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Resumo

Resumo: O presente trabalho teve como objetivos realizar o estudo fitoquimico dos
subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae), desenvolver e obter o extrato
padronizado liquido e liofilizado, e avaliar atividades antioxidante, antimicrobianas,
antibiofilme dos extratos liquido (ELQ) e liofilizado (ELF). O Capitulo 1 traz uma revisdo
bibliografica sobre Eugenia dysenterica, onde sdo abordados os principais potenciais farmaco-
bioldgicos, alimenticios e industriais da espécie, bem como seus aspectos fitossocioldgicos e
ambientais. O Capitulo 2 faz o estudo farmacognostico para o estabelecimento de parametros
de controle de qualidade de matéria-prima vegetal (subprodutos - cascas e sementes), bem como
identifica os componentes dos 6leos essenciais das folhas, frutos e subprodutos dos frutos de
Eugenia dysenterica. A analise fitoquimica qualitativa revelou a presenca de substancias como
taninos e compostos fenolicos. Além disso, o &cido galico e o acido elégico, identificados por
cromatografia, corroboram com estudos anteriores que destacam suas atividades antioxidantes
e anti-inflamatdrias. A composicao centesimal do material, incluindo os teores de cinzas e 0
indice de intumescéncia, estd em conformidade com as exigéncias estabelecidas pela
Farmacopeia Brasileira. B-selinene, a-selinene, myrcene e [B-pinene sdo 0S compostos
majoritarios do 6leo essencial provenientes dos frutos, folhas e subprodutos de frutos de
Eugenia dysenterica. O Capitulo 3 apresenta os resultados da otimizacao da extracao assistida
por ultrassom de compostos fendlicos totais de subprodutos dos frutos de Eugenia dysenterica.
A otimizacdo foi realizada com auxilio de um modelo Box-Benhken e metodologia de
superficie de resposta. Duas condi¢cBes 6timas foram definidas: 1 - proporcdo material
vegetal:solvente 0,01g/mL, tempo de 40 min e graduacéo etanolica de 30%; 2 - 0,19g/mL, 39
min e 46%. O Capitulo 4 expde a avaliacdo da atividade antioxidante, antimicrobiana,
antibiofilme e toxicidade em Artemia salina dos extratos liquido (ELQ) e liofilizado (ELF) de
Eugenia dysenterica. Foi utilizado o teste da microdiluicdo em caldo, que permitiu determinar
a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) frente a cepas de bactérias Gram (+), Gram (-) de
isolados de mastite bovina e isolados comerciais de coracédo e figado de frango. Os resultados
da atividade antioxidante, determinada pelos testes ABTS, FRAP e DPPH, foram,
respectivamente: ELQ: 1.633,13 uM trolox/g, 1.633,60 uM FeSO4/g e 73,35 g amostra/g
DPPH; ELF: 1.379,75 uM trolox/g, 1.692,09 UM FeSO4/g e 83,35 g amostra/g DPPH. Para
atividade antimicrobiana, ambos apresentaram CIM < 62,5 mg/mL, e CIM e CBM de 2,5
mg/mL para P. aeruginosa. ELQ apresentou acdo antibiofilme para S. coagulase (50 mg/mL)
e Streptococcus spp. (12,5 mg/mL); ELF para P. aeruginosa (50 mg/mL; 12,5 mg/mL), E. coli
(25 mg/mL). O ELQ apresentou valor de CLso de 863,440ug/mL e o ELF de 1200,413ug/mL
frente toxicidade em Artemia salina. Esses achados indicam que subprodutos de Eugenia
dysenterica podem ser uma fonte promissora para bioinsumos sustentaveis.

Palavras-chave: Eugenia dysenterica. Cagaita. Bioinsumos. Bioprodutos. Otimizacao.
Extracéo assistida por ultrassom



Abstract

The present work had as objectives to carry out the phytochemical study of fruit by-products of
Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae), develop and obtain standardized liquid and lyophilized
extract, and evaluate antioxidant, antimicrobial, antibiofilm activities of the liquid extracts
(ELQ) and lyophilized (ELF). Chapter 1 presents a bibliographical review on Eugenia
dysenterica, where the main potential of the species for biological, food and industrial drugs
are addressed, as well as its phytosociological and environmental aspects. Chapter 2 makes the
pharmacognostic study for the establishment of quality control parameters of plant raw
materials (by-products - husks and seeds), as well as identifies the components of essential oils
of leaves, fruits and by-products of the fruits of Eugenia dysenterica. The qualitative
phytochemical analysis revealed the presence of substances such as tannins and phenolic
compounds. In addition, gallic acid and ellagic acid, identified by chromatography, corroborate
previous studies that highlight their antioxidant and anti-inflammatory activities. The
centesimal composition of the material, including the ash contents and intumescence index, is
in accordance with the requirements established by the Brazilian Pharmacopoeia. -selinene, o-
selinene, myrcene and B-pinene are the major compounds of essential oil from fruits, leaves and
fruit by-products of Eugenia dysenterica. Chapter 3 presents the results of the optimization of
the ultrasound-assisted extraction of total phenolic compounds from by-products of the fruits
of Eugenia dysenterica. The optimization was performed with the aid of a Box-Benhken model
and response surface methodology. Two optimal conditions were defined: 1 - proportion of
plant material: solvent 0.01g/mL, 40 min time and ethanolic graduation of 30%; 2 - 0.19g/mL,
39 min and 46%. Chapter 4 presents the evaluation of antioxidant, antimicrobial, antibiofilm
and toxicity activity in Artemia salina from liquid (ELQ) and lyophilized (ELF) extracts of
Eugenia dysenterica. The broth microdilution test was used, which allowed to determine the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) against strains of Gram(+), Gram(-) bacteria from
bovine mastitis isolates and commercial isolates of chicken heart and liver. The results of
antioxidant activity, determined by ABTS, FRAP and DPPH tests were respectively: ELQ:
1.633,13 uM trolox/g, 1.633,60 uM FeSO4/g and 73,35 g sample/g DPPH; ELF: 1.379,75 uM
trolox/g, 1.692,09 uM FeSO4/g and 83,35 g sample/g DPPH. For antimicrobial activity, both
presented MIC < 62.5 mg/mL, and MIC and MBC of 2.5 mg/mL for P. aeruginosa. ELQ
showed antibiofilm action for S. coagulase (50 mg/mL) and Streptococcus spp. (12.5 mg/mL);
ELF for P. aeruginosa (50 mg/mL; 12.5 mg/mL), E. coli (25 mg/mL). The ELQ presented a
CLso value of 863.440 pg/mL and the ELF of 1200.413 pg/mL versus toxicity in Artemia salina.
These findings indicate that by-products of Eugenia dysenterica may be a promising source for
sustainable bioinputs.

Keywords: Eugenia dysenterica. Cagaita. Bioinputs. Bioproducts. Optimization. Ultrasound-
assisted extraction.
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INTRODUCAO GERAL

Os bioinsumos emergem como estratégias ecoeficientes para a agricultura moderna,
promovendo praticas que aliam produtividade e preservacdo ambiental. Definidos como
produtos de origem bioldgica utilizados no manejo agricola e pecudrio, esses insumos incluem
microrganismos, extratos vegetais e biofertilizantes, com destaque para sua capacidade de

reduzir a dependéncia de quimicos sintéticos e mitigar impactos ambientais (Brasil, 2020).

No Brasil, o Programa Nacional de Bioinsumos (PNB) consolida politicas publicas
voltadas ao estimulo da produgdo e uso desses insumos, incluindo o aproveitamento de
subprodutos vegetais (Brasil, 2020; Vidal & Dias, 2023). Os subprodutos agroindustriais sdao os
materiais secundarios gerados no processo de industrializacdo de produtos agricolas. Quando
apresentam potencial mercadolédgico, eles passam a ser definidos como coprodutos e quando
ainda ndo possuem valor comercial sdo residuos (Springer& Schmitt, 2018). Os bioinsumos
oferecem oportunidades de controle fitossanitario, ao lado de representarem uma inovagao
sustentavel para a agropecudria. Segundo dados da Empresa Brasileira de Pesquisas
Agropecuarias (Embrapa), no Brasil até¢ janeiro de 2025 ha registros de 5 bioinsumos que atuam

no controle de bactérias e fungos de interesse comercial para a agricultura (Embrapa, 2025).

Ao lado de sua aplicagdo no controle de pragas e no manejo agricola, os bioinsumos
possuem potencial significativo no tratamento de doengas no setor pecuario, como a mastite
bovina e no controle sanitario na avicultura de corte. Caracterizada pela inflamacao da glandula
mamaria, a mastite bovina geralmente resulta de infec¢des bacterianas e pode ser influenciada
por diversos fatores, como manejo inadequado, condi¢des de alojamento e praticas de ordenha

em gado leiteiro (Bradley, 2002).

As perdas econdmicas associadas a mastite, tanto em suas manifestacdes clinicas quanto
subclinicas, incluem custos de tratamento, descarte de leite, diminuicdo tempordria na
producao, abate precoce e mortalidade (Wellenberg et al., 2002). Para a avicultura de corte, a
falta de condigdes sanitarias em qualquer parte do processo pode favorecer o crescimento
microbiano, trazendo prejuizos econdomicos e de satde publica (Gomes ef al., 2022; Blanco-

Picazo et al, 2022).

O potencial quimico e farmacoldgico de espécies do Cerrado ¢ utilizado como
ferramenta para a descoberta de potenciais bioprodutos, fortalecendo a importancia da
conservagao e preservacao desse dominio. Em contrapartida, o avanco das fronteiras agricolas

e a devastagdo do Cerrado geram efeitos irreversiveis, sendo a devastacdo mais expressiva €
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desordenada que os processos de conservagao (Strassburg ef al., 2017).

A fim de mitigar esses impactos, discutir estratégias de conservagao a partir da utilizagdo
de frutos de espécies nativas do Cerrado pode contribuir diretamente para a utilizagao
sustentavel do dominio e consequente estimulagdo de praticas conservacionistas (Ribeiro et al.,
2008). Os frutos do Cerrado podem ser utilizados para diversos fins industriais, tanto na
industria de alimentos, produtos cosméticos e farmacéuticos (Reis & Schmiele, 2019; Silveira,
2020).

Nos processos industriais, a geragao de subprodutos ¢ uma etapa permanente, ¢ sua
minimizagdo pode estar associada a um conjunto de medidas de utilizacdo destes,
transformando-os em matéria-prima, fazendo com que os processos industriais operem de
maneira sustentavel (Leite & Pawlowsky, 2005; Damiani et al., 2020). A expectativa ¢ que
subprodutos provenientes de frutos do Cerrado, como cascas e sementes, possam ser matéria-
prima potencial para a extragdo de compostos bioativos (Sancho et al., 2015).

Uma das familias botanicas presentes no Cerrado, que ¢ fonte potencial para o
desenvolvimento de novos bioprodutos € a familia Myrtaceae. A familia Myrtaceae compreende
cerca de 130 géneros e 4 mil espécies em todo o mundo, representando uma das maiores
familias da flora brasileira, com aproximadamente 29 géneros e 1.200 espécies ocorrentes no
Brasil. Muitas espécies possuem propriedades medicinais e apresentam aproveitamento
alimentar. No mundo, destaca-se o género Eucalyptus, enquanto no Brasil destacam-se os
géneros Eugenia e Myrcia (Souza & Lorenzi, 2005; Carvalho, 2008; Sobral et a/, 2025).

Em razdo da sua ampla utilizagdo pela populagdo e pela investigagdo fitoquimica de
seus componentes, exemplares da familia Myrtaceae compoe o Formulério de Fitoterapicos da
Farmacopeia Brasileira. Fugenia uniflora L. (pitanga) e Psidium guajava L. (goiaba) sdo
indicadas para o tratamento auxiliar no alivio sintomdtico da diarreia leve ndo infecciosa
(Brasil, 2021). Além disso, os géneros Myrcia, Eugenia e Psidium possuem expressiva
capacidade antioxidante, bem como uma diversidade de propriedades e perspectivas
farmacéuticas, como antifingica, inibidora enzimatica, antibacteriana, anti-inflamatéria e
acaricida (Ribeiro et al., 2022).

Dentre as espécies da familia Myrtaceae que fazem parte da flora do Cerrado e que
possui bioativos em sua composi¢ao, podemos citar Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae),
popularmente conhecida como cagaita. Eugenia dysenterica ¢ uma frutifera ndo cultivada,
contudo abundante na natureza (Lorenzi et al., 2006). De porte arboreo, sua exuberante
florescéncia ocorre durante os meses de agosto e setembro, geralmente com a planta totalmente

destituida de sua folhagem. Os frutos amadurecem de outubro a novembro (Lorenzi, 2000;).
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Eugenia dysenterica produz um fruto de forma oval, achatado ou elipsoide, quando maduro,
apresentando coloragdo amarelo-claro e sabor ligeiramente 4cido, com massa de 14 a 20g, sendo
o0 epicarpo membranoso e de brilho intenso e 0 mesocarpo e o endocarpo carnosos (Silva et al.,

2015; Torres et al., 2024) (Figura 1).

Figura 1 — Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae). A: Flores; B: Frutos; C: Arvore em
frutificacdo. Localizacdo: municipio de Rianapolis-GO.

Estudos apontam acdo antioxidante de Eugenia dysenterica e presenga de compostos
fenolicos, além de atividade antimicrobiana (Jorge ef al., 2010; Baildo et al., 2015; Clementino
et al., 2016; Karasawa & Mohan, 2018). Utilizando a polpa do fruto, Finco ef al. (2012)
constataram que Eugenia dysenterica pode ser considerada uma 6tima fonte alimentar de
vitamina C. Em estudo realizado por Jorge et al. (2010), as sementes de E. dysenterica
mostraram ser uma importante fonte de carboidratos e possuir relevante atividade antioxidante.
Segundo levantamento etnobotanico, Eugenia dysenterica apresenta propriedades medicinais,
sendo as folhas mais utilizadas como antidiarreica, enquanto os frutos tém propriedade laxativa
(Carvalho et al., 2014).

Trabalhos etnobotanicos mostram variabilidade em relagdo a concentragio e quantidade
de material vegetal utilizado em cada preparagdao. Uma das formas de se obter insumos vegetais
com maior qualidade e seguranca nas dosagens ¢ a padronizagdo de todas as etapas, desde a
coleta, o processamento e a extracdo de compostos bioativos. Apds estas etapas, uma das formas
mais eficientes de se preservar os compostos bioativos, ¢ a secagem dos extratos vegetais. Nela,
os baixos teores de umidade favorecem a conservagao do material e mantém a qualidade fisico-

quimica por um periodo maior (Radiinz et al., 2002).
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Diante do exposto, os subprodutos gerados pelo processamento de frutos do Cerrado

podem possuir compostos bioativos com potenciais a serem explorados na industria alimenticia,

cosmética, de medicamentos e de bioinsumos. O objetivo deste trabalho foi investigar o

potencial fitoquimico de subprodutos dos frutos de Eugenia dysenterica, bem como sua

atividade antioxidante e antimicrobiana. Além de apontar o potencial de E. dysenterica para a

producdo de bioprodutos, esse trabalho pode contribuir para a minimiza¢do da geracdo de

residuos agroindustriais e agregar valor a cadeia produtiva da cagaita no Brasil, bem como

reforgar as estratégias de conservagao e preservagao dessa frutifera no Cerrado brasileiro.

Baseado no exposto, essa pesquisa teve como objetivo geral:

Desenvolver e obter o extrato padronizado liquido e liofilizado, a partir de
subprodutos dos frutos de Eugenia dysenterica DC. e investigar seu potencial

de utilizagdo no desenvolvimento de alimentos, medicamentos e bioinsumos.

