugerindo que o éleo essencial de benjoim
teve atividade antioxidante nas condi¢des avaliadas.

5. CONCLUSAO

O fato do dleo essencial de Benjoim inibir o crescimento das bactérias
testadas e apresentar atividade bactericida constitui-se uma excelente
alternativa para o controle de doencas desencadeadas por estas bactérias. Além
disso, o efeito antioxidante demonstrado pelos dois testes neste trabalho,
também mostram o potencial uso desta substancia como inibidora da acdo

Pagina | 5 promovida por radicais livres.

XXII SEMINARIO DE INICIAGAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA, 22., 2017, Londrina, PR.



&5

XXI1.1...

Londrina-PR

Péagina | 6

Styrax benzoin essential oil: evaluation of
antibacterial and antioxidant activity

ABSTRACT

Due to the disinfectant properties indicated in the literature from benzoin resin, further
studies on the activity of its essential oil against bacteria of clinical isolates, especially
those where resistance against known antibiotics is already reported. Therefore, this work
evaluated the antimicrobial activity of benzoin essential oil on bacteria of clinical,
environmental and antibiotic resistant isolates. Benzoin oil was obtained by
hydrodistillation of the Styrax benzoin gum. The microbiological analyzes were performed
by the plate microdilution technique and the antioxidant activity was determined by the
sequestering capacity of the radical DPPH e (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and the ABTS e
+ [2,2-azino-bis - (3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid)]. The results showed that the
essential oil of Benjoim has antioxidant activity and also a bactericidal action against all
the strains evaluated, with S. aureus being more sensitive, with a MIC of only 0.78 uL / mL
and CBM of 1.56 uL / mL. The bacteria S. aureus, S. enterica and P. aeruginosa presented
inhibition with the concentration of 3.12 uL / mL of the essential oil and a CBM with 6.25
uL / mL, except P. aerugionosa where bactericidal effect was observed only in the
concentration of 12.5uL / mL. The latter bacterium shows resistance to the antibiotic
ampicillin and is only sensitive to gentamicin in concentrations higher than 0.39 pg / mL.
The fact that Benzoin essential oil inhibits growth and present bactericidal activity for the
tested strains constitutes an excellent alternative for the control of diseases triggered by
these bacteria.

KEYWORDS: Natural antimicrobials. Minimal inhibitory concentration. Minimal
bactericidal concentration.
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