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RESUMO

SANTI, Ivandra Ignés. Atividade antimicrobiana e antioxidantes do 6leo essencial
das sementes e extratos de folhas da planta Myrocarpus frondosus Allemao.
2016. 59f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Po6s-Graduagao em
Bioquimica e Bioprospeccao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS,

Brasil.

A familia Fabaceae é dividida em trés subfamilias, entre elas a Faboideae da qual
o Myrocarpus frondosus Alleméao pertence. No Rio Grande do Sul é encontrada
nas florestas do Alto Uruguai e Depressao Central. Na medicina popular utiliza-
se partes da planta Myrocarpus frondosus Allemao para tratar feridas e
contusdes, como expectorante, e demais alteragdes do sistema respiratério, anti-
inflamatorio entre outros usos. Nesse contexto, o presente estudo tem como
objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante dos extratos aquoso e
etandlico das folhas e do o6leo essencial das sementes, e caracterizar os
compostos presentes nos extratos e 6leo essencial dessa planta.O teste para a
atividade antimicrobiana foi realizado por meio do método de microdiluicdo em
caldo conforme o método CLSI (2003) com adaptacdes e a atividade antioxidante
pelo método ABTS e o teor de compostos fendlicos. O delineamento da
composicao quimica dos extratos foi definido por meio de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE/DAD) e o 6leo essencial por cromatografia gasosa
acoplada ao espectro de massas (CG/MS). No teste de microdiluicdo em caldo o
Oleo, os extratos, e os padrdes rutina e trans-cariofilenoapresentaram inibicao
frente todas as bactérias testadas nas concentragbes, 1Tmg/mL a 0,25mg/mL,
exceto para Staphylococcus aureus na concentragdo 0,25mg/mL para o éleo
essencial e o trans-cariofileno. Os resultados da Concentragdo Minima
Bactericida (CMB) o dleo essencial teve agdo bactericidana concentragdo de
1mg/mL para todas as bactérias testadas e o trans- cariofileno na mesma
concentragdao apenas para Listéria monocytogenes. Em relacdo a atividade
antioxidante o 6leo essencial apresentou maior capacidade de reducao do radical
livre de 40,92% e no Teor dos Compostos Fendlicos (TPC)o extrato etandlico
apresentou maior concentracao de 12,72%.

Palavras chaves: Myrocarpus frondosus Allem&o; Antioxidante; Antimicrobiana.
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ABSTRACT

SANTI, Ivandra Ignés. Antimicrobial and antioxidant activity of the essential oil
from the seeds and leaves of the plant extracts Myrocarpus frondosus Allemé&o.
2016. 59f. Thesis (MA) - Graduate Program in Biochemistry and Bioprospecting

Programme. Federal University of Pelotas, Pelotas, RS, Brazil.

The family Fabaceae it is divided into three subfamilies, among them Faboideae
in which Myrocarpus frondosus Alleméo belongs. In Rio Grande of Sul is found in
the forests of the Upper Uruguay and Central Depression. In folk medicine it is
used plant parts Myrocarpus frondosus Alleméo to treat wounds and bruises, as
an expectorant, and other lesions of the respiratory system, anti-inflammatory
among other uses. In this context, the present study aims to evaluate the
antimicrobial and antioxidant activity of aqueous and ethanol extracts of leaves
and the essential oil, and characterize the compounds present in the extracts and
essential oil of this plant. The test for the antimicrobial activity was conducted by
the microdilution broth method according to the CLSI method (2003) with
adaptations and the antioxidant activity by ABTS method and the content of
phenolic compounds. The design of the chemical composition of the extracts was
determined by means of liquid chromatography of high efficiency (CLAE/DAD)
and the essential oil by gas chromatography coupled to mass spectrum (CG/MS).
In the broth microdilution test in the oil, extracts, and standards rutin and trans-
caryophyllene were inhibited across all the bacteria tested in the concentrations
1 mg/ mlto 0.25mg / ml, except for S. aureus at a concentration 0.25mg / mL for
the essential oil and trans-caryophyllene. The results of Minimum Bactericidal
Concentration (CMB) the essential oil had bactericidal activity at a concentration
of 1mg / ml for all bacteria tested and trans-caryophyllene at the same
concentration only for Listeria monocytogenes. Regarding the antioxidant activity
essential oil showed greater free radical reducing capacity of 40.92% and the
content of phenolic compounds (TPC) ethanol extract showed a higher
concentration of 12.72%.

Keywords: Myrocarpus frondosus Allemao; Antioxidant; Antimicrobial
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais constituem a maior fonte farmacéutica que existe, e
seu uso € tao antigo quanto a vida humana. Antes do século XIX, as plantas eram
o principal recurso utilizado na medicina tradicional (MIRPOUR et al., 2015). O
uso de substancias derivadas de plantas, se destaca tanto como agente
terapéutico, como matéria prima para sintese de medicamentos. Essa pratica
valorizada pelo mercado farmacéutico nacional, internacional na pesquisa e
desenvolvimento de novos medicamentos. Da mesma forma, quando comparada
aos produtos sintéticos, o uso dessas substancias tem uma melhor relacao
custo/beneficio com consequente, custo de producédo e preco de venda mais
acessiveis, além de, baixa toxicidade e menores efeitos colaterais, (BRASIL,
2006a; ANDRIAO et al., 2010; SOUZA-MOREIRA, SALGADO e PIETRO, 2010;
ETHUR et al., 2011; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011; CORREA Jr.,
2014).

Assim, na atualidade muitos cientistas de diferentes areas estao avaliando
medicamentos constituidos de substancias extraidas das plantas devido a sua
elevada eficacia contra agentes patogénicos e o seu uso ja comprovado na
medicina tradicional (MIRPOUR et al., 2015).

O uso generalizado de medicamentos, principalmente sem prescricao
médica, vem levando a perda da eficacia de acdo contra os micro-organismos
patogénicos. Assim, Fabri (2011) descreve que plantas que apresentam
atividade antimicrobiana sédo de extrema importancia, tendo em vista que muitas
bactérias apresentam resisténcia aos antimicrobianos de ultima geragéo.

Segundo Duarte (2014) além da atividade antimicrobiana tem-se buscado
também novas fontes de antioxidantes obtidos a partir de produtos naturais. Da
mesma forma, com o aumento da limitacdo a utilizacdo de antioxidantes
sintéticos, devido a sua toxicidade, mostrou que os compostos sintéticos como
hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), hidroquinona terc-
butilo (TBHQ) podem implicar em riscos para a saude, que incluem tumor e a
carcinogéneos (MOHDALY et al., 2010). Assim, o estudo cientifico tem centrado
para a identificacdo de novos compostos antioxidantes provenientes de
diferentes fontes como arvores, ervas e especiarias, entre outros (SOUSA et al.,
2007; DZOVEM et al., 2014).
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Segundo Calixto (2005) o Brasil tem destaque por apresentar o maior celeiro
da biodiversidade do planeta, apresentando grande potencial para a pesquisa e
desenvolvimento de novos produtos oriundos de plantas medicinais. Assim
busca-se na natureza, plantas, com intuito de descobrir novos compostos com
atividade antimicrobiana e antioxidante.

A planta Myrocarpus frondosus Allemao também conhecida popularmente
como Cabreuva, € uma planta nativa, encontrada na floresta atlantica, utilizada
na medicina para tratar feridas e contusdes, como expectorante, e demais lesdes
do sistema respiratorio, anti-inflamatorio entre outros usos (DI STASI e HIRMA-
LIMA, 2002; STASI et al., 2002).