Os objetivos especificos foram:

Realizar uma revisdo de escopo com o0 objetivo de levantar os estudos sobre
Eugenia dysenterica e identificar as principais lacunas no conhecimento para
informar trabalhos futuros;

Realizar coleta dos frutos e folhas de Eugenia dysenterica em formagdes de
Cerrado ocorrentes na regido do Vale de Séo Patricio - Goias;

Processar e caracterizar os subprodutos dos frutos de Eugenia dysenterica;
Realizar a triagem fitoquimica e a caracterizacdo fisico-quimica dos
subprodutos dos frutos de Eugenia dysenterica;

Realizar a extracdo e caracterizagdo dos 6leos essenciais dos subprodutos dos
frutos e folhas de Eugenia dysenterica;

Obter, concentrar e caracterizar extratos liquido e liofilizado de subprodutos de
frutos de Eugenia dysenterica a partir do material processado;

Avaliar a toxicidade do extrato liquido e liofilizado de subprodutos de frutos de
Eugenia dysenterica sobre o microcrustaceo Artemia salina;

Realizar testes de Concentracdo Inibitoria Minima (MIC), Concentracao
Bactericida Minima (CBM) e inibig&o de biofilme para avaliar a acdo do extrato
de subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica em bactérias causadoras de
mastite em bovinos e bactérias isoladas em figado e coracéo de frangos;
Avaliar o potencial antioxidante dos extratos de subprodutos de frutos de
Eugenia dysenterica através dos métodos DPPH, ABTS e FRAP;
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A seqguir, o trabalho encontra-se dividido em capitulos. O Capitulo 1 traz uma revisao
bibliografica sobre Eugenia dysenterica, descrevendo os principais estudos realizados com a
espécie e suas potencialidades farmacéuticas, publicado na revista Sapiéncia: sociedade,
saberes e préticas educacionais. O Capitulo 2 descreve os estudos farmacognosticos e fisico-
quimicos realizados com os subprodutos de Eugenia dysenterica. O Capitulo 3 descreve a
otimizacdo realizada para obtencdo de extrato liquido e liofilizado do subproduto de frutos de
Eugenia dysenterica. O Capitulo 4 aborda as atividades antioxidante, antimicrobiana, inibicao
de formacdo de biofilme e toxicidade com Artemia salina de extratos obtidos a partir dos
subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica. O anexo 1 apresenta o artigo publicado na revista
Molecules (Fator de impacto 4,2), intitulado Bioinputs from Eugenia dysenterica DC.
(Myrtaceae): optimization of ultrasound-assisted extraction and assessment of antioxidant,
antimicrobial and antibiofilm activities.

O Esquema 1 sumariza todas essas etapas realizadas neste trabalho.

Cabe ainda destacar, que do presente projeto de pesquisa e dos projetos desenvolvidos
no Laboratério de Pesquisa Desenvolvimento e Inovacdo de Produtos da Biodiversidade,
desdobrou-se outro projeto intitulado “Condefé tem Cagaita ¢ Gabiroba no Cerrado”,
fomentado pela Fundacdo Boticario em parceria com a FAPEG. O projeto tem como objetivo
contribuir para o extrativismo sustentavel e preservacao das cagaiteiras e gabirobeiras na regido
do Vale do Séo Patricio, gerando renda para as familias em assentamentos no municipio de

Goianésia-GO. O projeto teve inicio em janeiro de 2024, com previsdo de finalizacdo em 2026.
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Capitulo 1 — Potencial farmaco-bioldgico e outras aplicacdes das cagaiteiras do Cerrado:

uma revisao de escopo sobre Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae)

Artigo publicado na Revista Sapiéncia: sociedade, saberes e praticas educacionais. Ipora-GO,
v. 13, n. 5, pp. 37 — 83, 2024. ISSN: 2238-3565, p.37-83, 2024.

A formatacdo deste capitulo segue as normas adotadas pela referida revista.
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ESCOPO SOBRE Eugenia dysenterica (MART.) DC.
(MYRTACEAE)

Pharmaco-biological potential and other applications of “cagaiteiras” from
Cerrado: a scoping review on Eugenia dysenterica (MART.) DC. (Myrtaceae)
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RESUMO

Eugenia dysenterica (Mart.) DC. (Myrtaceae), popularmente conhecida como
“cagaita”, é uma espécie nativa do Cerrado com ampla distribui¢dao no Estado de
Goids. Esta revisao de escopo tem como objetivo examinar e identificar os estudos
cientificos realizados com E. dysenterica, analisando os principais potenciais
farmaco-biolégicos, alimenticios e industriais da espécie, bem como seus aspectos
fitossocioldégicos e ambientais. Para tanto, foram feitas buscas nas bases de
dados Web of Science Core Collection utilizando os termos “Eugenia dysenterica;
cagaita; Stenocalyx dysentericus”, sem delimita¢dao de espa¢o temporal. Das 168
publica¢des levantadas, foram incluidos nessa revisao de escopo 142 trabalhos,
subdivididos em ©4 categorias: Atividade farmacolégica/biolégica; utilizagao
industrial; utiliza¢ao alimenticia; e diversidade genética, histoéria evolutiva,
biologia reprodutiva, aspectos fitossocioldgicos e ambientais. Por meio desta
revisao, evidencia-se que os principais estudos envolvendo E. dysenterica versam
sobre sua distribuicao e padrao genético dos exemplares no Cerrado, identificacgao
de compostos em extratos de diferentes partes da planta. Ag¢des larvicida,
antimicrobiana, antioxidante e antifingica sado apontadas, desde a utilizag¢ao do
extrato foliar ao uso do 6leo essencial. E. dysenterica possui potencial de
utilizacao na industria farmacéutica, alimentar e cosmética, sendo necessarias
novas abordagens de pesquisa em rela¢ao ao uso dos residuos do fruto na produc¢ao
de bioprodutos e bioinsumos. Sugere-se investigacdes na area de aproveitamento
de residuos do fruto, e ampliacao das investiga¢des farmacoldgicas e bioldgicas
de E. dysenterica.

Palavras-chaves: Cagaita; 6leo essencial; Compostos fendlicos

ABSTRACT

Revista Sapiéncia: sociedade, saberes e praticas educacionais
v. 13, n. 5, pp. 37 - 83, 2024. ISSN: 2238-3565
Ipord, GO. UEG/UnU de Ipora. https://www.revista.ueg.br/index.php/sapiencia
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Eugenia dysenterica (Mart.) DC. (Myrtaceae) known as "cagaita", is a species
native to the Cerrado with wide distribution in the State of Goias. This scope
review aims to examine and identify the scientific studies conducted with E.
dysenterica, analyzing the main drug-biological, food and industrial potential
of the species, as well as its phytosociological and environmental aspects.
Therefore, searches were made in the Web of Science Core Collection databases
using the terms "Eugenia dysenterica; Cagaita; Stenocalyx dysentericus", without
delimitation of time space. Of the 168 publications surveyed, 142 papers were
included in this scope review, subdivided into o4 categories:
Pharmacological/biological activity; industrial use; food use; and genetic
diversity, evolutionary history, reproductive biology, phytosociological and
environmental aspects. Through this review, it is evident that the main studies
involving E. dysenterica deal with their distribution and genetic pattern of the
specimens in the Cerrado, identification of compounds in extracts from different
parts of the plant. Larvicide, antimicrobial, antioxidant and antifungal actions
are pointed out, from the use of leaf extract to the use of essential oil. E.
dysenterica has potential for use in the pharmaceutical, food and cosmetic
industries, requiring new research approaches regarding the use of fruit residues
in the production of bioproducts and bioinputs. It is suggested investigations
in the area of use of fruit residues, and expansion of pharmacological and
biological investigations of E. dysenterica.

Keywords: Cagaita; essential oil; Phenolic compounds.

INTRODUCAO

Eugenia dysenterica (Mart.) DC. é wuma espécie da familia
Myrtaceage. Essa familia é representada por cerca de 150 géneros e 3.800 -
5.800 espécies que possuem ampla distribui¢do geografica (Wilson et al.,
2001). Além disso, a familia apresenta espécies com vasto potencial
econbmico e farmacoldégico como Eucalyptus globulus Labill., Syzygium
aromaticum (L.) Merr. & Perry, Psidium guajava L., Eugenia uniflora L. e
Melaleuca alternifolia (Maiden e Betche) Cheel (Dexheimer & Pozzobon,
2017).

E. dysenterica é conhecida popularmente como “cagaiteira™, com
produgcao de frutos abundantes e relevantes para a fauna local. Além disso,
€ uma espécie de desenvolvimento em diversos tipos de solo e condigoOes,
sendo abundante, inclusive, em solos arenosos, pedregosos e até mesmo
degradados. Por ser uma planta nativa do Brasil, ela possui ampla
distribuicao, sendo encontrada nos estados da Bahia, Ceara, Maranhao,
Pernambuco, Piaui, Distrito Federal, Goids, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais e S3ao Paulo (Silva et al., 2015; Mota et al., 2017;
Reflora, 2024).

Suas atividades e potencialidades farmaco-biolégicas sao
investigadas na literatura, apresentando um amplo espectro de utilizac¢ao.
Baildo et al. (2015) revisaram os principais compostos encontrados nos
frutos de E. dysenterica e destacaram: acido ascérbico, acido acético,
acido lactico, acido madlico, acido succinico, 4acido tartarico, acido
citrico, a-caroteno, P -caroteno, B-criptoxantina e licopeno, 6-
tocoferol, tocotrienol, tetrahidrofolato, 5-
metiltetraidrofolato, 5-formiltetraidrofolato, e acido elagico, também
apontados por Silva e Fonseca (2016).

Fato curioso refere-se as a¢des antagdnicas de suas folhas e frutos.
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Estudos biolégicos e etnobotanicos relatam o uso das folhas de E.
dysenterica para o tratamento de diarreia, enquanto os frutos, se
consumidos em excesso ou apds exposi¢ao ao sol, podem provocar diarreia
(Almeida et al., 1998; Lima et al., 2010; Lima et al., 2011).

Apesar dos diversos usos relatados popularmente serem relacionados
ao efeito laxativo, estudo realizado com o 0leo essencial extraido da
folha de E. dysenterica mostrou atividade antidiarreica (Galheigo et al.,
2016). Além dessa aplicag¢ao, a emulsdo com microparticulas contendo
extrato aquoso das folhas de E. dysenterica demonstrou resultados como
anti-inflamatoério, promotor de repitelizacao e atividade angiogénica,
sendo um potencial candidato para ser utilizado na cicatrizac¢ao de feridas,
além de apresentar atividade contra Staphylococcus aureus (Silva et al.,
2020).

Apesar de rica presenca de metabdélitos secunddrios e amplo
potencial biolégico, E. dysenterica e todas as demais espécies ocorrentes
no Cerrado estao amea¢adas pela destrui¢ao de suas dreas de ocorréncia,
substituidas por plantio de monoculturas e areas agropecuarias, o que
limita o tamanho e a quantidade das areas onde ela ocorre naturalmente
(Scariot & Ribeiro, 2014).

Tendo em vista, a importancia das espécies do género Eugenia e a
utilizacao de E. dysenterica, o objetivo deste trabalho foi examinar e
identificar os estudos cientificos realizados com E. dysenterica,
analisando os principais potenciais farmaco-bioldégicos, alimenticios e
industriais da espécie, bem como seus aspectos fitossocioldgicos e
ambientais. Esses dados permitirao mapear as tendéncias e as lacunas do
conhecimento acerca da espécie E. dysenterica, bem como apontar caminhos
para os futuros estudos.

MATERIAIS E METODOS

Este trabalho trata-se de uma revisao de escopo. Neste tipo de
revisao, busca-se explorar os principais conceitos do tema em questao,
averiguar a dimensao, o alcance e a natureza dos estudos, condensando e
publicando os dados, possibilitando apontar as lacunas nas pesquisas
existentes (Arksey & 0’Malley, 2005).

A pergunta norteadora do trabalho foi: Quais sao as principais
tendéncias e lacunas do conhecimento cientifico acerca da espécie Eugenia
dysenterica? Os dados foram obtidos em dezembro de 2023, utilizando os
termos “Eugenia dysenterica; cagaita; Stenocalyx dysentericus”, sem
delimita¢ao de espa¢o temporal. Para tanto, foi utilizado o banco de
dados disponivel na plataforma de pesquisa Web of Science Core Collection
(WoS), wutilizada wusualmente como ferramenta para levantamentos
cienciométricos e de revisao, devido a sua abrangéncia quanto ao numero
de publicag¢des e qualidade das revistas cientificas indexadas.

Estabeleceram-se como critérios de inclusdo, artigos que
apresentassem E. dysenterica como objeto de estudo, com analises
quantitativas e/ou qualitativas, independente da 1lingua ou ano de
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publica¢ao. Foram estabelecidos como critérios de exclusao artigos de
revisao ou artigos de levantamento botanico/floristico em determinada
regiao onde a espécie em estudo era apenas citada.

Foi realizada uma triagem inicial dos titulos e resumos dos
artigos, para inclusdo ou exclusdao destes. Posteriormente, os artigos
selecionados foram submetidos a uma nova triagem, porém com a leitura
integral dos mesmos. Os trabalhos foram subdivididos em 04 categorias:
atividade bioldégica/farmacolégica, wutilizag¢ao alimentar, wutilizagao
industrial e estudos relacionados com a diversidade genética e biologia
reprodutiva. Os artigos foram organizados e registrados em uma planilha
no Excel, afim de organizac¢ao, categoriza¢do e analise dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As buscas na base WoS apontaram 168 publica¢des, sendo o primeiro
documento publicado no ano de 1993. Foram identificadas e excluidas ©8
publica¢des que se tratavam de artigos de revisao, trabalhos duplicados ou
trabalhos nao relacionados com o objeto de estudo. Desta forma, 160
documentos foram selecionados para andlise. Dos 160, 18 trabalhos foram
excluidos apd6s avaliacao dos resumos, por nao estarem associados a
trabalhos realizados com E. dysenterica. Foram incluidos nessa revisao de
escopo 142 trabalhos, subdivididos em categorias em relag¢ao ao tipo de
estudo (Figura 1).
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Figura 1 - Fluxograma do processo de sele¢do de artigos
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g \
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Fonte: autoria prépria (2024).
Estudos de avaliacao dos potenciais biolégicos, quimicos e

farmacolégicos

Dos 142 artigos incluidos nesse trabalho, 54,3% (n=76) investigaram
alguma atividade farmacolégica ou bioldgica em extratos provenientes de
diferentes partes do vegetal (Tabela 1).



Tabela 1 - Atividade farmacoldgica/biolégica, extrato/parte do vegetal/ tipo de estudo, compostos encontrados e

principais resultados dos trabalhos sobre Eugenia dysenterica.

