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Estudo da atividade antibacteriana e
antioxidante do 6leo essencial de Ho Wood
(Cinnamomum camphora)

RESUMO

Embora haja relatos da atividade antimicrobiana do éleo essencial de C. camphora, ha
poucos estudos determinando as concentragdes bactericidas deste composto em
diferentes bactérias de interesse clinico e da area de alimentos. Desta forma, foiavaliado o
efeito antimicrobiano desta substdncia em quatro linhagens bacterianas de origem clinica
e ambiental. As anadlises microbioldgicas foram realizadas pela técnica de microdiluicdo em
placa. O 6leo Ho Wood foi obtido por hidrodestilacdo da resina da planta Cinnamomum
camphora e para avaliar a atividade antibacteriana desta substancia foram testadas
concentracdes entre 200 e 0,08ulL/mL. A atividade antioxidante foi determinada através
da capacidade sequestrante do radical DPPH’(2,2-difenil-1-picrilhidrazil). Também foi
avaliada a atividade antioxidante pelo método ABTS " [2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-
6-acido sulfonico)].De acordo com os resultados a bactéria E. coli apresentou uma maior
sensibilidade ao 6leo com CIM de 0,19uL/mL e CBM de0,39uL/mL. Em seguida o
crescimento de S. enterica foi inibido com uma concentragdo a partir 0,39uL/mL e as
células foram completamente mortas com 0,39uL/mL do dleo. S. aureus apresentou uma
CIM de 0,78uL/mL e CBM de 3,12 uL/mL. A bactéria P. aeruginosa teve inibicdo de
crescimento somente com 3,12uL/ml do dleo, no entanto, a atividade bactericida s6
ocorreu com a concentracdo de 25uL/mL demonstrando esta ser a bactéria mais
resistente ao dleo essencial de C. camphora. Conclui-se que o 6leo Ho Wood apresenta
atividade antioxidante eantimicrobiana e que nas concentragdes avaliadas foi efetiva na
atividade inibitéria/bactericida das bactérias testadas nesta técnica. Isto demonstra sua
promissora utilizacdo em dreas de controle bacteriolégico, bem como um
agenteantioxidante.

PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobianos naturais. Bactérias patogénicas. Radicais livres.
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1. INTRODUCAO

Cinnamomum camphora (L.) Presl é uma drvore pertencente a familia
Lauracea e nativa do sul da China e também encontrada em Taiwan, sul do Japao,
Coreia e Vietnam. Esta planta é popularmente conhecida como canforeira por ser
fonte de obtenc¢do da substdncia cetonica canfora, utilizada principalmente em
aroma terapia (GUO et al., 2016).

Quando o dleo essencial desta planta é obtido da madeira, este recebe o
nome de Ho Wood e quando obtido das folhas é denominado de Ho Leaf. A
grande presenca de Linalol torna esta planta importante, pois substitui a extragao
desta substancia a partir do Pau rosa (Aniba rosaeodora), planta esta que estd em
processo de extincao (MORAIS et al., 2009).

Extratos de varias espécies do género Cinnamonum mostraram efeitos
promissores contra bactérias, fungos e insetos pragas (YANG et al., 2014). Além
disso, ha estudos que apontam a eficiéncia desses extratos no tratamento de
doencgas auto-imunes e até mesmo o cancer (LEACHET al., 2012; LIUet al., 2011).

Estudos apontaram que o éleo essencial dos frutos de C.camphora possui em
sua composicao D-canfora, 1,8 cineol, linaol, a-terpineol e limoneno, sendo que a
canfora é o composto majoritario da planta (GUO, et al., 2016). Os compostos
cineol e limoneno ja sdao conhecidos na literatura por apresentarem atividade
antibacteriana (HENDRY et al., 2009; CIMANGA et al., 2002).

Embora seja encontrados relatos da atividade antimicrobiana do déleo
essencial de C. camphora, hd poucos estudos determinando as concentracdes
bactericidas deste composto em diferentes bactérias de interesse clinico e da
area de alimentos. Desta forma, foi avaliado o efeito antimicrobiano desta
substancia em quatro linhagens bacterianas: Escherichia coli (isolado clinico),
Staphylococcus aureus (isolado clinico),Salmonella entérica sub spenterica
serovar Enteritidis e Pseudomonas aeruginosa (agua de biotério).