Nesse contexto, percebe-se a importancia das plantas da familia Fabaceae,
em especial da Cabreuva, para o desenvolvimento de novos medicamentos com
atividade antimicrobiana e antioxidante, que sdo de extrema importancia para a

industria farmacéutica e de alimentos.
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2 OBJETIVOS
Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante do 6leo essencial e extrato

aquoso e etandlico da planta Myrocarpus frondosus Allem&o.
Objetivos especificos
Identificar os compostos presentes no 6leo essencial das sementes.

Identificar os compostos presentes no extrato aquoso e etandlico das

folhas.

Avaliar a atividade antioxidante e o teor dos compostos fendlicos do 6leo

essencial e extratos aquosos e etandlico de folhas.

Atividade antimicrobiana do 6leo essencial e dos extratos aquoso e

etandlico frente a bactérias.
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3 REVISAO DE LITERATURA
Familia Fabaceae

A Fabaceae é a maior familia depois de Asteraceae e Orchidaceae e
economicamente é superada apenas pela Apoaceae, possui 727 géneros e
cerca de 19.320 espécies. Ela € uma das familias que possui as principais fontes
de producao de proteina vegetal, na producédo de dleos, resinas, perfumes,
medicamentos, inseticidas e também madeiras com grande valor comercial no
mundo (GUNN, 1984; JUDD, 1999; LEWIS et al., 2005).

No Brasil, essa familia ocorre com cerca de 175 géneros e 1500 espécies
da Fabaceae (SOUZA; LORENZI, 2008). Sua distribuicdo € bastante ampla,
encontrada nas zonas tropicais e subtropicais, estendendo-se nas regides
temperadas, e sua maior diversidade € encontrada nos tropicos americanos e
africano (RIBEIRO et al., 1999; GASPER et al., 2015).

A familia Fabaceae é dividida em trés subfamilias: Mimosoideae,
Caesalpinioideae e Faboideae (LEWIS et al., 2005). A subfamilia Faboideae
possui aproximadamente 478 géneros e 13.800 espécies. Na regido de clima
temperado sdo comuns os géneros herbaceos e nas regides tropicais os géneros
das lenhosas. A subfamilia Faboideae possuem folhas imparipinadas,
trifolioladas ou unifolioladas, as flores diclamideas, corola com prefloracéo
imbricada descendente ou vexilar, dialipétala, estames geralmente em numero
duplo ao das pétalas, sendo frequentemente nove estames unidos entre si e um
livre (androceu diadelfo) ou todos unidos (androceu monadelfo), ndo vistosos;
sementes sem pleurograma, mas com hilo bem desenvolvido (SOUZA;
LORENZI, 2008).

A planta Myrocarpus frondosus Allem&o é uma das espécies que fazem
parte da subfamilia Faboideae. O género Myrocapus foi descrito por Francisco
Freire Allemao de Cysneiros em 1847, baseando na presencga de flor regular,
embrido reto e ocorréncia de balsamo no fruto. Assim, o nome é implicito
conforme seu prefixo grego "Myron” que significa 6leo perfumado (STEARN,
1973). Esse género possui quatro espécies nativas (M. frondosus, M. fastigiatus,
M. leprosus, M. venezuelensis) no Brasil, Paraguai, Argentina e Venezuela. No
Brasil o Myrocarpus frondosus € distribuido desde o sul da Bahia até o Rio

Grande do Sul (Figura 1). No estado do Rio Grande do Sul a planta é encontrada
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em florestas estacionais do Alto Uruguai e Depressao Central, a bacia do rio
Ibicui e a submata dos pinhais até altitudes de 600 a 800 m. Prefere solos umidos,
no fundo de vales e base de montanhas. Fornece madeira pesada, resistente e
de grande durabilidade, indicada para a construcdo civil e marcenaria
(MARCHIORI, 1997; SOARES-SILVA, 2000; SARTORI et al., 2002;

LORENZI, 2008; GASPER et al., 2015).
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Figura 1 - Regides fisiografias do Rio Grande do Sul salientando areas onde se encontra a
planta Myrocarpus frondosus Allemao. Fonte: GATTO, D.A.2006.

A espécie, também é conhecida pelos nomes comuns como Cabreuva,
Cabreuva-parda ou 6leo-pardo € uma arvore de grande porte (Figura 2), com
tronco reto, cilindrico, de 60 a 80 cm de diametro, copa pouco densa, de
ramificagdo ascendente e folhagem caducifélia, verde-brilhante. A casca tem cor
castanho-acinzentada e fissura em denso reticulado muito caracteristico. As
folhas, alternas e imparipinadas, apresentam peciolo e raque sulcadas na face
superior e 7 a 9 foliolos alternos, curtamente peciolulados (2 a 3 mm), ovalado-
elipticos, com 5 a 7 cm de comprimento por cerca de 2,5 cm de largura, de apice
acuminado pontos translucidos no limbo (MARCHIORI, 1997).
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Figura 2 -Imagens da planta Myrocarpus frondosus Allemé&o. Fonte:

www.google.com.br/Imagens; Imagens da autora.

As flores reunem-se em densos racemos terminais de 7 a 9 cm de
comprimento, sao pequenos e verde-amarelas. As samaras, de 5 a 9 cm de
comprimento por 1,5 cm de largura, possuem uma semente alongada e asas
laterais. A floragao ocorre de setembro a outubro e a maturagdo das sementes
ocorre de janeiro a fevereiro (MARCHIORI, 1997).

A espécie M. frondosus é uma importante fonte de nerolidol (Figura 3), um
sesquiterpeno muito apreciado pela industria de perfumaria, sendo este o
responsavel pela fragrancia moderada das flores. O nerolidol também é utilizado
na sintese de determinadas vitaminas com a vitamina A e K (SCHUBERT et al.,
1992). Na mata atlantica, o macerado da casca em aguardente € usado na
medicina popular como cicatrizante e anti-inflamatorio. A resina e a casca séo
usados para tratar feridas e contusdes, € expectorante e usado também para
tratar lesdes do sistema respiratorio, as raizes também sao usadas como anti-
inflamatoério e na cicatrizagcdo de feridas, e as sementes sao excitantes e
antidispepticos (DI STASI e HIRMA-LIMA, 2002; DI STASI et al., 2002).
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Figura 3 - Estrutura principal do Nerolidol. Fonte:www.google.com.br/Imagens
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Segundo Lorenzi & Matos (2002) consideram o uso do Myrocarpus
frondosus Alleméao, similar ao Myroxylon peruiferum e sendo este utilizado para
as mesmas indicagoes. Estudos fitoquimicos realizados com a resina do
Myroxylon identificaram 50-64% de oleo volatil e 20-28% de resina. O oleo volatil
contém ingredientes ativos, ésteres dos acidos benzoico e cidnico, bem como

pequenas quantidades de nerolidol e acidos benzoico e cianico livres.

Metabolismo Secundério das plantas

As plantas constituem fontes importantes de substancias quimicas naturais
que representam um grande potencial de compostos bioativos, devido a sua
ampla variedade de metabolitos primarios e secundarios sintetizados por elas
(GOTTLIEB et al., 1996).

Os metabolitos primarios desempenham fung&o essencial no vegetal como
fotossintese, respiracdo e transporte de solutos. Os compostos envolvidos no
metabolismo primario sdo os nucleotideos, lipideos, carboidratos e clorofila, e
esses se encontram em todo reino vegetal (BERGAMASCHI, 2010). Os
metabdlitos secundarios produzidos por plantas tém um papel fundamental no
desenvolvimento da quimica organica sintética moderna (GOTTLIEB et al.,1996),
por possuirem elevada capacidade biosintética, tanto em relacdo ao numero de
substancias quimicas produzidas quanto a sua diversidade numa mesma
espécie (HARBORNE, 1988).