Atividade Farmacoldgica Extrato/Parte do
/ Bioldgica vegetal

Tipo de Estudo

Compostos Encontrados / Resultados da Pesquisa

Referéncia

Cromatografia Gasosa com Detector de
Ioniza¢do de Chama (GC/FID) e
Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas e (GC/MS).
As atividades biolégicas in vitro foram
investigadas contra formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi e
bactérias do género Streptococcus

Oleo essencial das
folhas

Antibacteriano,
tripanocida

Os principais compostos encontrados foram
limoneno, 6xido de cariofileno, citral, trans -
cariofileno e 1,8-cineol. A¢do tripanocida e
atividade antibacteriana. S. mitis (Concentragdo
Inibitoria Minima-CIM = 250 ug/mL),
Streptococcus sanguinis (CIM = 200 ug/mL),
Streptococcus sobrinus (CIM = 400 ug/mL) e
Streptococcus salivarius (CIM = 400 ug/mlL) e
forte atividade para Streptococcus mutans (CIM =
31,2 ug/ml). Tripanocida IC50 9,5 ug/ml

(Santos et al.,
2019)

Identificacdo de flavonoides
utilizando técnicas espectroscépicas
de Espectroscopia de Infravermelho

Anticolinesterdsica e (IV), Espectroscopia Ultravioleta-

Extrato aquoso das

A quercetina e a catequina foram isoladas pela
primeira vez em extrato aquoso de cagaita.
Atividade anticolinesterdsica moderada (66,33%)
em concentracdes de 15,6 pg/ml O extrato aquoso

(Gasca et al.,

citotoxicidade folhas Visivel (UV) e Ressonancia Magnética de cagaita foi téxico para células SH-SY5Y em 2017)
Nuclear (RMN). Citotoxicidade concentrac¢des superiores a 7,8 pg/ml
utilizando células SH-SY5Y administradas por 24 h.
Compostos majoritarios: Cis-beta-ocimene; (E)-
. . . Oleo essencial das Identificagdo de compostos por GC-MS; carlof}lene 8L CO car}ofllene.'q o}eo (Galheigo et
Antidiarreico R = R essencial apresentou capacidade de inibir a
folhas Administra¢ao oral em ratos Swiss - . . ~ al., 2016)
secre¢ao intestinal e/ou aumentar a absorcao
intestinal (300 mg/kg)
Beneficios terapéuticos na recuperacao da
. . Extrato aquoso de Avaliacdo in vivo em ratos e analises diarréia, apesar de efeitos téxicos. (Lima et al.,
Antidiarreico

folhas histopatdélogicas e enzimdticas

Identifica¢do de um peptideo de aproximadamente
7 kDa

2010)

Extrato de folhas

Anti-helmintico )
(po)

Avaliacdo in vivo em ovinos

0 exame de sangue mostrou diminuicdo
consideravel nos niveis de eosinéfilos nos
animais tratados com rag¢do enriquecida com

extrato seco de folhas dose de 1,2g/kg. Pode
representar uma fonte natural alternativa de
compostos anti-helminticos

(Gaspar et al.,
2010)

Antileucémico e
constituintes quimicos

RMN; Viabilidade celular em células
CCRF-CEM e Kasumi-1

Extrato metandélico
de

Isolamento do acido 3-acetil-urs-12-en-28-6ico
(1), acido 3-acetil-oleano-12-en-28-6ico (2) e

(vitek et al.,
2016)
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cascas do caule e
folhas

isoquercetina (3) das cascas do caule e de 3-0-
B-glucopiranosil-B-sitosterol (4), 3-hidroxi-4-
metoxibenzoato de metila (5), 4-hidroxifenil
propionato de metila (6), E-metil-4-
hidroxicinamato ( 7), quercetina-3-0-(6''-0-
galoil)-B-d-glucopiranosideo (8) e quercetina-
3-0-B-d-galactopiranosideo (9) das folhas. O
composto 8 reduziu a viabilidade celular e
apresentou valores de IC50 de 40,3 e 36,7 uM,
para as células CCRF-CEM e Kasumi-1

Extrato etandlico

Apresentou inibi¢do in vitro da tirosinase
(CI50 = 11,88 pg/ml). Estes resultados indicam a

(Souza et al.,

Antimelanogénese de folhas FUECE AR R SRR possivel utilizacdo de E. dysetenrica para 2012)
clareamento da pele ou antimelanogénese
< . Resultados significativos contra cepas de
Antimicrobiano 2i§ﬁaissenc1al das CIM Cryptococcus (22 cepas CIM = 250 ug/ml; 04 éggg?a etal.,
cepas CIM = abaixo de 125 ug/ml)
Antimicrobiano Extrato etandlico CIM N3o apresentou resultados eficazes contra espécies (Souza et al.,
de folhas de dermatofitos 2002)
Apresentou atividade inibitéria significativa
Extrato etandlico, contra diferentes cepas de Candida sp. (CIM de
. . aquoso e hexanico . = . . ~ 500 ug/disc para Candida parapsilosis e Candida (Correia et al.,
Antimicrobiano de folhas Difusdo em disco e determinacdo de CIM guilliermondii; 250 pg/disc para Candida krusei e 2016)
125 pg/disc para Candida tropicalis e Candida
famata)
Presenca de flavonoides, saponinas, taninos
. . Extrato etandlico Triagem Fitoquimica. CIM e Concentrac¢ao condensa@o;, ELeslnlzs & estEPOiqu. LG (Gongalves et
Antimicrobiano - P bactericida na dose de 2 mg.ml™* contra
de folhas Bactericida Minima (CBM) . P al., 2019)
Staphylococcus aureus e bacteriostatico a 1
mg.ml? contra Proteus mirabilis
CIM de 83 pg/ml para cepas de Staphylococcus
aureus isoladas de ferida humana, Staphylococcus
aureus (ATCC 12692 e ATCC 29737), 167 pg/ml para
Efeito antimicrobiano em cepas de S. cepas de Staphylococcus aureus B-lactamases
Antimicrobiano Extrato aquoso de aureus. Producdo de férmula com positiva, Staphylococcus aureus isoladas de (Silva et al.,

folhas

microparticulas de quitosana para
tratamento de infecc¢des cutaneas

lesdo humana, Staphylococcus aureus enterotoxina
positiva e Staphylococcus aureus (ATCC 25904). A
formula aumentou a penetra¢do de catequina na
pele e apresentou a¢do angiogénica

2020)
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Antimicrobiano

Leveduras
isoladas de
folhas e frutos

Teste de antagonismo em fitopatdgeno de
laranjas

As leveduras se mostraram promissoras como
agentes de biocontrole de fitopatégenos contra
Penicillium digitatum

(Sperandio et
al., 2015)

Antimicrobiano e

Teste de Viabilidade Celular (MTT) e
Extrato etandélico de determinac¢do atividade antioxidante e

Resultados significativos contra cepas de

Staphylococcus intermedius (CIM de 0,009 ug/pl).

(Melo et al.,

Antioxidante folhas teor fendlico pelo método de Folin- Teor fendlico de 201mg/100g e atividade 2015)
Ciocalteu antioxidante correspondente a 729mM/g
Vinhos DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e © VRIS EPREATERN MERC CERRECELD O
L . . S sequestrar radicais livres, além de poder (Souza et al.,
Antioxidante fermentados de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant R .
£ redutor quando comparado aos vinhos de pitaya, 2018)
rutos Power) . X
uva e jabuticaba
Atividade antioxidante e conteldo : .
Antioxidante Polpa de frutos fendlico total pelo método de Folin- Obt?V? © menor Ya%or de IC, quando comparado ao (Finco & Silva.,
R buriti e ao murici. DPPH IC50 de 5,5mg/ml. 2009)
Ciocalteu.
Apresentou conteldo fenélico total maior que o
Antioxidante Infusao de folhas DPPH e conteldo fendélico total pelo cha verde comercial (412,10 412,10 miligramas (Takao et al.,
secas de cagaita método de Folin-Ciocalteu. de equivalente de acido galico por grama de 2015)
extrato seco). DPPH CIse = 6,83 pg.ml?
Extrato aquoso e 0 extrato etandélico de sementes de cagaita
Antioxidante etandlico de DPPH e conteludo fendlico total pelo apresentou melhores resultados comparados ao (Roesler et al.,
frutos (polpa, método de Folin-Ciocalteu. extrato aquoso. DPPH semente = IC50 14,15 2007)
semente e casca) pg.ml?
Teor Vitamina C, teor fendlico total Encontrados 5 derivados de quercetlna.‘
A - . Apresentou menores valores referenntes a
utilizando método de Singleton e . X s X
. . vitamina C, compostos fendlicos e capacidade
L Rossi, antioxidante por DPPH, FRAP, . L . - - (Alves et al.,
Antioxidante Polpa de frutos X < . . antioxidante que a gabiroba e o caju, também
Capacidade de Absor¢ao de Radicais de 2017)
s o s estudados nesse trabalho. Frutos: DPPH = 2 umol
Oxigénio (ORAC), e andlise de
. de Trolox por grama de amostra; FRAP = 7,8 pmol
flavonoides por HPLC
de Trolox por grama de amostra
. Teor de compostos fendélicos (Folin- Compostos fenclicos: 156mg/100g; PPPH313’3 umol (Genovese et
Antioxidante Polpa congelada - . . de trolox por grama de amostra; Vitamina C: 9,8
Ciocalteu), DPPH e Vitamina C al., 2008)
mg/100g
Compostos fendlicos: 200mg/100g; flavonoides: (Siqueira et
Antioxidante Polpa dos frutos DPPH e FRAP 2,55 mg/100g; DPPH: 10,9 g/kg; FRAP: 19,6 al q 2013)
umol/g i
Avaliacao capacidade antioxidante da (santos, et al
Antioxidante Polpa congelada polpa in natura e polpa atomizada ABTS (517,04 pmol de Trolox por grama de ’ i

(ABTS)

amostra), em comparag¢do com a polpa congelada

2018)
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(357,73 umol) e a polpa fresca de E. dysenterica
(276,07 mol)

Composi¢do quimica, avaliac¢do da

Boa aceita¢do sensorial. Maior percentual de
carboidratos (8,09%). ABTS: 1,84 umol de Trolox

Lo A Y (Schiassi et
Antioxidante Polpa do fruto atividade anFloX{Qante (AQTS e DPPH) e por grama de amostra; DPPH: 1,807.91 pmol de al., 2018)
aceitagdo sensorial
Trolox por grama de amostra
Reduc¢do do fosfomolibdénio, varredura Potencial antioxidante, seguindo a ordem:
Extrato aquoso, por perdéxido de hidrogénio, DPPH e extrato bruto etandélico > extrato bruto aquoso (Clementino et
Antioxidante etandlico e determinacao de parametros > extrato bruto hexanico. O perfil voltamétrico al 2016)
hexanico da folha eletroquimicos por voltametria de pulso sugere a presenca de polifendis do tipo catecol i
diferencial no extrato de folhas de E. dysenterica.
Incorporacao de extrato aquoso em Baixo potencial de irritabilidade e aumento da (Ferreira-
L Extrato aquoso de . ~ - . . . . =
Antioxidante folhas microemulsdes de formulagdes tépicas e capacidade antioxidante da formulacdao que Nunes et al.,
atividade antioxidante possuia catequina em sua composicao. 2018)

Antioxidante e
criotolerdncia

Extrato etandélico deCultivo embriondrio de blastocistos e
folhas efeito dos extratos etandlicos

Reduc¢ao significativa na propor¢ao de células
apoptoéticas e viabilidade na utilizac¢do do
extrato para aumentar a criotolerancia de

embrides produzidos in vitro. A suplementacao

de 0,01 mg/mL de cagaita diminuiu a taxa de
apoptose em rela¢do as demais concentragdes.

(Fidelis et al.,
2020)

Antioxidante e
Antiglicagcéo

Avaliacdo da capacidade antioxidante
dos diferentes extratos contra a
formacdo de produtos finais de glicacao
e alfa amilase e alfa glucosidase

Extrato etandlico

de polpa, casca,

semente, folha e
fruto.

A fracao acetato de etila da semente e a fracao
diclorometano da folha apresentaram alta
capacidade antioxidante (ORAC >5500 umol trolox
eq g-1, FRAP >1500 pmol trolox eq g-1 .
Atividade inibitéria contra a formacdo de AGEs
(inibicdo da glicacdo acima de 80% a 10 pg mL-
1) e a-amilase e a-glucosidase (inibic¢do acima
de 50% a 10 pg ml™?).

(Justino et al.,
2022)

Antioxidante e
Hipoglicemiante

Determina¢do dos teores de flavonoides
e acido eldgico e da capacidade
antioxidante 1in vitro e atividades
inibitérias de a-glicosidase e a-
amilase

Polpas congeladas
comerciais

Inibi¢do da a-amilase (IC50 3,8 mg de
extrato/ml da reac¢do). Teor de quercertina de
27mg/100g e acido elagico total(289 mg/g).

(Gongalves et
al., 2010)

Antioxidante e
Hipoglicemiante

Conteldo fendlico total, teor de
flavonoides totais conteudo de
proantocianidinas, Cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC),
DPPH, ORAC, inibig¢ao de a-amilase e a
a-glicosidase.

Extrato etandlico

de polpa, casca,

semente, folha e
fruto.

DPPH IC50 (<0,25 mg/ml); Potencial de inibir a
glicacdo (IC50 < 0,40 mg/ml) e a a-glicosidase
(IC50 < 20 pg/ml). Fragao acetato de etila
apresentou maior atividade antioxidante (DPPH
IC 5010 pg/ml e ORAC 1,3 mmol equivalentes de
trolox/g), antiglicag¢do (IC50 0,10 mg/ml) e

capacidade e atividade de inibi¢do da a-

(Justino et al.
2020)



glicosidase (IC5011 pg/ml). Presen¢a de moléculas
antioxidantes, como acidos ferulico e
gdlico, miricetina, quercetina e kaempferol-
pentosideos
Doses adiministradas de 10, 100 e 300
Antioxidante e Extrato etandlico de - = . mg/kg/qla. Resultados semelhantes a0 da (Thomaz et al.,
Administra¢ao oral em ratos Swiss quercetina, tomada como padrao no estudo,
Neuroprotetor folhas .. R . 2018)
previnindo o comprometimento da meméria dos
camundongos expostos ao aluminio em sua dieta
Correlacdo entre a presenca de compostos
fendlicos e acdo antioxidante (Teor de compostos
Antioxidante, Conteudo fendlico total, conteudo de fendlicos: 10 a 29 mg equivalentes de acido
antimicrobiano e Extrato etandélico da proantocianidinas, HPLC, DPPH, FRAP, gdlico/g), bem como a capacidade de inibir a- (Daza et al.,
inibicdo da a-amilase e a |polpa do fruto ORAC, inibigcao de a-amilase e a a- amilase e a-glicosidase (10,6 a 107 mg/ml e 9,8 2017)
a-glicosidase glicosidase e CIM. a 99,5mg/ml). Também apresentou forte atividade
contra bactérias Gram-positivas (CIM: 4,44
mg/ml)
Antioxidante, Extrato etandlico 0 extrato ndo apresentou potencial citotéxico (Roesler et al
Citotoxicidade e Fibroblastos de Camundongo BALB/C 3T3 . P ?1 2
s dos frutos fototdxico (até 300 pg.mlt) 2010)
Fototoxicidade
. Extrato etanélico de En;alos tn vitro com ce}ulas LI 6 Apresentou efeito de inibi¢do citopdtico nas (Cecilio et al.,
Antiviral rim de macaco Rhesus infectadas por - =
folhas p células tratadas na concentrag¢do de 5000 ug/ml 2012)
rotavirus
Goma arabica e inulina apresentaram resultados
Atomizagdo em Spray Dryer [Extrato etanélico dePadroniza¢do do extrato seco por satisfatérios exibindo alto rendimento, (Daza, et al.,
folhas atomizacgdo estabilidade e baixos valores de umidade e 2016)
atividade de agua
Manitol como melhor adjuvante de secagem. A
. ~ vazao de ar de pulverizagdo, temperatura de
Caracterizagdo e Extrato ~ . ~ . ~
- . P Obtencdo e caracterizacao de Produto entrada do ar de secagem e taxa de alimentacao (Couto, et al.,
produgdo de produto hidroalcéolico de . JUn . . AU .
. s Fitofarmacéutico via Spray Drying de extrato, afetaram significativamente a 2013)
fitofarmacéutico folhas . L. .
maioria dos indicadores de qualidade em
diferentes niveis.
Andlises fisicas e Cromatografia Vitamina C (34’11 mg 100 g) e F°13F0§ §25’74 He
. - . - P S ea . 100 g). Proteinas (0,63 g/le0g), lipidios (0,57
Caracterizagdo fitoquimica Liquida de Alta Eficiéncia com . . (Cardoso et al.,
Frutos . . g/10e0g), carboidratos (5,54 g/100g), fibra
Detector de Arranjo de Diodos (CLAE- X . 2011)
alimentar (1,54 g/100 g) e carotenoides (0,77
DAD)
mg/100 g)
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Caracterizagdo fitoquimica

Polpa dos frutos

Composi¢do centesimal, valor
energético total, cdlcio, ferro e

zinco

Apresentou baixos valores de zinco e ferro,
porém fonte de cdlcio. Densidade energética
baixa (20,01 kcal/100g), proteinas (0,82
g/100g), lipidios (©,44g/100g) e 3,08g/100g de
carboidratos

(Silva et al.,
2008)

Caracterizagdo
fitoquimica e
antimicrobiano

Extrato etandlico
e aquoso de folhas

Caracterizac¢do fitoquimica e bioensaios

com Aspergillus

Presenca de fendis, taninos, flavonoides,
esteroides livres e saponinas. O extrato aquoso
proporcionou redu¢dao no crescimento micelial
quando testado nas concentra¢des de 1600, 3200,
6400 e 10000 mg/L, diminuindo 13,3; 1,2; 2,5 e
3,8%, respectivamente, em relacdo ao controle

(Malheiros et
al., 2019)

Caracterizagdo
fitoquimica e
antioxidante

Extrato da folha

Foram avaliadas as caracteristicas
fisico-quimicas do p6, juntamente com o
conteudo de vitaminas A e C e
carotenoides totais e atividade

antioxidante

Maiores concentrac¢des de carotenoides e
vitamina A foram encontradas no pé preparado por
secagem a 60 e 70 °C

(Cavalcante et
al., 2020)

Cicatrizante

Oleo essencial das
folhas

Ensaio de citotoxicidade cutanea com
linhagem celular de fibroblastos
(L929) pelo ensaio de MTT. O perfil
quimico do 6leo foi investigado por

CG-EM.