2. METODOLOGIA
2.1 LINHAGENS

As linhagens utilizadas neste experimento foram cedidas pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude da Fundacdo 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 DETERMINACOES DA CONCENTRAGAO 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 concentragdo 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 concentra¢do 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 incubacédo, as células bacterianas foram
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ajustadas de acordo com a escala 0,5 Mc Farland em caldo MH e distribuidas em
microplacas de 96 poc¢os. Em seguida o dleo essencial de Mirra foi homogenizado
com 2% de Tween 80 e distribuido seguindo uma diluicdao seriada em 12 pocos 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
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 20 plL de uma solucdo aquosa de cloreto de trifenil-tetrazolio (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 poco, um

indicativo de células vidveis ndo inibidas pelo éleo essencial.

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

2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO ESENCIAL HO WOOD

A atividade sequestrante do radical DPPH" foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995) com
modificacdes por Mensor et al. (2001), através da transferéncia de 500 pL 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 sulfonico)] foi
realizada conforme metodologia descrita por Re et al. (1999) e Rufino et al.
(2007), através da transferéncia de 30 pL de amostra e 3 mL da solucdo de ABTS
(7mM), com radical formado pela reacdo com persulfato de potdssio (140 mM)
durante 16 horas e leitura a 734 nm 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

As concentragdes inibitérias minimas foram obtidas pela visualizacdo do
“botdo” avermelhado em pogos de microplacas (Figura 1A e 1B). A presenca da
cor avermelhada é resultante de atividade metabdlica da célula pela conversdo
do TTC em formazana insoluvel, ou seja, é um indicativo que as células
bacterianas estdo vidveis e que o agente antimicrobiano ndo teve efeito nesta

concentragao avaliada.

ACIM é definida como a menor concentra¢cdo do 6leo capaz de impedir o
crescimento microbiano, ou seja, o Ultimo pogo que ndo apresenta a presenca de
formazana. Na figura 1A é possivel observar as CIM para os antibidticos
ampicilina e gentamicina para todas as bactérias testadas. Ja na figura 1B estdo
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os valores de CIM para as bactérias S. aureus e E. coli. Os valores de CIM para
todas as bactérias podem ser encontrados na tabela 1 e tabela 2.

A figura 2 mostra o resultado da CBM para o antibidtico ampicilina, aliquotas
de pocos adjacentes da CIM foram semeadas em placas de meio PCA, em seguida
foi observado em qual placa houve efeito bactericida em 99% das células. Nesta
figura observa-se que a placa de petri contendo aliquotas do pogo C3 (figura 1A)
foi a que teve a menor concentragdo onde matou 99% das bactérias.

Figura 1 -(A) Microplaca contendo as bactérias E. coli (linhas A e E); S. aureus (linhas B e
F); Salmonela (linhas C e G) e P. aeruginosa (linhas D e H). Nas linhas de A — D foi utilizado
o antibidtico ampicilina e nas linhas E — H o antibidtico gentamicina. Os valores das
colunas (1 a 12) correspondem as concentragdes de 50; 25; 12,5; 6,2; 3,1; 1,5; 0,7; 0,3;
0,19; 0,09; 0,04 e 0,02 ug/mL dos respectivos antibidticos. (B) CIM das bactérias E. coli
(linhas A - C) e S. aureus (linhas D — F). As concentracdes das colunas (do pogo 1 ao 12)
correspondem a 200; 100; 50; 25; 12,5; 6;25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19; 0,09 pL/mL do
6leo essencial de Ho K/ood respectivamente e estdo em triplicata.

12 34 56 7 8 % 101112

Fonte: CleversonBusso — figura 1A (2017) e Autoria propria — figura 1B (2017).

Figura 2 -Placas de petri com meio Agar PCA e a determinacdo da Concentragdo
Bactericida Minima (CBM). C1 — C4 correspondem as concentragGes de 50; 25; 12,5 e 6,2
ug/mL do antibidtico gentamicina.
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Fonte: Autoria propria (2017).
Tabela 1 -CIM e CBM do éleo essencial de Ho Wood

Bactérias CIM (pl/mL) CBM (pl/mL)
E.coli 0,19 0,39
S.aureus 0,78 3,12
Pseudomonas 3,12 25,0
Salmonella 0,39 0,39

Fonte: Autoria propria (2017)
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Tabela 2 - Tabela 1. CIM e CBM dos antibidticos ampicilina e gentamicina

Antibidticos

Ampicilina (ug/mL) Gentamicina (pg/mL)
Bactérias
(]} CBM CiMm CBM
E.coli 3,12 12,5 0,19 0,78
S.aureus 0,097 0,39 0,097 0,39
Pseudomonas Resistente  Resistente 0,39 1,56
Salmonella 12,5 50 0,19 0,78

T

Fonte: Cleverson Busso (2017).