Ja& foram reconhecidas varias fungdes das substédncias quimicas
pertencentes a classe dos metabdlitos secundarios como, defesa contra
herbivoros e microrganismos, protecéo contra raios UV, atracéo de polinizadores
ou animais dispersores de sementes (WINK, 1990), e participacao em alelopatias
(HARBORNE, 1988).

A origem de todos os metabolitos secundarios podem ser resumidos a partir
do metabolismo da glicose, via dos intermediarios principais, o acido chiquimico

e 0 acetato, conforme representado na Figura 4.
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Figura 4 - Ciclo biossintético dos metabolitos secundarios. Fonte: SIMOES et al., 2010.

Produtos da via do Mevalonato

O mevalonato é convertido em isopreno ativo (Figura 5), unidade basica na
formacdo dos terpenos e esteroides (SIMOES et al., 2010). Os terpenos ou
terpendides é o maior grupo dos metabdlitos secundarios. Os terpenos tém
funcdo bem caracterizada no crescimento e desenvolvimento dos vegetais. Os
terpendides formam uma grande diversidade de estrutura de produtos naturais
derivados de C5 isopreno, juntam-se em forma de cabeca-cauda. Estruturas
tipicas contém esqueletos de carbono representados por (C5) n, e séo
classificados como hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos
(C15) e diterpenos (C20), triterpenos (C30), e tetraterpenos (C40) (SIMOES et
al., 2010).
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Figura 5: Estrutura de isopreno e monoterpenos. Fonte: CARDOSO, et al., 2001.

Os triterpendides sdo montados através da justaposicdo sucessiva de

unidades de ciclopentanoperhidrofenantreno (IPP), que da origem aos outros
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terpendides. Os esteroides sdo uma classe de compostos amplamente
distribuidos na natureza, ocorre em animais e vegetais e que se caracterizam
pelo sistema tetranelar do IPP (SIMOES et al., 2010). Os terpenodides ocorrem
naturalmente e apresentam propriedades anti-inflamatéria e antinoceptivas,
inibem a agregacéao plaquetaria, entre outras (CALIXTO et al., 2000).

Entre os triterpenos e esteroides de origem vegetal de importancia estao
as saponinas. Sao glicosideos que se dissolvem em agua e diminuem a tensao
superficial desta; portanto ao sacudir a solugdo, se forma uma espuma
abundante e relativamente estavel. Por hidrolise das saponinas se obtém
carboidratos e uma aglicona, chamada sapogenina, da qual tem um esqueleto
esteroidal (SIMOES et al., 2010). S&o utilizadas na farmacologia para a sintese
parcial dos horménios esteroidais (ROBBERS et al., 1997).

Os Oleos volateis sao misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, odoriferas e liquidas, derivados de plantas aromaticas (TEUSCHER,
1990). Sao conhecidos aproximadamente 3000 6leos essenciais sendo que 300
sdao comercialmente importantes para uso farmacéutico, alimentos, cosméticos
e industrias de perfume (PERREIRA et al., 2014).

Os Oleos volateis localizam-se em orgaos diferentes, dependendo da
familia. Embora todos os érgédos de uma planta possam acumular éleos volateis,
sua composi¢cao pode variar segundo a localizagdo, por exemplo, podem-se
obter 6leos em diferentes 6rgaos de uma mesma planta e estes apresentarem
composicao quimica, caracteres fisico-quimicos e odores bem distintos.
Quimicamente a maioria dos Oleos volateis sdo constituidos de derivados
fenilpropanoides ou de terpendides sendo esse mais frequentes (SIMOES et al.,
2010; PERREIRA et al., 2014) e como caracteristica principal a volatilidade,

diferenciando, assim, dos 6leos fixos (SIMOES et al., 2010).

Produtos derivados do acido chiquimico

Os taninos sao substancias fendlicas de carater adstringente e soluvel em
agua que derivam do 4cido galico. Classificam-se em hidrolisaveis (Figura 7) e
condensados. Os condensados, também denominados proantocianidina, estdo
distribuidos em plantas lenhosas, sdo oligdbmeros e polimeros formados a partir
de policondensagéao de duas ou mais unidades de flavan-3,4-diol (Figura 6). Sao

encontrados em gimnospermas e difundida entre as angiospermas. Os
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hidrolisaveis ocorrem em dicotileddbneas herbaceas e Ilenhosas, séao
caracterizados pela presenca de um oligo ou poliésteres de agucar e de um
numero variavel de moléculas de acidos fendlicos (HARBONE, 1998;
BRUNETON, 2001; SIMOES et al., 2010).
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Figura 6: Estrutura do flavan-3,4-diol. Fonte: www.google.com.br/Imagens

Plantas ricas em taninos sdo usadas na medicina tradicional no tratamento
de diversas moléstias, como diarreia, reumatismo, hemorragias, queimaduras,
problemas estomacais, renais e processos inflamatorios (HALSAM, 1996). A
ligacdo entre os agrupamentos fendlicos dos taninos e macromoléculas, esta na
ligacao hidrofobica ou ligagdes de hidrogénio. Essa capacidade de combinar-se
com macromoléculas explica a capacidade deles precipitarem celulose, pectinas
e proteinas. A complexacado entre taninos e proteinas € a base para suas
propriedades como fatores de controle de insetos, fungos e bactérias tanto
guanto para suas atividades farmacolégicas (HARBONE, 1998; COSTA, 2002).
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Figura 7: Estrutura Quimica do acido elagico (Tanino hidrolisavel).

Fonte:www.goole.com.br/Imagens

Os flavonoides que derivam do acido chiquimico (Figura 8) representam um
dos grupos fendlicos mais importantes e diversificados entre os produtos de
origem natural e sdo amplamente distribuidos no reino vegetal (SIMOES et al.,
2010).

Diversas fungdes sao atribuidas aos flavonoides nas plantas, entre as

quais: protecdo dos vegetais contra incidéncia de raios ultravioleta e visivel,
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protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias, além de atragcdo de animais
com finalidade de polinizagao, controle da acdo de horménios vegetais, agentes
alelopaticos, inibidores de enzima, e além disso, os flavonoides possuem
importancia farmacologica, resultado em propriedades atribuidas a alguns
representantes da classe, como por exemplo: antitumoral, anti-inflamatoria,
antioxidante, antiviral, anticoagulante, antibacteriana, espasmolitica e para
hipertensdo (HARBORNE, 1989; HARBORNE e WILIAMS, 2000; CAPASSO,
2003; ZUANAZZI, 2007; SIMOES et al., 2010).

Os flavonoides por possuirem agdes bioldgicas que previnem acidente
vascular, sdo utilizados pela industria farmacéutica na preparacao de agentes
vasodilatadores, como a rutina e diosmina (CALIXTO, 2000). A rutina(quercetina-
3-rutinosideo) um flavonoide encontrado em diversas plantas, inclusive na familia
Faboideae, é muito promissora na producao dos medicamentos que combatem
ao envelhecimento e as doencgas degenerativas ecomo agentes vasodilatadores
(GONGCALVES, et al., 2010).

Os flavonoides se diferem, dependendo da localizacdo do 6rgao que se
encontra. S&o responsaveis pela coloracao de flores, frutos e folhas de algumas
espécies. O interesse econdmico destes compostos quimicos, também se da
pela presenca de cor, que permite que estes sejam usados como pigmentos.
(ZUANAZZI, 2007; SIMOES et al., 2010).