0 6leo essencial induz a migrac¢do de células da

pele no ensaio de ranhura, na concentracdo de

542,2 pg/mL. Seus compostos majoritarios sdo a-
humuleno e B-cariofileno

(Mazutti-Da-
Silva et al.,
2018)

Citotoxicidade e
quimioprotegdo

Extrato
hidroalcoolico de
folhas

Estudos in vivo com ratos e in vitro

com células AMJ2-C11

Foram administradas doses de 50, 100, 125, 200,
250 e 500 mg/kg/d Os estudo in vitro demonstrou o
aumento da prote¢do da citotoxicidade e o
estresse oxidativo induzido pelo cromo
hexavalente. No ensaio in vivo, a administrac¢ao
do extrato aumentou a sobrevida de ratos
expostos e previniu danos hepdticos e renais

(Avila et al.,
2016)

Citotoxicidade

Extrato da folha

Dieta em ratos a base de extrato em pd

da folha

Acdo tdéxica em camundongos expostos ao extrato
de folhas de E. dysenterica em sua dieta (10, 20
e 30% incorporado a ragdo) com perda de peso e
reducdo do tamanho do timo e discreta
degenerac¢do do figado.

(Elias et al.,
2010)

Citotoxicidade e
Antioxidante

Extrato de folhas

Atividade metabdlica, ensaio de
cicatrizag¢do de feridas, 6xido nitrico
e RT-gPCR. Em células fibrobldasticas de

gengiva humana;

DPPH.

Promove citoprote¢do quando associada ao
digluconato de clorexidina devido ao seu efeito
antioxidante. DPPH: IC 50 3,53 pg/ml

(Costa et al.,
2019)

Composi¢do dleo essencial

0léo essencial do
fruto em

diferentes

GC capilar e GC/MS

0 grupo de compostos volateis mais abundante foi
o de hidrocarbonetos monoterpénicos,
correspondendo a cerca de 68% do total de

(Duarte et al.,
2011)
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estagios de
maturacao

compostos identificados. Limoneno (25,8% e
24,6%), (E)-B-ocimeno (20,3% e 21,7%) e B-
pineno (12,0% e 14,2%) foram os compostos
majoritdrios nos estadios verde e semimaduro,
respectivamente, enquanto y-muuroleno (25,8%),
B-cariofileno (18,4%) e a-humuleno (15,4%)
tornaram-se os compostos majoritarios em frutos
maduros

Composigdo do 6leo
essencial

Oleo essencial de
frutos

Predominancia de monoterpenos totais seguidos de
sesquiterpenos. B-pineno (8,56%) e a-pineno
(8,11%), foram os compostos majoritarios.

Andlise por CG/MS e analise quimiométrica

(Dias et al.,
2021)

Composig¢do do dleo
essencial

Oleo essencial de
frutos

A correlacdo candnica revelou que limoneno, y-
cadineno, 6xido de cariofileno, Zn, Cu, Fe, Mn,
temperatura e precipitac¢do média mensal
correlacionaram-se as amostras silvestres,
enquanto (Z)-B-ocimeno, a-copaeno, B-
cariofileno, a-humuleno, 6-cadineno e P
correlacionaram-se as amostras silvestres e a
todas as amostras cultivadas, independentemente
da origem da semente. As variac¢des nos 6leos
parecem ser geneticamente determinadas, em
adi¢do a uma influéncia ambiental sobre as
amostras

Comparac¢do entre espécimes silvestres e
de adrea cultivada. GC capilar e CG/EM

(Duarte et al.,
2010)

Controle da obesidade

Extrato
metandlico de
polpa congelada
do fruto

Doses de 7 mg e 14 mg GAE/kg de peso corporal
(equivalente de acido gdlico). O extrato nao
afetou o peso corporal e adiposidade, porém

protegeu contra dislipidemia, melhorou a
homeostase da glicose e atenuou a glicogénese e a
inflamac¢do hepatica

Administra¢do oral em camundongos obesos
induzidos por dieta

(Donado- Pestana
et al., 2018)

Controle da obesidade

Extrato
metandlico de
polpa congelada
do fruto

Doses de 7 mg e 14 mg GAE/kg de peso corporal
(equivalente de acido gdlico). Compostos
fendlicos do fruto de cagaita tém efeitos

benéficos a saude no manejo da obesidade em
camundongos via atenuag¢ao do ganho de peso
corporal, reducdo da adiposidade, propriedades
redutoras da glicemia de jejum, supressao da
hipertrigliceridemia, LDL-colesterol plasmatico e
acumulo hepatico de triacilgliceréis, e melhora
no status antioxidante plasmatico e excrecdo de
triglicérides fecais

Administracdo oral em camundongos obesos
induzidos por dieta

(Donado- Pestana
et al., 2015)
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HPLC e parametros toxicolégicos para

0 extrato apresentou efeitos regenerativos
celulares marcantes contra danos induzidos pela
exposi¢do UVA e considerdvel atividade
inibitéria de enzimas cutaneas relacionadas a

Dermocosmético ZUAEID GETIARIEY dedeter‘minar‘ o perfil de segurang¢a para a disturbios dermatolégicos e/ou estéticos (70- LIS G2 Clic o
folhas C. . s 2017)

exposi¢ao humana 300 pg/mL). Estas atividades biolégicas foram

associadas, pelo menos em parte, a presenca de

fitoquimicos antioxidantes, em particular acido

elagico, quercetina e acido galico.

Determinacdo de Catequinas sefiiiiZVZivﬁ;Lz Vgi;dggthmTﬁzogg de Alta capacidade extrativa da catequina das (Ferreira -
¢ q Extrato da folha P ¢ camadas da pele proporcionada pelo método Nunes et al.,

catequinas durante o desenvolvimento de
formulagdes tépicas.

proposto. 2017)

Extrato aquoso das

Efeitos fitotdxicos do extrato em

Extrato de folhas (concentracdo de 1 a 3%) (Pereira, et
B

Fitotoxicidade folhas rabanetes e gergelim apresentou efeito alelopatlcq em raizes de al., 2017)
rabanete e gergelim
. . . N3o influenciou a germina¢ao, mas reduziu .
Fitotoxicidade Extrato de folhas Efeitos {ltOtOXICOS do extrato em drasticamento o crescimento das plantulas (Pina et al.,
rabanetes e gergelim ~ o 2009)
(concentracdo de 1 a 3%)
. .. Extrato de folhas e Inibi¢do de crescimento inicial de B. pliED [peitsieiell Frieeden COT ZI@NEAREIRE PERE (Ribeiro et al.,
Fitotoxicidade . controle de plantas espontaneas (250, 500 e
caules pilosa Py 2020)
1e00mg L)
Reducdo do crescimento radicular em até 77% e
Fitotoxicidade Extrato de folhas e Inibi¢do de crescimento inicial de reducdo no numero de raizes laterais e no (Borghetti et
caules Sesamum indicum L. - Pedaliaceae nimero de pelos radiculares (Concentra¢do tao al., 2013)
baixa quanto 0,1%)
Protege fortemente a mucosa gastrica da lesao
Extrato aquoso da Avaliacao in vivo em camundongos, DPPH e (e mg/kg) 1n§u21da por gtanol/HCl € Qeﬁtaca ° (Prado et al.,
Gastroprotetor g Py potencial biofarmacéutico desta espécie.
folha analise cromatografica . . 2014)
Resultado estad associado a presen¢a de compostos
fendlicos. (DPPH IC50: 3.97 ug/mL)
0 extrato etandlico liofilizado de folhas de E.
Genotoxicidade, Extrato etanélico dysenterica exibiu efeitos genotdxicos e

citotoxicidade e

liofilizado de

Teste de micronidcleo de medula d6ssea de
camundongos

citotdoxicos nas doses mais altas e protecao
contra ag¢des genotdxicas e citotdxicas induzidas

(Vieira et al.,
2012)

atividade protetora folhas pela ciclofosfamida em todas as doses testadas
(50 a 200 mg/kg)
Hipoglicemiante Sucos Incorporacdo de sucos na dieta para 300 mL de suco clarificado apés as refeicdes podem(Balisteiro,

controle de hiperglicemia

ser uma alternativa importante para et al., 2017)



41

melhorar o manejo da hiperglicemia e suas complicag¢des

Extrato aquoso de

Atividade contra a-amilase (IC50 de 14,93ug/mL)

(Souza et al.,

Hipoglicemiante folhas Inibicao de a-amilase e a-glicosidase e a-glucosidase (IC50 50 de @,46ug/mL) 2012)
0 suco de cagaita clarificado (300m mL)reduziu

. . . Efeito do suco em pacientes disglicémicos efetivamente a glicose pdés-prandial em (Aradjo et al.,

Hipoglicemiante FRLEE) GO RIS individuos disglicémicos com Sindrome metablica 2021)
' ] Extrato aquoso de o . 0 e;trato (15mg/kg) possui acdo vascular (F%de%ls-De—
Hipotensivo Avaliacao in vivo em camundongos hipotensora, com sugestdo da acao de Oliveira et
folhas AN
proantociniadinas al., 2020)

Identificagcdo de compostos

Extrato de frutos

Predominio de monoterpenos (34,64%) seguido de
ésteres (36,28%) no extrato produzido a partir
de frutos de E. dysenterica, sendo a-Terpineno o
composto majoritario (14,08%)

Identifica¢do de compostos utilizando
HS-SPME/GC-MS. Padroniza¢ao dos
melhores parametros para extracao.

(Silva et al.,
2019)

Identificagdo de compostos

Oleo da semente

Presenca de acido linoléico e linolénico com
maiores rendimentos encontrados na extragdo por
ultrassom utilizando hexano. A taxa de acidos
graxos saturados variou de 19,46% a 31,18%,
enquanto a quantidade de acidos graxos
insaturados variou de 54,72% a 67,64%

Extracao por ultrassom, extracao por
prenssagem e extrag¢dao com Soxhlet

(Rial et al.,
2023)

Identificagdo de compostos

Extrato etandlico
e metandlico dos

Acetona apresenta melhor eficiéncia de extracao.
Os teores de compostos fendlicos totais variaram
entre 90 e 327 mg de equivalente de acido galico

fendli i i X
Compostos fendlicos totais e taninos por 100g de polpa e os teores de taninos

(Rocha et al.,

frutos. FETISEEIEs condensados variaram entre AL

4 e 291 mg de equivalente de catequina por 100 g
de polpa
Os frutos verdes e maduros da cagaita apresentam
os seguintes compostos fendlicos: acidos galico,

Frutos em cafeico, vanilico, p-cumdrico, seringico,

Identificagdo de compostosdlfgrgntes HPLC e conteiido mineral ferul{co e salicilico, ep1§aFequ1na, quercgtlna (Guedes et al.,
estagios de e rutina. Em ambos os estagios de maturagdo, a 2017)
maturacao epicatequina esta presente em alto teor. Ambos

destacam pelo alto teor de potassio.

Identificagdo de
compostos aromdticos

Polpa dos frutos

Enquanto o SPME foi mais eficiente e extraiu 17 e
21 compostos para as polpas de caju e cagaita

SPE e SPME e GC-MS

(Santos et al.,
2022).
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do Cerrado, respectivamente, o método SPE extraiu 13 compostos para ambas as polpas.

Identificacgdo de

Compostos aromdticos

Flores

Aromas florais de espécies de Myrtaceae emitidos
a noite sdo dominados por compostos aromaticos
(aprox. 90%) seguidos por compostos alifaticos.

dysenterica apresentou alcool benzilico (56%)

de padrdo olfativo

Os compostos volateis florais foram
coletados por headspace dinamico e
analisados em GC-MS. E.

(Cordeiro et
al., 2019)

Inibi¢do da toxicidade por

Extrato aquoso da

Apds tratamento do extrato, a temperatura (78°C)

Ensaios com Artemia salina se mostrou eficaz na inativacdo de toxinas da

(Batista et al.,

temperatura semente 2016)
semente
Atividade como repelente para A. aegypti (indice

o Oleo essencial das Identlflgaiao de compostqs por GC/MS. de.aF1v1dade esPac1al (SAI) 0,737; indice de (silva et al.,

Inseticida folhas Exposi¢do do extrato a larva e atividade espacial ponderado (wSAI) 20,229) e 2022)
repeléncia ao mosquito Aedes aegypti Culex quinquefasciatus (Prote¢do (P) 71%)

.. Extrato das folhas c . . . Mostrou ser altamente téxico (atividade (Bezerra et al.,

Moluscicida Avaliacao in vivo em caramujos

moluscicida) na concentrag¢do de 100 ppm

2002)

Perfil de dcidos graxos

sementes

D i 3 fil aci . . . . . . s
eterminacdo de perfil de acidos graxos acido linoléico, acido oleico e acido palmitico

(Camilo et al.,
2016)

Perfil Quimico

Frutos e sorvete

Pent-4-en-2-0l; butanoate de etila; But-2-en-1-
ol, 3-metil-, acetato; acido heptenoico, metil
ester; acido hexanoico etil ester; a-pineno; 1,8
cineol; 3-careno; ocimeno; acetate de linalil;
isobutanoato de linalil; cariofileno; humuleno;
muuroleno; guaieno; cadineno; copaeno; acido
decanoico

PS-MS E HS-SPME/GC-MS

(Silva et al.,
2021)

Toxicidade

Extrato aquoso da
semente

Comparado ao tucumd, mangaba, jatobad e
araticum, a cagaita foi a que apresentou LD50
maior (57mg.mL?)