Tabela 3 — Atividade antioxidante do dleo essencial de Ho Wood através do método da
captura do DPPH" e do ABTS™

Oleo Essencial DPPH (umol Trolox g™') ABTS (umol TEACg™)
Cinnamomum camphora 95,3048,19 198,81+24,66

Fonte: autoria prépria (2017).

4. DISCUSSAO

De acordo com os resultados a bactéria E. coli apresentou uma maior sensibilidade ao
6leo com CIM de 0,19 uL/mL e CBM de0,39 puL/mL. Em seguida o crescimento de S.
enterica foi inibido com uma concentragdo a partir 0,39 uL/mL e as células foram
completamente mortas com 0,39uL/mL do dleo. S. aureus apresentou uma CIM de
0,78uL/mL e CBM de 3,12 uL/mL. A bactéria P. aeruginosa teve inibigdo de crescimento
somente com 3,12ul/ml do dleo, no entanto, a atividade bactericida sé ocorreu com a
concentracdo de 25uL/mL demonstrando esta ser a bactéria mais resistente ao dleo
essencial de C. camphora. Esta Ultima bactéria mostrou-se ser resistente ao antibidtico
ampicilina em todas as concentragdes testadas.

Quando comparado com dados de Borges et al. (2011), verifica-se que o déleo essencial de
Ho wood possui atividade antioxidante, uma vez que estes autores demonstraram a
atividade antioxidante (ABTS) de dleos essenciais de variadas plantas (canela, limao,

louro, citronela), cujo intervalo ficou entre <0,1 até 3,16 mmol TEAC g'l.

5. CONCLUSAO

Conclui-se que o dleo Ho Wood apresenta atividade antimicrobiana e que nas
concentracbes avaliadas foi efetiva na atividade inibitdria/bactericida das bactérias
testadas nesta técnica. Além disso, a atividade antioxidante também foi observada no
6leo essencial desta planta.
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Study of antibacterial and antioxidant
activity of Ho Wood essential oil
(Cinnamomum camphora)

ABSTRACT

Although there are reports of the antimicrobial activity of the essential oil of C. camphora,
there are few studies determining the bactericidal concentrations of this compound in
different bacteria of clinical and food interest. In this way, the antimicrobial effect of this
substance was evaluated in four bacterial lines of clinical and environmental origin.
Microbiological analyzes were performed by plague microdilution technique. The oil of Ho
Wood was obtained by hydro distillation of the resin of the plant Cinnamomum camphora
and to evaluate the antibacterial activity of this substance were tested concentrations
between 200 and 0.08 plL/mL. The antioxidant activity was determined by the
sequestering ability of the DPPH ¢ (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical. The antioxidant
activity was also evaluated by the ABTS e + [2,2-azino-bis- (3-ethyl-benzothiazoline-6-
sulfonic acid)] method. According to the results the E. coli bacterium showed a greater
sensitivity to oil with MIC of 0.19 puL/mL and CBM of 0.39 uL/mL. Then the growth of S.
enterica was inhibited with a concentration of 0.39 puL/mL and the cells were completely
killed with 0.39 puL/mL of the oil. S. aureus had a MIC of 0.78 uL/mL and MBC of 3.12
uL/mL. The bacterium P. aeruginosa had growth inhibition with only 3.12uL/ml of the ail,
however, the bactericidal activity occurred only at 25uL/mL, demonstrating that this
bacterium is more resistant to the essential oil of C. camphora. It was concluded that Ho
Wood oil showed antioxidant and antimicrobial activity and that in the evaluated
concentrations was effective in the inhibitory / bactericidal activity of the bacteria tested
in this technique. This demonstrates its promising use in areas of bacteriological control as
well as an antioxidant.

KEYWORDS: Natural antimicrobials. Pathogenic Bacteria. Free radicals.
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