OH 0]

OH OH OH

Figura 8: Estrutura basica dos flavonoides (A) e Rutina (B). Fonte: CARDOSO, et al.,
2001.

Alcaloides sao compostos nitrogenados farmacologicamente ativos e sao
encontrados predominantemente em angiospermas. Os alcaloides contendo um
atomo de nitrogénio em um anel heterociclico sdo chamados de alcaloides
verdadeiros e sao classificados de acordo com o sistema anelar presente na

molécula (Figura 9).
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Devido ao seu amargor e toxicidade, atuam como repelentes de herbivoros.
Algumas espécies sao toxicas para o homem como, por exemplo, a beladona,
que serve de alimento para coelhos, 0os quais possuem sistema enzimatico
passivel de hidrolisar a atropina em produtos desprovidos de toxicidade.
Diversos alcaloides sao utilizados em terapéutica atualmente, pura ou em
associagao, e também na forma de derivados. Outros sao utilizados como

matéria-prima para a sintese de farmacos (SIMOES et al., 2010).
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Figura 9: Estruturas basicas dos Alcaloides (isoquinolina, imidazol, piridina, quinolina).
Fonte: CARDOSO et al., 2001.

Os glicosideos cianogénicos fazem parte dos compostos nitrogenados
(TAIZ e ZEIGER, 2004), com fungdo de protecdo e sdo encontrados nos
vegetais. Os glicosideos cianogénicos podem-se hidrolisar formando acido
cianidrico e substancias volateis altamente toxicas (SIMOES et al., 2010).

Algumas plantas da familia das Leguminosas (Fabaceae) sintetizam
inibidores de alfa-amilase e outras espécies produzem lecitinas, proteinas
defensivas que se ligam a carboidratos ou proteinas contendo carboidratos (TAIZ
e ZEIGER, 2004).

A familia Fabaceae é conhecida pela ocorréncia de flavonoides, taninos
condensados (SABUDAK et al., 2009) alguns glicosideos cianogénios, cristais de
proteinas e graos de amido (DEWICK, 1994, CORDELL, 1981; JUDD, 1999;
CHEW et al., 2009).

Antimicrobianos
As bactérias foram identificadas pela primeira vez por van Leeuwenhoek
em torno de 1670, e somente no século XIX surgiu a possibilidade desses
microrganismos serem causadores de processos infecciosos. Na segunda
metade do século XIX, cientistas como Robert Koch identificaram como micro-

organismos causadores da tuberculose e colera. Em 1910, o primeiro antibiotico
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de origem sintética, salvarsan, foi desenvolvido por Ehrlich, e a proflavina, um
agente muito utilizado na segunda Guerra Mundial para tratar feridas profundas,
foi introduzido em 1934. Ja Gerard Domagk em 1934 descobriu o corante
vermelho prontosil, que apresentava atividade in vivo contra infecgbes causadas
por Estreptococcus. O prontosil, um pro-farmaco, que originou a nova classe de
antibioticos sintéticos, como as sulfas ou sulfonamidas (GUIMARAES et al.,
2010).

Em 1929, a penicilina G ou benzilpenicilina foi o primeiro antibidtico
proveniente de fungos, a ser descoberto por Alexandre Fleming, onde fungos
produziam substancias capazes de controlar a proliferacdo bacteriana. Essa
descoberta do agente antimicrobiano foi introduzida como agente terapéutico a
partir de 1940, tendo uma atividade superior as sulfas. Nos anos de 1940 — 1960
outros antibidticos foram descobertos oriundos de produtos naturais
microbianos: B-lactamicos (cefalosporinas), aminoglicosideos (estreptomicina),
tetraciclinas  (clortetraciclina), = macrolideos  (eritromicina),  peptideos
(vancomicina), entre outros (cloranfenicol, rifamicina B, clindamicina e
polimixina) e trés derivados sintéticos: isoniazida, trimetropim e metronidazol,
sendo a maioria para o tratamento de bactérias Gram positivos. Atualmente a
maior parte desses antibidticas ainda sdo usados (GUIMARAES et al., 2010;
LEWIS, 2013).

Entre 1960-1980, antibidticos semissintéticos foram introduzidos para o
tratamento de bactérias Gram positivas e Gram negativas, obtidos a partir de
protétipos naturais microbianos, como derivados B-lactdmicos, analogos da
tetraciclina e derivados aminoglicosidicos. E nos anos 1980-2000 houve uma
gueda na identificagdo de novos antibiéticos e a0 mesmo tempo um aumento na
resisténcia bacteriana. Neste periodo introduziu-se a classe das fluoroquinolonas
sintéticas a partir do acido nalidixico, e de prot6tipos naturais como imipinem, e
analogos da eritromicina e a introducédo de dois derivados semissintéticos de
produtos naturais microbianos, quinupristina e dalfopristina, aprovada para o
tratamento das infecgbes causadas por Enterococcus faecium resistente a
vancomicina no ano de 1999 pelo FDA (Food and Drug Adminstration)
(GUIMARAES et al., 2010).
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O teixobactein, € o mais hovo composto isolado a partir de microorganismo
de solo, mostrou-se eficiente para bactérias Gram +, e apresentou baixa
toxicidade. Os resultados mostraram eficicia frente a Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), Micobacterium tuberculosis (LING et al., 2015).

A resisténcia das bactérias as drogas especificas era pouco frequente no
inicio da era da antibioticoterapia. Ja no inicio da ampla utilizacdo de varios
antimicrobianos na década de 1950 até a década de 1960, houve o surgimento
de resisténcia aos antimicrobianos, e nas décadas de 1980 e 1990 com o
surgimento de novas formas de resisténcia e a disseminag¢do de microrganismos
multirresistentes, tem havido o aparecimento de novas formas de resisténcia das
bactérias frente aos antimicrobianos (TAVARES, 2000), isso devido ao uso
indiscriminado e/ou inadequado de antibidticos que tem favorecido a
predominéncia de espécies bacterianas cada vez mais resistentes (DEL FIOL et
al., 2010; DALL’AGNOL et al., 2003). Outro fator que pode estar relacionado a
resisténcia, € o fendbmeno ecoldgico que ocorre em resposta da bactéria frente a
um amplo uso de antibiéticos e sua presenca no meio ambiente (MADIGAN et
al., 2012; GUIMARAES et al., 2010; GALES et al., 2009).

O fendbmeno genético esta relacionado a existéncia de genes nos
microrganismos que codificam um dos diferentes mecanismos bioquimicos que
impedem a acao das drogas. Essa resisténcia pode ser originada por mutacoes
que ocorrem entre o processo de divisao celular e resultam em erros de copias
na sequéncia de bases que formam o DNA cromossOmico. Esses
microrganismos sao considerados de alta capacidade de adaptagées como a

exposicao a agentes quimicos potentes (MADIGAN et. al., 2012).

Bactérias de Importéncia Clinica e Resisténcia

As bactérias Gram + e Gram - se diferenciam pela sua composi¢cdo da
parede celular. A G + possui uma camada composta de peptideoglicano que
confere rigidez a parede celular que atinge de 15 a 50% da célula e nas G - ndo
ultrapassa a 5% (Figura 10). A diferenca nas sensibilidades das bactérias frente
a extratos e 6leos pode estar relacionado com a estrutura das paredes celulares

desses microrganismos, responsaveis pela manutencao da forma bacteriana,
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tendo assim um papel importante na divisdo celular (RANG et. al., 1997,
VARGAS et al., 2004).

Gram + Gram -

Membrana externa

A CilO teiCOICO

Pared celular

Membrana plasmatica

Figura 10- Representagao das membranas bacterianas Gram positiva e Gram negativa.