Toxicidade em Artemia salina

(Fonseca et al.,
2013)

Fonte: autoria proépria (2024).
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Diversos trabalhos demonstram atividade biolégica e farmacéutica
de E. dysenterica. O extrato aquoso das folhas de E. dysenterica
apresentou efeito alelopdatico na germinac¢ado de gergelim (Sesamum indicum
L. - Pedaliaceae), reduzindo o crescimento radicular em até 77% e
reduzindo o numero de raizes laterais e de pelos radiculares (Borgheti
et al., 2013). Resultados também observados em mudas de gergelim e
rabanete. As raizes sofreram modifica¢dées estruturais com graves
anormalidades estruturais quando expostas ao extrato aquoso de folhas
de E. dysenterica com concentracdo de 1 a 3% (Pina et al., 2009; Pereira
et al., 2017).

Utilizando uma série de diferentes preparag¢des (1 - extrato aquoso
foliar, 2 - extrato etandlico foliar, 3 - extrato hidroalcodélico foliar
70:30, 4 - extrato hidroalcodlico foliar 50:50, 5 - extrato aquoso do
caule, 6 - extrato etandélico do caule, 7 - extrato hidroalcodlico do
caule 70:30 e 8 - extrato hidroalcodlico do caule 50:50), Ribeiro et al.
(2020) testaram a acao herbicida dos extratos de
E. dysenterica em Bidens pilosa L. Todos os extratos de folhas e caules
de E. dysenterica exerceram efeitos inibitdrios sobre o crescimento da
radicula e do hipocoétilo de plantulas de B. pilosa, com destaque aos
extratos 3, 4, 7 e 8 que reduziram a porcentagem de germinacao em 36,
35, 29 e 34%, respectivamente, em compara¢ao ao controle.

Alelopatia é caracterizada como o impacto positivo ou negativo,
direto ou indireto, que uma planta (ou microrganismo) causa em outra
através da libera¢ao de substancias quimicas no meio ambiente (Rice,
1984). Ao incorporar praticas de alelopatia na agricultura, a
dependéncia de produtos quimicos sintéticos diminui, contribuindo assim
para a sustentabilidade ambiental e a saude do solo. Explorar e entender
0s mecanismos de alelopatia em E. dysenterica pode ser base para o
desenvolvimento de herbicidas naturais.

Atividade antifungica do extrato etandlico de folhas de E.
dysenterica foi investigada para espécies do género Aspergillus sp.
reduzindo o crescimento micelial em 13,3% na concentra¢ao de 1600 mg/L
(Malheiros et al., 2019). Para Candida sp, o extrato aquoso de folhas
de E. dysenterica demonstrou atividade inibitdria com valores de CIM de
500 pg/disc para C. parapsilosis e C. guilliermondii; 250 pg/disc para
C. krusei e 125 pg/disc para C. tropicalis e C. famata (CORREIA et al.,
2016). Souza et al. (2002) investigaram a a¢ao do extrato etandélico de
folhas de E. dysenterica em dermatéfitos de diferentes amostras
clinicas, ndo evidenciando potencial antifungico para a espécie, porém,
o mesmo trabalho apresentou valores de Concentrac¢ao Inibitéria Minima
(CIM) de 500 pg/disc para extrato etandlico de folhas de E. uniflora.

0 6leo essencial das folhas de E. dysenterica também obteve perfil
satisfatorio de inibi¢dao de cepas de Cryptococcus (22 cepas foram
inibidas na concentra¢ao de 250 pg/ml, enquanto 04 exibiram inibigao
potente com valores de CIM abaixo de 125 pg/ml) (COSTA et al., 2000).
Leveduras isoladas das folhas e frutos de E. dysenterica mostraram-se
promissoras como agentes de biocontrole de Penicillium digitatum em
ensaios in vitro e in vivo (Sperandio et al., 2015).

Revista Sapiéncia: sociedade, saberes e praticas educacionais
v. 13, n. 5, pp. 37 - 83, 2024. ISSN: 2238-3565
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Ja para bactérias, o extrato etandlico de folhas de E. dysenterica
apresentou a¢ao bactericida na dose de 2 mg.ml! contra S. aureus e
bacteriostatico a 1 mg.ml-! contra P. mirabilis (Gong¢alves et al, 2019).
Utilizando ensaio de atividade metabdlica celular (MTT), Melo et al.
(2015) obtiveram uma CIM de 0,009 ug/pl para cepas de S. intermediuns
isolados de infec¢ao cutanea canina quando expostas ao extrato etandlico
de folhas de E. dysenterica.

Silva et al. (2020), utilizando o extrato aquoso das folhas de

E. dysenterica, obtiveram valores de CIM de 83 pg/ml para cepas de S.
aureus isoladas de ferida humana, S. aureus (ATCC 12692 e ATCC 29737) e
valores de 167 pg/ml para cepas de S. aureus P-lactamases positiva, S.
aureus isoladas de lesao humana, S. aureus enterotoxina positiva e S.
aureus (ATCC 25904). Utilizando extrato etandélico da polpa de E.
dysenterica encapsulado com goma arabica ou inulina, Daza et al. (2017)
demonstraram atividade inibitdéria contra S. aureus e Listerya
monocytogenes (CIM = 1,48 mg/ml; 0,48 mg/ml).

Santos et al. (2019) relatam atividade antibacteriana moderada do
6leo essencial de folhas de E. dysenterica contra Streptococcus mitis (CIM
= 250 pg/mL), S. sanguinis (CIM = 200 upg/mL), S. sobrinus (CIM = 400
pug/mL) e S. salivarius (CIM = 400 pg/ml) e forte atividade para S.
mutans (CIM = 31,2 pg/ml). O 6leo essencial das folhas de E. dysenterica
também apresentou a¢ao tripanocida no mesmo estudo, descrevendo valores
de IC50 para o Oleo essencial de 9,5 pg/ml, enquanto o IC50 do
benzonidazol (controle positivo) foi de 9,8 pg/ml.

Atividade anti-helmintica foi testada em ovinos, a partir da
incorpora¢ao do p6 de folhas de E. dysenterica na rag¢ao desses animais
- dose 1,2g/kg (Gaspar et al., 2010). Observou-se a diminuicdo de 81%
de ovos de Haemonchus contortus por grama na massa fecal no 142 dia de
dieta, além de demonstrar a diminuicao dos niveis de eosinéfilos nos
animais que receberam o tratamento. Para a¢ao moluscicida, o extrato
alcodlico de folhas de E. dysenterica nao se mostrou eficaz (Bezerra et
al., 2002).

Investigac¢des da atividade inseticida do 6leo essencial de folhas
de E. dysenterica para Aedes aegypti nao apresentaram resultados
satisfatérios, apesar de apontar atividade como repelente para A.
agegypti (indice de atividade espacial (SAI) ©,737; indice de atividade
espacial ponderado (wWSAI) 20,229) e Culex quinquefasciatus (Protecgao
(P) 71%) (Silva et al., 2022).

Além de E. dysenterica, outras espécies de plantas da familia
Myrtaceae tém demonstrado eficdcia em atividades bioldgicas e aplicagles
farmacéuticas. Ribeiro et al. (2022) realizando um levantamento sobre
propriedades farmacolégicas em Myrtaceas, apontam atividade
antibacteriana, antifingica, inseticida e larvicida de 6leos essenciais
e extratos nos géneros Myrcia, Psidium e Eugenia, principalmente para a
folha do vegetal.

Diante da evolucdao da resisténcia bacteriana, micética e de
insetos, explorar novas fontes de compostos com bioativos é essencial
para o desenvolvimento de novas drogas e formulagdes. A ampla
distribui¢ao de Myrtaceas no Cerrado pode subsidiar uma rica fonte de
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compostos com potencial biolégico e farmacoldgico, ressaltando-se a
necessidade continua na padroniza¢ao de metodologias para avaliacgao
dessas atividades em produtos naturais.

Mazutti da Silva et al. (2018) evidenciaram a presen¢a de humuleno
e cariofileno no 6leo essencial de E. dysenterica e testaram o efeito
cicatrizante em pele in vitro e citotoxicidade em linhagem celular de
fibroblastos. O0Os autores concluiram que o o6leo essencial induz a
migrac¢ao de células da pele em um ensaio de ranhura na concentrac¢ao de
542,2 pg/ml. a-humuleno e B-cariofileno sao os principais compostos
deste 06leo, determinados por cromatografia gasosa. O tratamento nao
causou lesdao cutanea e promoveu angiogénese 1in vivo.

Vitek et al. (2017) identificaram presenca de 3-0-B-D-
galactopirandésido de quercetina no extrato metandlico da casca e folhas
de E. dysenterica que reduziu a viabilidade celular em células CCRF-CEM
e Kasumi-1, apresentando atividade antileucémica.

Myrtaceas sao ricas em Oleos essenciais. O género Eugenia
apresenta uma abundante variedade de terpenos, como a-humuleno, B-
cariofileno, a-pineno, p-pineno, 1limoneno, mirceno, terpinoleno,
encontrados em E. acutata, E. candolleana, E. copacabanensis (Nakamura
et al., 2010), E. samanensis (Bida et al., 2018), E. speciosa (Alves et
al., 2000).

0 extrato etandlico das folhas de E. dysenterica apresentou
significativa atividade inibitdéria da tirosinase, exibindo valores de
CI50 de 11,88 upg/ml, comparado ao acido kéjico (CI5@ = 13,14 pg/ml),
sugerindo uma possivel utilizag¢ao em preparac¢oes de clareamento da pele
ou antimelanogénese para fins cosméticos ou terapéuticos (Souza et al.,
2012).

Fidelis de Oliveira et al. (2020) investigaram a a¢do do extrato
aquoso liofilizado de folhas de E. dysenterica sobre a frequéncia
cardiaca e pressdao arterial média de ratos (administra¢do intravenosa
15 mg/kg). Como resultado, observaram que nao houve alteracdo na
frequéncia cardiaca, porém revelou a¢ao hipotensiva. 0 estudo concluiu
ainda que a auséncia de efeitos hemoliticos na administrac¢ao aguda do
extrato indica baixa ou ausente toxicidade para as células sanguineas.

Lima et al. (2010) demonstraram a presenca de um peptideo
majoritario com aproximadamente 7 kDa em extrato de frutos de E.
dysenterica, que isolado e administrado via oral em ratos (10 ml kg™ de
polpa e 60 mg kg de peptideo ressuspensos em 1 ml de agua deionizada)
foi capaz de aumentar a motilidade intestinal dos ratos em
aproximadamente 20,8%, sendo provavelmente responsavel pela atividade
laxante. Em outro estudo, Lima et al. (2010) sugerem que os compostos
presentes no extrato de folhas de E. dysenterica podem ter beneficios
terapéuticos no tratamento da diarreia, evidenciando a diminui¢do da
motilidade intestinal nas doses de 400 e 800 mg/Kg! administrada em
ratos.

Como antiviral, o extrato etandlico de folhas de E. dysenterica
foi testado em cultura de células renais de macaco rhesus, infectadas
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por Rotavirus. O extrato apresentou inibi¢ao do efeito citopatico do
virus em concentra¢oes de 500 pg/ml (Cecilio et al., 2012).

Métodos de avaliac¢ao antioxidante wutilizando 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP), 2,2'-
azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS), sdao 0os mais
utilizados na literatura para E. dysenterica. Silva et al. (2019)
relataram a¢ao antioxidante dos frutos de E. dysenterica (DPPH = 11.47
pmol L TE g* amostra; FRAP: 21.33 umol L! sulfato ferroso g! amostra;
ABTS = 9,34 umol L! trolox g! amostra), jd evidenciados anteriormente
em outras partes do vegetal por Roesler et al. (2007) (Semente: DPPH =
IC50 igual a 14,15 pg.mL'), Finco e Silva (2009) (DPPH = IC50 de 5.5
mg/mL), Takao et al., (2015) (Folhas: DPPH = 6,83 pg-mL™!) e Alves et
al. (2017) (Frutos: DPPH = 2 pmol TE.g™'; FRAP = 7,8 umol TE.g™).

Para a a¢ao antioxidante, Justino et al. (2022) utilizaram frag¢odes
do extrato etandlico de diferentes partes de E. dysenterica. A fracao
acetato de etila da semente e a fracao diclorometano da folha
apresentaram elevada capacidade antioxidante (Oxygen Radical Absorbance
Capacity - ORAC: 5500 pmol trolox eq g™, FRAP: 1500 pmol trolox eq g
e DPPH IC 50: 35 pg ml') e apresentaram atividades inibitérias contra
a formag¢ao de produtos finais de glica¢ao avan¢ada (acima de 80% a 10
pug ml-l) e a-amilase e a-glucosidase (acima de 50% a 10 pg ml-1).

Em outro estudo, Justino et al. (2020) descreveram o potencial do
extrato aquoso e etandlico de E. dysenterica para inibir a glicacao
(IC50 < 9,40 mg/ml) e a a-glicosidase (IC50 < 20 pg/ml). O fracionamento
liquido-1iquido dos extratos da polpa da fruta E. dysenterica resultou
na frag¢ao acetato de etila apresentando maior atividade antioxidante
(DPPH IC 5010 pupg/ml e ORAC 1,3 mmol equivalentes de trolox /g),
antiglica¢do (IC50 0,10 mg/ml) e capacidade e atividade de inibig¢do da
a-glicosidase (IC5011 pg/ml). A analise por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas sugeriu a presenga
de moléculas antioxidantes na polpa da fruta de E. dysenterica, como
acidos ferulico e galico, miricetina, quercetina e kaempferol-
pentosideo.

Utilizando o método de Folin-Ciocalteau para determinar teor de
fendlicos do extrato vegetal Melo et al. (2015) encontraram valores de
729 mM/g para a¢ao antioxidante e 201 mg/100g de teor fendlico para
extrato etandélico de E. dysenterica. Cavalcante et al. (2020), avaliaram
0os teores de vitamina C em pd proveniente da polpa de E. dysenterica em
diferentes temperaturas de secagem (40 a 70°C), obtendo maiores valores
nas temperaturas de 50 e 60°C, com valores de 166 e 129 mg/leeg,
respectivamente. Rocha et al. (2011) utilizando o método de Folin-
Ciocalteou para compostos fendlicos totais e o método da vanilina para
taninos condensados evidenciaram elevados teores de compostos fendlicos
totais (90 mg de acido gdlico/100g de polpa) e menores teores de taninos
condensados (4 mg de catequina/100 g de polpa) em extrato etandlico de
frutos E. dysenterica.

Os extratos metandlicos aquosos de polpa de E. dysenterica, ricos
em polifendéis, demonstraram melhora na homeostase da glicose em
camundongos obesos, atenuando a gliconeogénese e a inflamac¢ao hepatica,
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além de controlar o peso corporal e a adiposidade induzida por dieta
rica em gordura e sacarose (Donado-Pestana et al., 2018) e efeito
hipoglicemiante (Araidjo et al., 2021).

Em uma investigacao wutilizando sucos clarificados de frutas
nativas do Brasil, Balisteiro et al. (2017) verificaram que a ingestao
do suco de E. dysenterica apds as refeig¢des aumentou a capacidade de
absor¢ao do radical oxigénio no plasma e capacidade redutora férrica do
plasma, indicando que o suco de E. dysenterica pode ser considerado como
tratamento adjuvante para reducao da glicemia pés-prandial em individuos
saudaveis.

Em pesquisa com objetivo de avaliar a a¢ao antioxidante
neuroprotetiva do extrato hidroalcéolico da folha de E. dysenterica, o
extrato apresentou caracteristicas semelhantes aos da quercetina,
promovendo as atividades de superdxido dismutase e catalase, ao mesmo
tempo em que preveniu a peroxida¢do lipidica em camundongos (Thomaz et
al, 2018), e redugao significativa de peso em camundongos que receberam
o extrato de E. dysenterica (Donado-Pestana et al., 2015), além de
possuir caracteristicas gastroprotetivas (Prado et al., 2014). Ainda
utilizando estudo 1in vivo com camundongos, Avila et al. (2016)
evidenciaram diminui¢ao dos danos hepaticos e renais, quando estes foram
tratados com o extrato hidroalcéolico de folhas de E. dysenterica antes
de serem expostos ao cromo hexavalente.