Fonte:www.google.com.br/Imagens

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que mais de 60% das
doencas de origem alimentar sdo provocadas por agentes microbianos
relacionados a produtos alimenticios, com isso varios estudos tém sido
realizados com patdgenos relacionados a alimentos contaminados, como
espécies de Salmonella, Staphylococcus, Escherichia coli e Listéria
(ALVARENGA et al., 2007; REGO et al., 2001).

O género Salmonella pertence a familia Enterobactericeae, definido como
bastonetes gram-negativos ndo esporogénicos. Em humanos, a espécie mais
comumente envolvidas em doencas € a S. entérica que tem como habitat
humanos e animais, sao responsaveis pelas salmoneloses humanas, sendo um
dos principais agentes de doengas de origem alimentar. Em humanos com o
sistema imunolégico comprometido, a mesma pode invadir a corrente sanguinea
e causar infecgdes graves (SILVA, 2007; BARBOSA, 2010; SILVA, 2010).

O sorotipo typhimurium faz parte do grupo mais comum pertencente a S.
entérica e foi caracterizado pela importancia na transmissao de salmoneloses de

animais para humanos (SILVA, 2007).
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A Escherichia coli faz parte do grupo dos coliformes totais e termotolerantes,
estdo presente na microbiota normal do intestino de humanos e animais. Sendo
responsavel pela causa frequente de infecgées hospitalares do trato urinario,
septicemia, e também estd associado a infec¢des intra-abdominais como
peritonite. A E. coli € também um dos principais agentes causadores de infec¢ao
de origem alimentar em todo o mundo (WHO, 2014; SILVA, 2007).

A resisténcia da E.coli se desenvolve por meio de mutagdes, que € o caso da
resisténcia a fluoroquinolonas, ou por incorporacdo de elementos genéticos
moveis, resistente a penicilinas de amplo espectro e as cefalosporinas (terceira
geracdo) que € conferida por enzimas beta-lactamases de amplo espectro
(ESBL). As quinolonas, um dos grupos antibacterianos também s&o utilizados
para o tratamento de infe¢ées do sistema urinario, na qual E. coli € uma das
causas mais comum (WHO, 2014).

Cepas de E. coli que tem ESBL séao resistentes geralmente a varios outros
medicamentos antimicrobianos. Aos carbapenos, por exemplo, que seriam uma
das opgdOes para tratamento em infecgbes graves, recentemente houve relatos
de resisténcia a E. coli mediado pelo lactamases, que confere resisténcia a todos
farmacos disponiveis beta-lactdmicos (WHO, 2014).

Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae, juntamente como os
géneros Stomatococcus, Micrococcus e Planococcus. S. aureus, € a principal
espécie deste género, tem forma esférica e formam grupos com aspecto de
cachos de uva. E encontrado na microbiota normal, nas fossas nasais, virilha e
axilas. O S. aureus é um importante patéogeno envolvido na etiologia das
infecgbes humanas, como pneumonia, endocardites e sepses (MENEGOTTO e
PICOLI, 2007).

Quando a penicilina foi introduzida para o tratamento de infec¢des por S.
aureus, a resisténcia ja tinha sido desenvolvida durante a década de 1940.
Resisténcia esta mediada pela producao de uma enzima beta lactamase, que
inativa o medicamento, como a penicilina, amoxicilina e ampicilina. Porém cepas
de S. aureus resistentes a esses medicamentos estaveis a penicilinase
adquiriram um novo gene, que codifica para uma nova proteina de ligacéo a
penicilina, e essas cepas sao denominadas Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA). As primeiras cepas MRSA surgiram na década de 1960. E
muitas dessas cepas MRSA mantiveram susceptibilidade a um certo numero de
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agentes antimicrobianos nao beta-lactamicos. Para cepas multirresistentes o
ultimo recurso foram os glicopeptideos como a vancomicina e teicoplanina(WHO,
2014).

Listéria monocytogenes € um bacilo anaerdbio facultativo resistente a
sucessivos congelamentos e descongelamentos. Pode infectar adultos
saudaveis, que podem apresentar sintomas parecidos como a gripe ou hao
apresentar sintomas. A listeriose invasiva infecta principalmente pacientes
imunocomprometidos como idosos, gestantes, recém-nascido entre outros. Os
casos mais graves da listeriose invasiva sdo meningites, septicemias (CATAO,
et al., 2001; REIS et al., 2011).

Atividade Antioxidante

O organismo possui diferentes mecanismos de defesa antioxidante para
combater o excesso de radicais livres, esses quando em excesso, levam a
saturacao de enzimas protetoras (antioxidantes enzimaticos) tais como catalase
(Cat), superdxido dismutase (Sod), glutationa redutase(GR) e glutationa-
peroxidase (GPx) e isto levaria a destruicdo e morte celular (BERGAMASCHI,
2010; ROBARDS et al., 2002).

Os antioxidantes sao divididos em grupos primarios ou interruptor de cadeia
e secundarios ou preventivos. Os primarios sdo capazes de retardar ou inibir a
etapa inicial da cadeia, cedendo um hidrogénio a um radical lipidico livre e
assumindo a forma de radical estavel, ou inibindo a etapa de propagacéao ao
reagir com radicais peroxila ou alcoxila (ROBARDS et al, 2002). Os secundarios
reduzem o processo de iniciacdo, utilizando agentes quelantes de metais
BERGAMASCHI, 2010).

Os radicais livres sdo controlados nos seres vivos por compostos de origem
enddgena (ex: superoxido dismutase) ou provenientes da dieta como a vitamina
A, C e E, os flavonoides e carotenoides, que promovem ac¢ao protetora contra os
processos oxidativos que ocorrem no organismo. Quando ha limitacdo na
disponibilidade desses antioxidantes podem ocorrer lesdes oxidativas de carater
acumulativo, assim os antioxidantes tém como funcéao estabilizar ou desativar os
radicais livres antes de atacar os alvos biolégicos da célula (SOUSA et al., 2007;
BERGAMASCHI, 2010).
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O stress oxidativo (OS) é o responsavel pelo aumento na producao de
espécies reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio (ROS/RNS). Em
situacdes patologicas essa producdo pode aumentar, resultando em diminuigao
nos niveis das enzimas antioxidantes e uma elevada producdo de ERO
(ALARCON & DENICOLA, 2013; PAWLAK et al., 1998).

As espécies reativas do oxigénio (ROS) tais como o anion superoxido (02-),
radical hidroxila (OH-), e hidroperoxila (ROO-) causam danos ao DNA ou podem
oxidar lipidios e proteinas. Entre as espécies, o radical hidroxila é mais reativo na
inducao de lesdes nas moléculas celulares. Além disso, o peréxido dehidrogénio
(H202), apesar de nao ser considerado um radical livre, € capaz de atravessar a
membrana nuclear e induzir danos a molécula de DNA(ANDERSON, 2000;
SOUSA et al., 2007).

Recentemente novas espécies de radicais foram identificadas, agora
centrada em nitrogénio, denominada RNS, derivados do radical Oxido Nitrico
(NO'), também chamado de mondxido de nitrogénio. As ROS e RNS contribuem
para o desenvolvimento de varias patologias, incluindo doencgas
cardiovasculares, neurodegenerativas, tumor e envelhecimento (DUARTE et al.,
2014; FABRI et al., 2011; ALARCON & DENICOLA, 2013).

Diferentes ensaios quimicos in vitro tem sido desenvolvido para determinar
a capacidade antioxidante de produtos naturais incluindo o ORAC, DPPH, ABTS,
FRAP, e o mais recente ensaio baseado em nanotecnologia, que utiliza
nanoparticulas para avaliar a atividade antioxidante (ALARCON & DENICOLA,
2013).

Estes métodos podem ser baseados na captura do radical peroxila (ORAC,
TRAP), poder de reducdo do metal (FRAP; CUPRAC), captura do radical
hidroxila (método de desoxirribose), captura do radical organico (ABTS, DPPH),
quantificacao de produtos formados durante a peroxidacao de lipidios (TBARS,
oxidacdao do LDL, co-oxidacdo do -caroteno) (FRANKEL e MEYER, 2000;
SANCHEZ-MORENO, 2002; ARUOMA, 2003). Em alimentos os antioxidantes
sdo usados para inibir ou retardar a oxidagdo desses, além disso impedem a
perda de cor, sabor e vitaminas, proporcionando a estabilizagdo de moléculas

envolvidas nessas caracteristicas (FAUSTINO et al., 2010).
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Compostos Fendlicos

Entre os compostos naturais com potencial antioxidantes estdo os
compostos fendlicos como os flavonoides, que possuem capacidade de capturar
e neutralizar espécies oxidantes como o peroxido e hidroxila. Além disso os
flavonoides apresentam capacidade de se ligar a ions metalicos, formacgao de
quelatos, atividade sequestradora de radicais livres, inibicdo enzimatica das
lipoxigenases, cicloxigenases, NADPH-oxigenase, xantina-oxigenase e
fosfolipase, e estimulacao das enzimas catalase e superéxido-dismutase que
possuem atividade antioxidante (ZUANAZZI, 2007).

Os compostos fenolicos tém recebido muita ateng&o, por inibirem a
peroxidacao lipidica e a lipooxigenase in vitro (SOUSA et al., 2007). Sao os
principais agentes que podem doar hidrogénio aos radicais livres e assim
quebrar a cadeia de lipideo, na primeira etapa de oxidacao, isso se deve pelo
elevado potencial dos compostos fendlicos de varrer os radicais pelos seus
grupos fendlicos hidroxilo. Também sao conhecidos pela capacidade de prevenir
a deterioracao oxidativa de acidos graxos e sdo usados na conservagao de
alimentos. Compostos antioxidantes muitos usados na conservagao como o butil-
hidroxi-anisol e butil-hidroxi-tolueno (BHA e BHT) sintéticos mostram ser toxicos
e/ ou mutagénicos, uma alternativa seria antioxidante provenientes de plantas
(OUARIACHI et al., 2011).
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Chemical composition, antioxidant and antimicrobial activity of the oil and plant

extract Myrocarpus frondosus Allemé&o

Ivandra Ignés de Santi', Darci Alberto Gatto?, Miriam Ribeiro Galvdo Machado?,

Patricia Bilhalva*, Rogério Antonio Freitag'

Abstract

The study aimed to evaluate the chemical profile of aqueous and ethanol extracts
and essential oil of plants Myrocarpus frondosus Alleméo, and the sensitivity of
strains Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium and
Listéria  monocytogenes the extracts and essential oil through the method
microdilution Clinical and Laboratory Standars Institute, the antioxidant activity by
the ABTS method, and the content of phenolic compounds. For the preparation
of extracts from plant leaves were used with ethanol and water, then separate the
chemical identification of compounds was performed by high-performance liquid
chromatography (CLAE-DAD) and gas chromatography coupled to mass
spectrum (CG/MS). With the chemical analysis of the extracts obtained the
presence of the major compound, rutin, and oil major compound was found
germacrene B. In the broth microdilution test oil and extracts showed inhibition
forward all the bacteria tested in the concentrations 1 mg / ml to 0.25mg / ml,
except for S. aureus at a concentration 0.25mg / ml of the essential oil and trans-
caryophyllene. The results of Minimum Bactericidal Concentration (CMB) the
essential oil had bactericidal activity at a concentration of 1mg / ml for all bacteria
tested and trans-caryophyllene at the same concentration only for Listeria
monocytogenes. In relation to the essential oil antioxidant activity showed higher
radical reduction capacity of 40.92% and the content of phenolic compounds
(TPC) ethanol extract showed more 12.72%. The in vitro results support the
conclusion that the essential oil is very promising both in antimicrobial action as

antioxidant activity and the leaf extracts on antioxidant activity.

Keywords: Myrocarpus frondosus Allemao; Antimicrobial; Antioxidant
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1. Introduction

Medicinal plants have the largest pharmaceutical source that exists and the
use of them is as old as human life. Before the nineteenth century, the plants were
the main resource used in traditional medicine [1]. The use of herbal substances
stands out both as a therapeutic agent as raw material for synthesis of drugs. This
practice valued by the national pharmaceutical market internationaland research
and development of new drugs [2-7].

So today many scientists from different areas are using substances
extracted from medicinal plants due to its high efficacy against pathogens and its
use already proven in traditional medicine [1].

However, the widespread use of drugs, especially non-prescription, has led
to loss of effectiveness of action against pathogenic microorganisms [7].
Therefore, Fabri [8] describes that plants that have antibacterial activity are
extremely important, given that many bacteria are resistant to the Ilatest
antibiotics.

According to Duarte [9] in addition to antimicrobial activity have also been
sought new sources of antioxidants derived from natural products. Moreover, with
increasing restriction of the use synthetic antioxidants due to its toxicity reported
recently that might involve many risks to health, including cancer [10]. Thus, the
scientific study has focused for the identification of novel antioxidant compounds
from different sources, such as trees, herbs and spices, among others [11-12].

According Calixto [13] Brazil has highlighted to present the largest
storehouse of biodiversity on the planet, with great potential for research and
development of new products from medicinal plants. So if looking in nature,
plants, aiming to discover new compounds with antimicrobial and antioxidant
activity.

Folk medicine using parts of Myrocarpus frondosus Allemao plant, to treat
wounds and bruises, as an expectorant, and other lesions of the respiratory
system, anti-inflammatory among other uses [14-15].

In this context, this study aims to evaluate the antimicrobial activity,
antioxidant of aqueous and ethanol extracts of leaves, and essential oil from plant
seeds Myrocarpus frondosus Alleméao (Cabreuva) and these extremely important

for pharmaceutical and food industry and identify main chemical constituents
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present in aqueous and alcoholic extracts of the leaves and the essential oil of

the seeds.

2. Materials and Methods
Plant Material

The leaves and seeds were collected on the upper slopes of the Northeast
in the state of Rio Grande of Sul. In the anatomy laboratory of wood, the material
was dried at 35°2C in air circulation greenhouse and stored in climate — controlled
chamber. For identify the species, plant samples were sent to the Herbarium of
Forest Engineering at the Federal University of Santa Maria — UFSM, and
identified and cataloged under number HDCF n2 6215.

Preparation of Extracts: Aqueous and Ethanol

For obtaining the aqueous raw extract were used 25¢g of crushed dry leaves
in knife mills and 100mL of distilled water. The plant sample and solvent were
placed in a container with 500mL and kept under constant stirring, heating plate
with an oil bath at a temperature of 60°C for 24 hours. The process was repeated
until obtaining a clear extract. In the end of extraction, the extract was frozen at -
802C for subsequent lyophilization thereby obtaining the dry extract. For obtaining
the ethanol extract followed by the same extraction procedure as above, the
solvent used was ethanol. Already the ethanol extract it evaporated in
rotaevaporator to obtain the dry extract. The dried samples were placed in small
vials hermetically sealed for later use in chromatographic analysis and in vitro

tests.
Essential Oil Extraction

The essential oil was extracted by hydrodistillation method. Was weight
100g of the previously crushed seed in a blender along with 1500mL distilled
water and added to a flask attached to Clevenger apparatus. The extraction was

performed as described in the Brazilian Pharmacopoeia [16].