Utilizando quatro métodos diferentes: redu¢ao de fosfomolibdénio,
varredura por peroéxido de hidrogénio, DPPH e determinacao de parametros
eletroquimicos por voltametria de pulso diferencial, Clementino et al.
(2016) observaram que todos os extratos de folhas desta espécie possuem
significativo potencial antioxidante, seguindo a ordem: extrato bruto
etandélico > extrato bruto aquoso > extrato bruto hexanico. 0 perfil
voltamétrico sugere a preseng¢a de polifendis do tipo catecol no extrato
de folhas de E. dysenterica.

Quantificando o conteldo total de compostos fendlicos (TPC), Daza
et al. (2017) encontraram valores entre 9,9 e 31,2 mg equivalentes de
acido galico por peso seco no extrato etandélico de polpa de E.
dysenterica encapsulado com goma arabica ou inulina. Quando liofilizado,
o extrato chegou a 98 mg. A presenca de adjuvantes de secagem diminuiu
significativamente o potencial antioxidante do extrato encapsulado (5,8
a 26,5% para método DPPH, 13,9 a 43,1% para método FRAP e 13,6 a 36,5%
para ORAC)quando comparado ao extrato liofilizado. O extrato etandlico
de polpa de E. dysenterica encapsulado demonstrou inibi¢ao da atividade
da enzima a-amilase entre 10,6 a 107 mg/mL e 9,8 a 99,5 mg/mL, para pods
obtidos com goma ardbica e inulina, respectivamente.

Com o objetivo de caracterizar o potencial antioxidante de polpas
congeladas de frutas exdticas do Brasil, utilizou-se o método DPPH, e
HPLC para identifica¢do de compostos bioativos (Genovese et al., 2008;
Gong¢alves et al., 2010). E. dysenterica apresentou maior atividade
sequestrante de DPPH quando comparada a outros frutos nativos do Brasil
e foram encontrados derivados de quercetina e kaempferol na polpa.

Comparada a uma das frutas mais consumidas mundialmente, E. dysenterica
apresentou valores de compostos bioativos e de atividade
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antioxidante maiores que na ma¢ca (Siqueira et al., 2013). Apresentou
também indices satisfatorios de Vitamina C, contribuindo
significativamente para suprir as necessidades didrias (em média 71,0%),
vitamina A (em média 7,5%) e folatos (em média 7,9%) (Cardoso et al.,
2011), além de boa aceita¢do sensorial (Schiassi et al., 2018).

A citotoxicidade do extrato aquoso de folhas de E. dysenterica
foi avaliada in vitro em células de queratindécitos e fibroblastos. Em
ambos o0s casos, a concentra¢ao de 500 pug/ml comprometeu a viabilidade
das células. Porém, como a concentra¢ao capaz de inibir S. aureus ficou
entre 83 e 167 ug/ml, esses valores nao interferem na viabilidade das
células (Silva et al., 2020).

Em pesquisa com o objetivo de avaliar a toxicidade de sementes de
E. dysenterica, o extrato aquoso da semente mostrou-se tdxico para
Artemia salina com concentra¢des de LD50 de 57,0 mg.ml- ! (Fonseca et
al., 2013). Em estudo realizado por Roesler et al. (2010), o extrato
etandélico da semente de E. dysenterica em concentra¢ao até 300 pg.ml
nao diminuiu a viabilidade celular em fibroblastos de ratos.

A fim de inativar a toxicidade em extrato aquoso de semente de
E. dysenterica, Batista et al. (2016) utilizaram a temperatura como
inibidor, reduzindo significativamente a toxicidade do extrato,
observado no tempo de sobrevida de Artemia salina exposta ao extrato
aquecido a 78°C por 10 minutos comparado ao extrato nao aquecido.

Vieira et al. (2011) verificaram que o extrato etandlico
liofilizado das folhas de E. dysenterica exibiu efeitos genotdxicos e
citotdoxicos nas doses mais altas e prote¢ao contra ag¢bes genotdxicas e
citotdoxicas induzidas pela ciclofosfamida em todas as concentragodes
testadas no ensaio de micronidcleo de medula d6ssea de camundongos (50 a
200 mg/kg). Elias et al. (2010) também evidenciaram agdo tdéxica em
camundongos expostos ao extrato de folhas de E. dysenterica em sua dieta
(10, 20 e 30% incorporado a ra¢ao) com perda de peso e redu¢ao do tamanho
do timo e discreta degeneracao do figado.

Avaliando a citoproteg¢ao, Costa et al. (2019) relacionaram a
atividade antioxidante do extrato aquoso de folhas de E. dysenterica
quando associada ao digluconato de clorexidina em cultura primdria de
fibroblastos gengivais humanos e em linhagem celular imortalizada de
macréfagos murinos.

Em estudo realizado com embrides, o extrato etanélico das folhas
secas de E. dysenterica mostrou uma redu¢ao significativa na proporg¢ao
de células apoptoticas de embrides cultivados com 0,01 mg/ml do extrato
etandélico de E. dysenterica, além de induzir um aumento nos niveis de
transcricao de GPX4 e PRDX3 (Fidelis et al., 2020). Moreira et al.
(2017) demostraram em testes in vitro, o potencial do extrato alcodlico
de folhas de E. dysenterica para formulagao de dermocosméticos,
evidenciando a presen¢a de quercetina, dcido elagico e acido gdlico em
sua composicgao.

Em um outro estudo realizado por Gasca et al. (2017) o extrato
aquoso das folhas, rico em polifendis, foi testado em linhagem celular
de neuroblastoma humano SHSYS5Y para avaliar seu efeito na viabilidade
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celular. Esse estudo relaciona-se com a enzima acetilcolinesterase,
relacionada ao mal de Alzheimer, e aponta atividade inibitéria
relativamente moderada (66,33%) desta enzima em concentracdes de 15,6
pg/ml.

Na caracteriza¢do fitoquimica, Silva et al. (2020) utilizando
Cromatografia em camada delgada e Cromatografia liquida de alta
eficiéncia, observaram resultados positivos para catequina e
epicatequina, com concentracao de 47,51mg/g no extrato aquoso de folhas
de E. dysenterica. No extrato etandlico de polpa de E. dysenterica os
compostos identificados sao quercetina e derivados. Utilizando
Espectrometria de Massa por Spray de Papel (Paper Spray Mass
Spectrometry - PS-MS), Silva et al. (2019) identificaram acido malico e
acido citrico no fruto.

Em andlise do perfil quimico de sorvete de E. dysenterica,
utilizando Espectrometria de Massa por Transferéncia de Prétons e uma
combina¢ao de extrag¢ao de fase sdlida com cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa, Silva et al. (2021) verificaram que a maior
parte dos compostos volateis (89%) presentes na polpa de E. dysenterica
também foi encontrada no sorvete. Apds o processamento do sorvete,
observou-se reducao de apenas 10% no teor de compostos fendlicos totais
da polpa de E. dysenterica, mostrando que o pds-processamento da fruta
ainda mantém niveis significativos de metabdlitos do vegetal.

Utilizando a técnica de microextracao em fase sélida no modo de
extracao headspace (HS-SPME), e posterior identifica¢do dos compostos
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, Silva et
al. (2019) observaram predominio de monoterpenos (34,64%) seguido de
ésteres (36,28%) no extrato produzido a partir de frutos de E.
dysenterica, sendo a-Terpineno o composto majoritario (14,08%).

Santos et al. (2022) compararam as técnicas de extracao em fase
s6lida (SPE) e microextragao em fase sdélida (SPME) de compostos
presentes em frutos de E. dysenterica. Para a identifica¢ao dos
compostos, duas técnicas foram utilizadas: Andlise GC-O (Cromatografia
Gasosa-0Olfatométrica) e Andlise GC-MS (Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa) mostrando que as técnicas de extrag¢ao parecem
complementares, uma vez que alguns compostos nao foram extraidos pela
SPE mas foram extraidos pela SPME, e vice-versa.

Guedes et al. (2017) caracterizaram compostos fendlicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em frutos de E. dysenterica e
quantificaram compostos minerais em diferentes estagios de maturacgao
dos frutos. O estudo evidenciou a presen¢a de acidos galico, caféico,
vanilico, p-cumarico, seringico, ferulico e salicilico, epicatequina,
quercetina e rutina, sendo a epicatequina presente em maior quantidade
em diferentes estagios de matura¢ao dos frutos. J3a em relacdao aos
minerais, potassio foi o mineral mais abundante (831,89 mg/100g'), sendo
que de maneira geral, os minerais se encontram em maior quantidade nos
frutos verdes.

Ferreira-Nunes et al. (2017) validaram um método de HPLC para
determina¢ao de catequinas em extrato aquoso das folhas de E.
dysenterica incorporado em formula¢oes toépicas. A separagao foi
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conseguida usando uma coluna RP-C18 (300 x 3,9 mm; 10 pm), com fase
movel de metanol/acido fosférico 0,01 M (15:85, v/v), vazao de 0,8
mL/min, temperatura ajustada em 40°C e detec¢ao de UV em 230nm. O método
foi sensivel (limite de detec¢do = 0,109 pg/mL, limite de quantificacao
= 0,342 pg/mL) e seletivo para extratos vegetais, matrizes de pele e
interferentes de formula¢dao, bem como produtos de degradacao de
catequinas.

Na industria farmacéutica, o método Spray Drying é utilizado para
obten¢do de extratos vegetais secos e para garantir a preserva¢ao dos
componentes dos extratos (CHAVES et al., 2009). Couto et al. (2013)
utilizaram manitol como adjuvante de secagem e desenvolveram um produto
intermediario com extrato hidroalcéolico de folhas de E. dysenterica
com excelentes propriedades de fluidez e compressibilidade e evidéncia
de estabilidade, o que permite a preparacao direta de comprimidos.

Utilizando planejamento fatorial e metodologia por superficie de
resposta (RSM), Couto et al. (2013) observaram que a taxa de fluxo de
ar de aspersao, temperatura de entrada de ar de secagem e a taxa de
alimenta¢ao de extrato, afetaram significativamente a maioria dos
indicadores de qualidade em diferentes niveis para a técnica de secagem
por atomiza¢ao no extrato hidroalcéolica de folhas de E. dysenterica.
Utilizando a técnica de spray drying, Santos et al. (2018) verificou
que a polpa atomizada apresentou maior atividade antioxidante avaliada
pelo método ABTS (517,04 pmol Trolox/g), em comparag¢dao com a polpa
congelada (357,73 pmol Trolox/g) e a polpa fresca de E. dysenterica
(276,07 pmol Trolox/g).

Além da técnica de secagem, o uso de estabilizantes busca melhorar
o tempo de vida util da polpa de E. dysenterica controlando a formagao
de espuma durante o processamento dos frutos, Cavalcante et al. (2020)
verificaram que a propor¢ao de 8% de albumina na polpa de E. dysenterica
promove densidade, expansdo e estabilidade ideais da espuma.

A determinacao de acidos graxos em sementes de E. dysenterica foi
realizada por Camilo et al. (2016), sendo que o perfil de acidos graxos
apresenta 73% de gorduras insaturadas e 27% de gorduras saturadas. Os
principais acidos graxos presentes nas sementes foram acido linoleico,
acido oleico e acido palmitico. Em outro estudo realizado por Rial et
al. (2023) utilizando trés métodos de extracado diferentes, extrac¢do por
ultrassom, extragcdao por prensagem mecanica e extragcao com extrator
Soxhlet, verificou-se que todos eles possuem potencial para extracao de
acidos graxos saturados e insaturados, com destaque para acidos
linoléico e linolénico. A taxa de acidos graxos saturados variou de
19,46% a 31,18%, enquanto a quantidade de dacidos graxos insaturados
variou de 54,72% a 67,64%.

Na caracteriza¢ao de 6leos essenciais, investigando a composicao
relacionada ao estdgio de maturacao dos frutos, Duarte et al. (2011)
avaliaram que a concentragao de monoterpenos foi maior em OJleos
essenciais extraidos nos estagios verdes e semi-maduros dos frutos e
diminuiu posteriormente, enquanto os sesquiterpenos foram sintetizados
apenas na ultima parte do processo de amadurecimento.
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0 o6leo essencial de frutos de E. dysenterica pode variar,
qualitativa e quantitativamente, de acordo com padrdes geograficos,
diversidade genética e influéncia ambiental (Duarte et al., 2009; Duarte
et al., 2010; Vilela et al., 2013; Vilela et al., 2012; Dias et al.,
2021).

Utilizacao Alimentar

Entre os artigos levantados nesse trabalho, 2,82% (n=4) apresentam
aspectos de utilizacao de E. dysenterica na produ¢ao de vinhos, bebidas
lacteas, iogurtes, armazenamento e conserva¢ao da polpa.

Alimentos obtidos com a incorporag¢ao da geleia do fruto de E.
dysenterica em iogurtes e em bebidas lacteas fermentadas obtiveram boa
avalia¢ao e mantiveram as caracteristicas de odor, sabor, consisténcia
e acidez (Rocha et al., 2008; Figueiredo et al., 2019), além de possuirem
propriedades nutricionais que podem leva-los a ser incorporados aos
cardapios regionais de merenda escolar (Silva et al., 2008; Silva et
al., 2016). 0 uso de frutos de E. dysenterica em processos fermentativos
demonstrou viabilidade, uma vez que os vinhos obtidos apresentaram teor
de etanol dentro dos limites exigidos pela legislacdo (Oliveira et al.,
2011; Souza et al., 2018).

No que se refere a conservac¢ao dos frutos, Ferreira et al. (2020)
utilizaram a fécula de mandioca adicionada a farinha de baba¢u para
produzir revestimentos comestiveis em frutos de cagaita. Os tratamentos
podem retardar a deteriora¢ao de cagaitas frescas ao longo de 8 dias de
armazenamento, diminuindo a perda de peso dos frutos e inibindo as
reacoes metabdélicas associadas ao amadurecimento dos frutos. Os frutos
apresentam durabilidade de 5 dias (Carneiro et al., 2015).

Braz et al. (2020) utilizaram biopolimeros em frutos de cagaita
ao longo do seu armazenamento, tendo o amido apresentado melhores
resultados em relag¢ao a conservagao dos aspectos do fruto. O ciclo de
desenvolvimento fisioldégico da cagaita, compreende 37 dias, sendo
classificada como de ciclo rapido (Silva et al., 2017).

Para polpa, Cardoso et al. (2022) utilizaram pectinase comercial
encapsulada na etapa de pré-processamento, visando reduzir a turbidez e
a viscosidade da polpa. As condig¢des o6timas para hidrdlise com enzimas
encapsuladas foram: temperatura (30 °C), sem agitacdo e concentracao
enzimatica (570 pL/L), promovendo reducao de custos operacionais e de
insumos e otimizando o tempo de vida util da polpa.

Utilizacao Industrial

2,11% (n=3) dos artigos evidenciam o poder de atividade
antioxidante de extratos de E. dysenterica em biodiesel de soja e
producdao de biodiesel a partir de sementes de E. dysenterica. Todos os
trabalhos tém como autores Rial e colaboradores (2020, 2022, 2023).

Utilizando o extrato de folhas de E. dysenterica para retardar a oxidagao
do biodiesel de soja metilico (Rial et al., 2020) e avaliar a
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estabilidade térmica e oxidativa em biodiesel de soja etandélico (Rial
et al., 2022), o extrato apresentou resultados eficazes. Para o
biodiesel de soja metilico, a solug¢ao de 50 ppm do extrato apresentou
porcentagem de atividade antioxidante de 96,52% e o teor de compostos
fendlicos foi de 876,46 mg equivalente de acido gdlico (EAG)/g. Ja para
0 biodiesel de soja etilico, o extrato apresentou aumento nas
temperaturas de decomposicao, retardando a decomposi¢ao do biodiesel.

Utilizando a técnica de extragao por Soxhlet, o 6leo de semente
de E. dysenterica foi extraido e avaliado de acordo com as propriedades
fisico-quimicas para biocombustiveis. Rial et al (2023) demonstraram
que o biodiesel de 6leo de semente de E. dysenterica apresentou padrodes
semelhantes ao biodiesel de soja, que é o biodiesel mais comumente
produzido no Brasil, sendo, portanto, um importante substituto para o
biodiesel de soja.

Diversidade Genética, Histéria Evolutiva, Biologia Reprodutiva,
Aspectos Fitossocioldgicos e ambientais

Segundo o levantamento, 41% (n=59) dos artigos abordam aspectos
de distribui¢ao espacial e diversidade genética, marcadores genéticos
para as populacoes de E. dysenterica, aspectos de germinacao, fatores
que influenciam no crescimento e desenvolvimento da planta, dentre
outros aspectos.

Por possuir uma ampla distribuicao Neotropical, as espécies da
familia Myrtaceae despertam aten¢ao sobre os aspectos evolutivos,
filogenéticos, biogeograficos e de distribui¢do (Neto et al., 2022).
Fatores como semeadura e taxa de germinac¢ao das sementes (Silveira et
al., 2012; Silva et al., 2015; Lima et al., 2022; Silva et al., 2017),
quebra de dorméncia da semente (Martinotto et al., 2007), quantidade de
insola¢ao recebida pela planta durante seu desenvolvimento (0Oga &
Fonseca, 1994), variag¢des na distancia do curso de agua, da fertilidade
(N, P, K e Ca) e da acidez do solo (Otoni et al., 2013; Nogueira dos
Reis et al., 2020), efeito de clareiras e pastoreio de gado (Vieira et
al., 2007; Vieira et al., 2006), estrutura populacional (Vieira &
Scariot, 2008), indice de chuvas e sazonalidade (Sano et al., 1995),
temperatura (Andrade et al., 2003), composi¢dao do solo e tipos de
substrato (Nietsche et al., 2004; Mota et al., 2018), associagoes
simbidticas de fungos e sementes (Mittal et al., 1998), quantidade de
aluminio no solo (Rodrigues et al., 2019) impactam nas variac¢des de
distribuicao das espécies e frutifica¢ao de E. dysenterica no Cerrado.

Em estudo fenolégico realizado por Souza et al. (2008), observou- se que
a folhacdao de E. dysenterica ocorre durante todo o ano com intensa
renovacao das folhas nos meses de setembro a outubro. A frutificacao é
menor em plantas mais jovens.

Sobre a distribuicao espacial, estudo realizado por Lima et al.
(2017) aponta que a regiao central do bioma Cerrado é provavelmente o
centro de distribuicao de E. dysenterica e que o padrao espacial de sua
diversidade genética pode ser resultado da estabilidade populacional ao
longo do Quaterndrio. Apesar de ampla distribui¢do, a produg¢ao de frutos
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nao segue um padrao uniforme e ha uma tendéncia de idade da planta
associada a maior produtividade de frutos (Souza et al., 2013).

A poliniza¢ao pode ocorrer por diferentes espécies de abelhas
noturnas e diurnas (Proen¢a & Gibbs, 1994). Espécies de Myrtaceae emitem
compostos aromaticos. O alcool benzilico é o principal padrao olfativo
de E. dysenterica sendo 56% da composicdo (Cordeiro et al., 2019). Além
de polinizadores, ha registros de parasitas em E. dysenterica.
Cochonilhas foram os artrépodes mais abundantes em E. dysenterica (Rocha
et al., 2020). Avaliar a artropodofauna é interessante para prevenir
danos a espécie vegetal e realizar futuros programas de manejo em
cultivos de E. dysenterica.

Tunholi et al. (2013) correlacionam em seu estudo a ocorréncia de
espécies nativas do Cerrado e seu uso pela populag¢ao de um assentamento
em Goids. Apesar de nao apresentar uma correlagao positiva, E.
dysenterica foi citada pelos assentados com uso alimentar, medicinal e
obten¢ao de lenha, sendo apontada como alternativa vidvel para uso na
fruticultura (Donadio & Moro, 2004).

Utilizando um algoritmo de sistema imunolégico artificial multi-
objetivo restrito (MAIS), baseado em principios de planejamento
sistematico de conservacao (SCP), incorporando informac¢des alélicas e
de habitat para lidar com o problema de conserva¢dao da biodiversidade,
Schlottfeldt et al. (2017) realizaram uma proposta para selecdo de
populacdes que devem ser protegidas para preservar a diversidade de
espécies de E. dysenterica no Cerrado.

Estudo com marcadores SSR foram utilizados para E. dysenterica,
sendo altamente sensiveis para detectar a estrutura da popula¢ao (Zucchi
et al., 2003; Zucchi et al., 2002). Posteriormente, Zucchi et al. (2005)
sugerem que as popula¢bes de E. dysenterica estdao se diferenciando por
meio de um processo estocdstico, com fluxo génico restrito e dependente
da distribui¢ao geografica. Usando a técnica de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), Trindade e Chaves (2005) e Aguiar et al. (2011)
evidenciaram que as populag¢des naturais da espécie apresentaram altos
niveis de variabilidade para os caracteres morfolégicos, conforme ja
constatado a partir de outros métodos.

Estudos de distribuicao e genética populacional também foram
realizados utilizando a espécie. Telles et al. (2013) desenvolveram
novos microssatélites para E. dysenterica a partir de populac¢des de 03
estados diferentes (Goias, Tocantins e Bahia), o que possibilita
verificar o grau de parentesco e a estrutura genética das populagles.
Existe uma ampla varia¢ao fenotipica para caracteristicas de frutos e
sementes, tanto entre quanto dentro das subpopula¢des (Boaventura-Novaes
et al., 2018; Boaventura-Novaes et al., 2021).

Outro estudo utilizando marcadores isoenzimaticos também mostra
como a distribui¢ao geografica das subpopula¢des influencia a estrutura
genética das populac¢des de E. dysenterica (Telles et al., 2001). Ainda
sobre estrutura populacional, Chaves et al. (2011) estimaram a aparente
depressao endogamica em popula¢bes naturais estruturadas de E.
dysenterica usando a regressao linear das médias fenotipicas nos
coeficientes de endogamia estimados com marcadores codominantes.
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Utilizando marcadores SSR, Diniz-Filho et al. e Telles (2002)
evidenciaram que uma combinacao de efeitos geograficos e ambientais
explica de forma independente as distancias genéticas entre populac¢des
de E. dysenterica distribuidas em todo o bioma Cerrado no Brasil Central
e a dinamica de perda de popula¢bes naturais decorrentes das alteracdes
antrépicas (Diniz-Filho et al., 2020).

Diniz-Filho et al. (2016), wutilizando as popula¢des de E.
dysenterica e scripts R, desenvolveram um método para mapear todos os
alelos em redes com o menor numero possivel de popula¢des. Em outro
trabalho, Telles et al. (2003), utilizando frequéncias alélicas e
genotipicas em 10 popula¢des locais de E. dysenterica, distantes até
250 km, a partir de seis isoenzimas que forneceram um total de 8 loci,
verificaram que E. dysenterica parece ser preferencialmente aldgama e
possui complexa varia¢ao genética no espa¢o geografico. Essa variacao
também foi evidenciada em um banco de germoplasma em Goids (Boaventura-
Novaes et al., 2021; Rodrigues et al., 2016).

Em estudo realizado por Duarte et al. (2010) em um banco de
germoplasma, foram avaliados os parametros genéticos de caracteres
quantitativos de E. dysenterica, sugerindo respostas modestas de selegao
as varidveis das plantas e respostas expressivas as varidveis das
folhas. Boaventura-Novaes et al. (2018) sugerem que E. dysenterica
possui uma estrutura genética espacial dividida em dois grandes grupos,
separados por uma linha que divide o bioma Cerrado na direg¢ao sudoeste-
nordeste, sendo um dos motivos a presen¢a de barreiras que impedem o
fluxo génico (Barbosa et al., 2015; Diniz-Filho et al., 2016; Diniz-
Filho et al., 2016).

Um estudo envolvendo intoxica¢ao por compostos fluorados foi
realizado por Rodrigues et al. (2017) e propbe que E. dysenterica
apresenta um padrao de resposta ao acumulo desses compostos na folha,
podendo ser wutilizada como bioindicador da qualidade do ambiente.
Utilizando espécies nativas do Cerrado, Meyer et al. (2015) submeteram
espécimes de E. dysenterica a solo contaminado com metais pesados.
Apesar de nao apresentar niveis consideraveis de sintomas de toxicidade
no estudo, quando comparadas as outras espécies, E. dysenterica possui
baixa resposta para processos de fitorremediacao.

Gomide et al. (1994) encontraram 06 géneros de fungos associados
as sementes de E. dysenterica em condi¢dao de armazenamento. Por serem
potencialmente prejudiciais ao desenvolvimento de uma nova plantula,
tratamentos quimicos também foram testados para eliminacao e controle
de fungos nas sementes. Nas folhas, Phloeosporella kitajimae sp. esta
associado ao desenvolvimento de patologias (Dianese et al., 1993).

Estudo realizado por Silva et al. (2010), com intuito de otimizar
a extrag¢ao de DNA de folhas de E. dysenterica e diminuir a contaminag¢ao
por polissacarideos, fendis e outros compostos secunddarios, concluiu
gue o método baseado em hexadecyltrimethylammonium (CTAB) leva a
obten¢ao de DNA gendmico satisfatério para técnicas de manipulacao
genética.
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CONCLUSAO

Por meio desta revisao evidencia-se que os principais estudos
envolvendo E. dysenterica versam sobre sua distribui¢ao e padrao
genético dos exemplares no Cerrado, identificag¢dao de compostos e
atividades bioldégicas em extratos de diferentes partes da planta.

Alelopatia, atividades antifungica, antibacteriana, anti-
helmintica, moluscicida, inseticida, angiogénica, antileucémica,
antimelanogénica, hipotensiva, laxante, antidiarreica, antiviral,
hipoglicemiante, neuroprotetora, quimioprotetiva e gastropotetiva foram
mencionadas nos trabalhos, sendo a atividade antioxidante a mais
investigada em extratos provenientes de E. dysenterica.

E. dysenterica tem se mostrado eficaz em relag¢ao ao controle de
diversos fungos e bactérias. Fica evidente que a cagaita é fonte de
nutrientes essenciais e antioxidantes, podendo ocupar um papel de
destaque na dieta e na saude humana. Além disso, suas propriedades
medicinais como antibacteriana, antifungico, hipoglicemiante, laxante,
tripanocida, anti-helmintico dentre outras atividades destacam seu
potencial como uma fonte de compostos bioativos. Junto a isso nao podemos
ignorar seu valor ecoldgico, uma vez que é uma espécie presente no bioma
Cerrado, e pode ser utilizada como espécie chave de conservag¢ao do
bioma.

E. dysenterica é um recurso que merece aten¢ao e investimento,
nao apenas para beneficio das comunidades locais, mas também como parte
dos esfor¢os mais amplos de conserva¢ao ambiental e desenvolvimento de
bioprodutos e bioinsumos, mediante a importancia dos compostos
evidenciados nos trabalhos encontrados. Vale ressaltar que ndo ha na
literatura trabalhos que utilizem os residuos de E. dysenterica na
obtencao de bioinsumos.
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Anexo

Decisdo editorial de aceite para publicacdo na Revista Sapiéncia: sociedade, saberes e praticas

educacionais.

Notificacoes X

Decisao editorial

2024-12-1007:22 PM

Prezados Fernando Gomes Barbosa, Carlos de Melo e Silva Neto, Josana de Castro

Peixoto, Joelma Abadia Marciano de Paula,

Foi tormada uma decisdo sobre o artigo submetido a revista Revista Sapiéncia:
sociedade, saberes e préticas educacionais (2238-3565),

"POTENCIAL FARMACO-BIOLOGICO E OUTRAS APLICA(;E)ES DAS CAGAITEIRAS DO
CERRADO: UMA REVISAO DE ESCOPO SOBRE Eugenia dysenterica (MART.) DC.
(MYRTACEAE)".

A decisdo é de aceite. A publicacdo deve ocorrer ainda este ano. Parabéns!
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Capitulo 2 - Estudo farmacognostico e fisico-quimico dos subprodutos de Eugenia
dysenterica DC. (Myrtaceae)

INTRODUCAO

O Cerrado é um dos biomas mais abundantes em biodiversidade do planeta, reconhecido
pela presenca de familias botanicas que tém potencial farmacoldgico e presenca de compostos
bioativos. Dentre elas destaca-se a familia Myrtaceae, com aproximadamente 20 géneros e 250
espécies ocorrentes no Cerrado (Rezende et al., 2008; Sobral et al., 2025).

A familia Myrtaceae inclui uma grande quantidade de géneros que sdo de grande
importancia econémica e ambiental em todo 0 mundo, sendo considerada a oitava maior familia
de plantas com flores, incluindo espécies como Eucalyptus sp., Eugenia sp. (Eugenia uniflora,
Eugenia sulcata) e Melaleuca alternifolia (Saber et al., 2023).

Para este trabalho, selecionou-se a espécie Eugenia dysenterica, popularmente
conhecida como cagaita. O fruto é utilizado na culinaria regional na preparacdo de compotas,
picolés, sucos e sorvetes e estudos de extratos de folhas, frutos e sementes de Eugenia
dysenterica tem demonstrado aplicabilidade no tratamento da obesidade, diarreia, diabetes e
hipertensdo (Donado-Pestana et al., 2018; Araljo et al., 2021; Justino et al., 2021; Fidelis de
Oliveira et al., 2020; Lima et al., 2010), além de possuir propriedades antioxidantes (Balisteiro
etal., 2017).

A utilizacdo de Eugenia dysenterica pela comunidade local, além de trazer beneficios
de valor nutricional no consumo direto do fruto, pode contribuir no fortalecimento de praticas
de preservacdo do Cerrado. O fortalecimento de estratégias de preservacdo da espécie,
motivadas pelas amplas possibilidades de utilizacdo de frutos, folhas, sementes e residuos do
processamento dos frutos gera impactos positivos na conservagdo dos ecossistemas
(Tomchinsky, 2023).

Para que o uso da planta seja realizado com seguranca, a pesquisa fitoquimica atua como
um indicador de compostos quimicos (Simdes et al., 2004). Ndo foram encontrados estudos
provenientes dos subprodutos de Eugenia dysenterica, porém estudos fitoquimicos realizados
com folhas e frutos demonstram a presenca de compostos fendlicos e diferentes potenciais
farmacéuticos como agdo antioxidante, antimicrobiana e hipoglicémica (Guedes et al., 2017;
Gascaetal., 2017). Os metabélitos podem estar presentes em qualquer parte da planta, inclusive

nos subprodutos provenientes do processamento de frutos e folhas (Babbar et al., 2015).
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Para Melo et al. (2023), o reaproveitamento de residuos de plantas relaciona-se
diretamente com a saude publica e a qualidade do ambiente. Os subprodutos gerados a partir
do despolpamento dos frutos de Eugenia dysenterica podem ser utilizados como bioinsumos, a
fim de agregar valor as cadeias produtivas e minimizar os impactos ambientais. Tendo em vista
a escassez de trabalhos que exploram os subprodutos de Eugenia dysenterica, o objetivo deste
trabalho foi realizar o estudo farmacognostico para o estabelecimento de pardmetros de controle
de qualidade de matéria-prima vegetal (subprodutos - cascas e sementes), bem como identificar

0s componentes dos 6leos essenciais das folhas, frutos e subprodutos dos frutos.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Os frutos e folhas de Eugenia dysenterica foram coletados no municipio de Rianapolis
- Goias (15°29°18”S 49°27°57”W), (Cadastro SISGEN n® A1D543E) pertencente a regido do
Vale de Sdo Patricio, em areas com vegetacdo tipica dos Cerrados, nos meses de outubro a
dezembro de 2021 e setembro a outubro de 2023.