Chemical Analysis
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For the identification of metabolites present in the essential oil the same
were subjected to chromatographic analysis in equipment GC / MS, brand
Shimadzu QP2010, equipped with a splitter split/splitless. With a Rtx-5MS Restek
(30 mx 0,25 mm x 0 25 microns) capillary column under the following
chromatographic conditions: Helium gas carrier obtained by electron impact
fragments to a power of 70 eV rate of 1.2 ml/ min, 1:50 split flow and the volume
of injected sample of 1 ul. Programmed oven temperature: initial temperature was
40 ° C with a heating ramp of 10 ° C / min to 280 ° C and remained stable at that
temperature for 10 minutes. Subsequently the temperature was increased at a
rate of 10 ° C / minute to 300 ° C for a total time of 41 minutes with a injector
temperature 250 ° C, the interface temperature 300 ° C, the compounds were
analyzed; NISTO8 using GC / MS library.

The ethanol and aqueous extracts were analyzed by HPLC-DAD
(Shimadzu). The reverse phase chromatography was conducted with
Phenomenex C-18 column (4.6 mm x 250 mm), using as mobile phase A (2%
acetic acid) and B (methanol) at a flow rate 0.8 ml / min and injection volume of
40 pL according to the elution method and Piglet gradient Evaristo and Leitdo
[17] slightly modified. The extracts were conducted in triplicate, for the presence
of rutin and confirmation of the presence of this substance was given by
comparison of retention times and absorption spectra (in the range of 230 to 400
nm) peaks. Rutin standard curve was prepared ranging from 5 to 40 pug/mL for

quantification.
Microorganisms

The antimicrobial activity of the extracts, oil and caryophyllene oxide were
individually tested with four patterns strains: Escherichia coli ATCC25922,
Staphylococcus aureus ATCC25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644 and
Salmonella tyhimurium ATCC 13311.

Chemical standards

The standards used were the Trans-Caryophyllene, 298,5% 001,321,406
lot and Rutin Hydrated, 294%, BCBH0339V lot, purchased from Sigma-Aldrich.

Preparation of the inoculum
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In a test tube, containing saline 0.85% to prepare suspensions of the test
strains that were standardized according to Mac Farland 0.5 range,
corresponding roughly to the concentration of 1,5 x 108 Colony Forming Units
(CFU/mL). For standardize the optical density of the inoculum was read in a
spectrophotometer at a wavelength A = 625nm in an absorbance of 0.08 - 0.10
according to NCCLS (2003) with modifications [18].

Determination of minimum inhibitory concentration (MIC)

The broth susceptibility test was performed using the method NCCLS
(2003) with modifications, for the determination of MIC. All tests were conducted
in trypticase soy broth (TSB). To perform the antimicrobial activity, two standards
were used, rutin, major compound of the extracts and the trans-caryophyllene
only major compound of essential oil available for purchase. Samples and
standards were diluted in DMSO with the initial concentration of 1mg / ml.
Prepared a bacterial suspension with a concentration of 5x10°CFU / mL. In a total
volume of 100 ul of the suspension of standardized microorganisms they were
inoculated into each well, and then added to 100 ul of the sample solution. The
plates were incubated at 37 ° C for a period of 24h. The MIC was calculatedas

the highest dilution showing complete inhibition of standard strain used.

The inhibition of control were used antibiotics against Gram + and Gram -
positive and negative control and in microdilution method was used
dimethylsulfoxide (DMSO).

Determination of minimal bactericidal concentration (MBC)

The results of the MIC, the wells showing complete absence of growth in
each well were identified and 10ul of each well were transferred to a Mueller
Hinton Agar plates and incubated at 37 ° C for 24 hours. The complete absence

of growth was considered as the minimum bactericidal concentration.
Antioxidant activity

For the determination of total phenols used the method described by

Lachman [19]. Was defined, also the antioxidant capacity of the samples, and
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thus extract the oil capacity and reduce ABTS radical according to the

spectrophotometric method [20].

The radical ABTS is obtained after the reaction ABTS (0,0192g) of
potassium persulfate (5 ml) incubated at room temperature (x 25 ° C) and in the
dark for 24 hours. Once the ABTS radicals formed diluted with ethanol to obtain
an absorbance ranging from 149 (0.70 £ 0.2) to 734 nm (wavelength of maximum
absorption) in a UV spectrophotometer. The first absorption is measured is
ethanol which is white then an ABTS radical being measured time zero (T0) and
A734. Then the last 6 minutes is measured by diluting 20 ul of DMSO in 2 mL of
ABTS radical time of six minutes. For samples prepared from the extracts 20 mg
of sample is diluted in 10 ml of DMSO then add 20 ml of diluting the sample in 2
ml of ABTS radical was generated by absorbance A734 was determined

continuously 6 as minutes after dilution.
Content of total phenolic

For the test was used 2,5 ml of phenol reagent of Folin-Ciocalteu and 5 ml
of Na2COs solution with a concentration of 20% is used, it was added to 0,5 ml
aqueous solution at concentration 20 mg in 10 mL of DMSO. The mixture
remained 1 hour at 50°C before measuring the absorbance at 750 nm. It was
measured with a spectrophotometer of UV. The absorption of the developed blue
color is measured at 750 nm and the total phenols content was determined from
the calibration curve of standard solutions of gallic acid (1-20 mg / 1) and

expressed as mg gallic acid (Eq: 1)equivalents (GAE).

aﬂl? 50

Eq: 1 gallic acid equivalents cgag, mg/L=

0.9486x10™

Coae
Co

x100

Eq: 2 TPC%-=
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Statistical analysis

Each test was performed in triplicate and the mean values were calculated.

The data were reported as mean * standard deviation (SD).

3. Results and discussion

Chemical composition of the extracts and essential oil

In the Chromatogram analysis of aqueous and ethanolic extracts of leaves
(Figure 1 and 2) was identified as the compound rutin (quercetin-3-rutinoside).
The aqueous extract showed a concentration of 12.56 mg / g of rutin and the
ethanol extract 11,66mg / g of rutin, a very similar concentration of the extracts.
Rutin is found in many plants of the family Fabaceae [21-22], composed much
appreciated by the pharmaceutical and cosmetic industries. Promising in the
production of drugs to combat aging and degenerative diseases [23] and its main
vasodilator function and antioxidant activity [24].

The essential oil chemical analysis by GC / MS, fourteen compounds were
identified, the B germacrene the major compound with 39.28% of the total oil
compounds, followed by beta-copaene, beta-pinene, and Caryophyllene (Table 2
) relating to the peaks compounds were represented in the Chromatogram 2
(Figure 2). The germacrene B, coapene beta, beta-pinene and Caryophyllene
were classified as terpenes and essential oils were found in several families.
Terpenes have a capacity of elimination of free radicals, thus gives them the high
antioxidant capacity, moreover, has demonstrated a broad spectrum of

antimicrobial activity against fungi and bacterial isolates [25-27].

Antimicrobial activity of extracts, essential oil, rutin and trans-Caryophyllene

The results of the broth susceptibility test to determine the minimal inhibitory
concentration (MIC), all compounds showed inhibition at concentrations of 1 mg
/ ml to 0.25mg / ml for all bacteria tested except for the essential oil and trans-
Caryophyllene the concentration 0.25 mg / ml for Staphylococcus aureus. The

compounds found in the essential oil are classified as terpenes, and these are
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recognized by the antibacterial and antioxidant activity [28] and compound rutin
present in the extracts are known for their antioxidant activity. So for there are no
studies in the literature reporting antimicrobial activity of plant M. frondosus
against these bacteria.

The compounds found in the essential oil are classified as terpenes, and
these are recognized by the antibacterial and antioxidant activity [28]. So far,
there are no studies in the literature reporting antimicrobial activity of plant M.
frondosus against these bacteria.

The MBC is defined as the lowest concentration of oil and / or extract
resulting in the death of 99.9% of the inoculum. The results of Minimum
Bactericidal Concentration (CMB) demonstrated that the essential oil had
bactericidal activity at a concentration of 1mg/ ml for all bacteria tested and trans-
caryophyllene at the same concentration only for Listeria monocytogenes.

The 10% DMSO used as a control, there was growth of microorganism, thus

confirming that the diluent does not interfere with the tests.

Phenolic content Total (TPC) and antioxidant activity

In Table 03, one can observe the presence of phenolic compounds in
ethanolic extracts of leaves in a concentration greater than the aqueous. But the
essential oil concentration was lower. The concentration of phenolic compounds
found in species of the same family may vary due to the extraction method,
environmental stress, local collection period and the studied plant [21-22; 29-31].
These phenolic compounds are effective as secondary metabolites and free
radical scavengers and antioxidants [32].

The oil tested the antioxidant activity, has a capacity of inhibition of 40.92%
(Figure 3), this can be explained by the presence of terpenes, these being
responsible for the antioxidant activity [33].. In extracts, inhibition was lower
compared to the essential oil (Table 4). The antioxidant activity of the extracts
may be related to the presence of rutin, one flavonoid, recognized for antioxidant
activity and found in different concentrations in plants of the same family of M.
frondosus [21-22;31].The antioxidant activity of an extract or essential oil may
vary depending on the antioxidant performance, the pro-oxidants, and the

concentration of the mixture of chemical compounds [34].
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4 Conclusion

The methodology used in this study allowed the identification of rutin in the
extracts of leaves and germacrene B in the essential oil as major compounds.
The results of this study clearly show that the essential oil had a Myrocarpus
frondosus Allemao antioxidant activity in relation to the extracts which can be
useful both in the pharmaceutical industry as food. In the antimicrobial activity,
both as essential oil extracts appear to be promising, against Gram positive
bacteria and Gram negative. However, additional studies are needed to isolate
and identify active compounds, and in vivo studies to understand the mechanism

of action as pharmacological agents.
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Fig. 1. Chromatogram representing the wavelength of 371 nm, the quantification of rutin in the
ethanol extract of the leaves of the plant Myrocarpus frondosus Allemao by HPLC-DAD. Pico: 1
- Rutin.
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Fig. 2. Chromatogram representing the wavelength of 371nm, the quantification of rutin in the
aqueous extract from the leaves Myrocarpus frondosus Allemao by HPLC-DAD. Peak: 1 - Rutin
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Fig. 3. Chromatogram representing the peaks relating to the essential oil compounds from plant
seeds Myrocarpus frondosus Allemao by GC / MS.

Table 2

Essential oil chemicals of Myrocarpus frondosus Allem&o plant performed by GC/MS.

N2 PICO NOME DO COMPOSTO  Area% R.Time
1 alpha-Pinene 1.01 4.981
2 beta-Phellandrene 0.83 5.574
3 beta-Pinene 11.03 5.641
4 gamma-Elemene 0.56 11.008
5 Copaene 1.13 11.559
6 (-)beta-Bourbonene 0.86 11.700
7 beta-Elemene 1.12 11.743
8 Caryophyllene 7.51 12.175
9 Humulene 1.57 12.614
10 beta-Copaene 24 .51 12.963
11 Germacrene B 39.28 13.166
12 delta-Cadinene 1.23 13.432
13 gamma-Muurolene 1.28 14.114
14 Spathulenol 7.03 14.160
15 ND 1.05 14.246

100.00
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Table 3

Broth microdilution test of Gram-positive and Gram-negative front of the extracts, essential oil,
rutin and trans-caryophillene

strains standards Concentration E.c S.a L.m St
samples (mg/mL) MiIC CBM MIC CBM MIC CBM MIC CBM
1,0 - + - - - - - -
EAF 0,5 - + - + - + - +
0,25 - + - + - + - +
1,0 - + - + - + - +
EEF 0,5 - + - + - + - +
0,25 - + - + - + - +
1,0 - + - + - - - +
RU 0,5 - + - + - + - +
0,25 - + - + - + - +
1,0 - - - - - - - -
OE 0,5 - + - + - + - +
0,25 - + + + - + _ +
1,0 - + - + - - - +
TC 0,5 - + - + - + - +
0,25 - + + + - + - +

Inhibited growth (-);bacterial growth (+); MIC: Minimum Inhibitory Concentration; CBM: Minimum
Bactericidal Concentration; E.c: Escherichia coli; S.a: Staphylococcus aureus; L.m: Listeria
monocytogenes; S.t: Salmonela thymurium; EAF: aqueous extract of leaves; EEF: ethanol extract
of leaves; RU: Rutin; OE: Oil essential; TC: Trans-cariofillene.

Table 4

Quantification of phenolic compounds from aqueous and ethanol extracts of leaves and essential
oil from plant seeds Myrocarpus frondosus Allemao.

Galic acid equivalents mg/L TOTAL PHENOLIC CONTENT (TPC%)
C GAE Weight of oil (mg/L) TPC %
1FA 198,979 2000 9,949
2FE 254,478 2000 12,724
50E 120,221 2000 6,011

Where: FA: Aqueous extract of leaves; DE: ethanolic extract of leaves; EO: Essential oil from the seeds.
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Fig. 4. Graph representing the antioxidant activity by ABTS method of leaf Jextracts and essential
oil from the seeds of Myrocarpus frondosus Allem&o plant. Where: 1AF: Aqueous extract of

leaves; 2FE: ethanolic extract of leaves; 5e: Essential oil from the seeds.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A obtencdo dos extratos e identificagdo dos compostos quimicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) permitiu a caracterizagdo do
composto Rutina.

A obtencao do 6leo essencial e identificacdo dos compostos quimicos por
cromatografia gasosa (CG/MS) ligada ao espectro de massas permitiu a
caracterizacao de quatorze substancias quimicas.

No teste de microdiluicdo em caldo pode-se observar que o 6leo essencial
0s extratos e os padrdes foram eficazes frente as bactérias testadas.

No teor dos compostos fendlicos, os extratos das folhas apresentaram a
maior concentracao frente ao 6leo essencial.

A atividade antioxidante pelo método ABTS, o 6leo essencial apresentou a
maior inibicdo na formacao de radicais livres em relacado aos extratos etandlico

€ aquoso das folhas.

Sugestodes

Para dar continuidade e este trabalho, mais estudos devem ser realizados
com a Cabreuva, como avaliar a eclodibilidade larvar de ovos de Ancylostoma
spp, dos extratos das folhas e cascas, e 6leo essencial das sementes. Identificar
0S compostos presentes no extrato aquoso e etanolico das cascas pelo método
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Além disso, tem-se necessidade de
avaliar seguranga quanto a citotoxicidade dos extratos e 6leo essencial.

Da mesma forma, deve-se avaliar o potencial alelopatico dos extratos
aquosos de folhas e cascas da planta Myrocarpus frondosus Allem&o na
germinacao e crescimento inicial de Allium cepa, por meio de bioensaios
laboratoriais, contribuindo para ampliar o conhecimento da alelopatia dessa

espécie nativa.
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