A coleta foi realizada em uma area antropizada, localizada préxima a cultivos de cana-
de-aglcar. O ambiente apresenta sinais evidentes de degradacao e fragmentacdo da vegetacdo
nativa. A populacdo amostrada era composta por 12 exemplares, distribuidos de forma dispersa
e isolada, sem a formacdo de um agrupamento denso. A fenofase observada indicou que a
floracdo ocorria no final da estacdo seca, entre julho e outubro, com flores brancas abundantes,
atraindo insetos polinizadores. A frutificacdo teve inicio no comeco do periodo chuvoso, entre
setembro e janeiro.

O material estudado foi identificado e registrado no Herbério da Universidade Estadual
de Goias — Campus Henrique Santillo com o nimero de tombo: 15.137 (Figura 1). As amostras
foram identificadas pela Prof® Dra. Josana de Castro Peixoto da Universidade Estadual de
Goiés.

Apos a coleta, os frutos foram selecionados de acordo com a cor, maturagéo, textura e
auséncia de injurias, e lavados em agua corrente. Para a caracterizagdo morfoldgica, os frutos

foram observados a vista desarmada segundo os parametros de Oliveira & Akisue (2000).
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Figura 1 — Exsicatas de Eugenia dysenterica DC (Myrtaceae) (A, B e C) coletadas no
municipio de Rianédpolis-GO depositadas no Herbario da Universidade Estadual de Goiés.

Fonte: Préprio Autor (2022).
Uma parte dos frutos e das folhas foi reservada para a extracdo de 6leos essenciais. A

outra parte dos frutos foi despolpada em despolpadeira industrial (Despolpadeira Bonina) para
separar a polpa da casca e da semente (Figura 2A, 2B e 2C). Os subprodutos dos frutos e a outra
parte das folhas foram submetidos a secagem em estufa com circulacdo forcada de ar
(MARCONI, modelo MAO035/5) a 40 °C até atingir umidade entre 8 e 14%, conforme
especificacdo da Farmacopeia Brasileira 72 edicdo (Brasil, 2024) para caracterizacdo de drogas
vegetais. ApoOs a secagem, o material seco foi pulverizado em moinho de facas e armazenado

em saco plastico vedado, ao abrigo da luz.

Figura 2 — Processamento dos frutos de Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae) no Laboratdrio
de Pesquisa, Desenvolvimento & Inovagao de Produtos da Biodiversidade (LPD&I Bio). A —
Vista lateral da despolpadeira, evidenciando o coletor de polpa; B — vista frontal da
despolpadeira evidenciando a saida do subproduto; C — Subproduto preparado para secar em
estufa.

A
S

Fonte: Préprio Autor (2022).
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Caracterizacao da droga vegetal

Para a determinagdo de cinzas totais e cinzas insollveis em &cido cloridrico, 0 método
utilizado foi o determinado pela Farmacopeia Brasileira 72 edi¢do (Brasil, 2024). Em uma balanca
analitica (GEHAKA modelo AG 2205), pesou-se 3g da droga vegetal pulverizada em cadinho
previamente calcinado em mufla (30 minutos a 500 °C) e tarado. Em seguida, incinerou-se a 500 °C por
3h (conforme gradiente de temperatura: 150 °C - 30 minutos; 300 °C - 60 minutos; 450 °C - 30 minutos;
e 500 °C - 60 minutos.) em forno tipo mufla (Quimis, modelo Q318924), até a obtencdo de cinzas
brancas. Resfriou-se o cadinho e pesou-o. O ensaio foi realizado em triplicata. Aporcentagem de cinzas
foi calculada conforme Equacéo 1:

peso cadinho com cinzas (g) —peso cadinho vazio (g)

% cinzas totais = x 100 (Equagdo 1)

Peso inicial da amostra (g)

Para a determinacdo da perda por dessecacdo do material vegetal foi utilizada uma
balanca com sistema de aquecimento por lampada de halogénio da marca SHIMADZU, modelo
UniBloc MOCG63u. Pesou-se 1 g da amostra submetendo-a a uma temperatura de 105 °C. O ensaio
foi realizado em triplicata conforme Farmacopeia Brasileira 72 edi¢éo (Brasil, 2024).

Para a analise da granulometria do p6 (Brasil, 2024), 50 g do material vegetal foram
submetidos a uma série de tamises com aberturas de malhas 125 um, 180 pum, 250 pm, 355 pm,
710 um e 1,7mm, ordenados de maior abertura para a menor abertura, apoiados sobre um coletor.
Foi utilizado um agitador mecénico de peneiras (Bertel, modelo 2156), por 15 minutos, na
velocidade 2. O experimento foi realizado em triplicata. O tamanho das particulas foi avaliado

pelo percentual de retencdo de p6 em cada tamis por meio da Equacéo 2.

% retida pelo tamis = Z—;x 100 (Equacdo 2)

Em que:
pl= Peso da amostra retida em cada tamis (Q);

p2= Soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (g).

Para determinagéo do indice de intumescéncia, 1 g do material vegetal pulverizado foi
pesado e colocado em uma proveta de 25 mL com tampa esmerilhada em triplicata. Mediu-se o
volume ocupado pelo material vegetal (Vi). Adicionou-se 25 mL de agua e agitou-se a cada 10
minutos, por uma hora. Deixou-se a mistura repousar por 3 horas, a temperatura ambiente.

Mediu-se o volume, em mL, ocupado pelo material vegetal (Vf) acrescido da mucilagem ou
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qualquer outro material que foi aderido ou subtraido do volume inicial da droga (Brasil, 2024).
Os célculos foram realizados a partir do valor médio das trés determinagdes que foram
realizadas de forma individual e relacionou-se com 1 g de material vegetal, utilizando-se a

Equacéo 3.

Indice de intumescéncia = Vf - Vi (Equacéo 3)

Em que:
Vi= Volume inicial da droga vegetal,
Vf= Volume final da droga vegetal.

Triagem fitoquimica

A triagem fitoquimica foi realizada utilizando reag6es de caracterizacéo dos metabolitos
secundarios mais relevantes, adaptadas de Costa (2002), Matos (2009) e Simdes et al. (2004),
separadas em trés grandes grupos: compostos fendlicos (fendis simples, cumarinas,
flavonoides, antraquinonas e taninos); compostos nitrogenados (alcaloides) e terpenos
(compostos terpénicos, heterosideos cardioativos e saponinas).

Na pesquisa de flavonoides foram utilizadas trés reagdes: reagdo da cianidina ou de
Shinoda, reacdo oxalo-bérica e reacdo com &cido sulfurico concentrado. Para compostos
fenolicos foram utilizadas as reacdes com hidréxidos alcalinos, cloreto de aluminio e cloreto
férrico. Para heterosideos antraquindnicos foi realizada a reagdo de Borntrager indireta. Reacéo
de caraterizagdo para cumarinas e reacfes com gelatina, alcaldides, sais metalicos e hidroxidos
alcalinos para presenca de taninos. Para alcaloides, foram utilizados reagentes iodados (reativo
de Mayer, Dragendorff e Bouchardat), reagentes com poliacidos (reagente de Bertrand) e
reagentes a base de &cidos organicos (reativo de Hager e acido tanico). Na pesquisa de
heterosideos cardioativos utilizou-se as reagdes de Liebermann-Burchard, Pesez, Keller-Kiliani
e Kedde. Para heterosideos cianogénicos a pesquisa foi realizada com papel reativo de
Guignard. A determinacdo do indice de espuma foi utilizada para saponinas.

Analises em Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia, com Detector de Arranjo de
Diodos (CLAE-DAD) foram realizadas em equipamento HPLC Agilent Technologies 1260
Infinity I1, software OpenLab CDS, equipado com detector de arranjo de diodos (DAD modelo
G7115A), injetor automatico e coluna C18 (4.6x100 mm 2.7 um) para investigar a ocorréncia
de catequina, epicatequina, acido cafeico, kampferol, acido galico, &cido eldgico, quercetina,

rutina, apigenina e resveratrol em amostras de extratos do material vegetal. Duas condicGes
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cromatograficas foram investigadas: A) fase mdvel constituida por acetonitrila e solugdo aquosa
de &cido acético 0,2% em gradiente (2:98-5 min; 5:95-3 min; 20:80-3 min; 25:75-3 min; 40:60-
7 min; 80:20-3 min; 90:10-3 min; 5:95-3 min; 2:98-5 min), com fluxo de 1 mL/min, volume de
injecdo de 5 pL, temperatura do forno da coluna de 30 °C, em comprimentos de onda de 280,
306 e 340 nm (Trauntemuller et al., 2023). B) fase movel constituida por 4gua e acetonitrila
(85:15), ambas acidificadas com &cido tricloroacético 0,05% (p/v), com fluxo de 1 mL/min,
volume de injecdo de 10 pL, temperatura da coluna de 40 °C, em comprimentos de onda de 254
nm e 280 nm, por 25 minutos (Assuncéo, 2016).

O extrato vegetal foi preparado em etanol 44% (p/p), na proporcao droga/solvente de
1:10 (g/mL) em equipamento de banho de ultrassom (Ultronique mod. Q5.9/40A, frequéncia
40kHz e poténcia 200W) durante 22 minutos a temperatura de 59 °C (Assuncdo, 2016), com 0
baldo envolto em papel aluminio. O extrato foi homogeneizado e filtrado em papel filtro

qualitativo e em filtro PTFE 0,45 pm.

Composicao centesimal e analises alimentares

As andlises de composi¢do centesimal dos subprodutos dos frutos de Eugenia
dysenterica foram realizadas no Instituto SENAI de Tecnologia em Alimentos e Bebidas,
Goiania, GO, Brasil, com relatério de analises de nimero 1639/2024.0.A. Foram efetuadas as

determinac6es por meio das analises apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Analises alimentares realizadas nos subprodutos de Eugenia dysenterica DC.
realizadas no Instituto SENAI de Tecnologia em Alimentos e Bebidas, Goiania, GO, Brasil

Anélise Método
Proteina ISO 1871, 2009
Lipidios IAl, mét. 032/1V, 2008
Fibra alimentar total AOAC Mét. 991.43/2019
Carboidratos totais RDC 429, 2020
Umidade e volateis IAL, 2008
Residuo Mineral Fixo (cinzas) 018/1V, 2008
Valor energético RDC 429, 2020
Aspecto IAL 2008
Odor IAL, 2008
Consisténcia IAL, 2008
Cor IAL, 2008
Textura IAL, 2008
Acucares redutores em glicose IAL, Mét. 038/1V, 039/1V, 2008
Acucares totais IAL, Mét. 038/1V, 039/1V, 2008
Acucares ndo redutores em sacarose IAL, Mét. 038/1V, 039/1V, 2008
Sélidos soluveis UMA 2003:2010
Gorduras saturadas GC-FID
Gorduras monoinsaturadas GC-FID
Gorduras poli-insaturadas GC-FID
Gorduras trans GC-FID
Omega 3 GC-FID
Omega 6 GC-FID
Fibra bruta AOAC Mét. 920.06/Fibertec 2010 System, FOSS, 2010
Calcio AOAC, Mét.999.11,2019 and Methods Analytical Agilent
Fosforo total IAL, Mét. 398/1V, 2008
Manganés AOAC, Mét.999.11,2019 and Methods Analytical Agilent
Potéassio AOAC, Mét.999.11 2019 and Methods Analytical Agilent
Sadio AOAC, Mét.999.11, 2019 and Methods Analytical Agilent
Magnésio AOAC, Mét.999.11, 2019 and Methods Analytical Agilent
Zinco AOAC, Mét.999.11, 2019 and Methods Analytical Agilent
Ferro AOAC, Mét.999.11, 2019 and Methods Analytical Agilent
Amido MAPA, 2022
Cobre AOAC, Mét.999.11, 2019 and Methods Analytical Agilent
Vitamina E Compéndio, 2009. Método 01

Extracdo e caracterizagdo dos 6leos essenciais

Para a extracdo dos 0leos essenciais, dos subprodutos, dos frutos inteiros, das folhas

frescas e das folhas dessecadas de Eugenia dysenterica, as amostras foram submetidas a
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hidrodestilacdo, por 3 h, em aparelho tipo Clevenger. O 6leo essencial coletado do sistema foi
separado da agua por particdo em éter etilico grau CLAE, dessecado em sulfato de sodio anidro
(Na2S0s), acondicionado em recipiente fechado e protegido da luz, e estocado a baixas
temperaturas (-20°C) até utilizacdo. O rendimento foi calculado em percentagem, em relacdo a
massado material oleoso coletado no aparato de Clevenger e a massa inicial de material vegetal.

A identificacdo dos compostos do 6leo essencial foi realizada por cromatografia em fase
gasosa, acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). As anélises foram conduzidas no
Nucleo de Estudos e Pesquisas Toxico-Farmacologicas (NEPET) da Universidade Federal de
Goias. Para tanto, uma amostra do 6leo volatil foi diluida em hexano (1 mg. 20 mL?) e
submetida a andlise CG/EM em aparelho GCMS-QP2010 Plus munido de coluna capilar de
silica fundida (CBP —5; 30m x 0,25mm x 0,25um) a uma temperatura programada (60 °C/0Omin;
240 °C/3 min; 280 °C/10min) e temperatura de injecdo de 225 °C. Hélio foi utilizado como géas
de arraste a um fluxo de ImL minl. O modo de injecdo foi do tipo splitless. O
espectrofotémetro foi programado para temperatura da fonte de ions de 240 °C, temperatura da
interface de 240 °C, m/z 40 e m/z 350 e energia de ionizacdo de 70 eV.

A identificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais foi realizada por comparacgao
(automatica e manual) dos espectros de massas com os das bibliotecas do National Institute of
Standards and Technology (NIST, 1998), além da comparacdo dos espectros de massas e
indices de Retencdo (IR) calculados com os da literatura (Adams, 2007). Os indices de
Retencdo foram calculados através da co-injecdo de uma mistura de hidrocarbonetos, C8-C32

(Sigma, USA), e com aplicacdo da equacdo de Van den Dool e Kratz (1963).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 28,318 kg de frutos processados foram obtidos 5,739 kg de subprodutos (cascas e
sementes). Apos secagem, foram obtidos 2,445 kg, representando 8,63% do peso inicial dos
frutos.

Os frutos de Eugenia dysenterica apresentam coloracao de verde a amarelo, dependendo
do grau de maturagéo. Nota-se a presenca de 1 ou 2 sementes, envoltas por mesocarpo suculento
(Figura 3). Conforme descrito por Naves et al. (1999), os frutos tém formato globoso, bagaceo,
cor amarelo-clara, levemente acido, epicarpo membranoso, com peso entre 14 e 33 g,
comprimento de 3 a 4 cm e didmetro de 3a 5 cm.

A perda por dessecagdo, cinzas totais e cinzas insoluveis em acido cloridrico para o

material vegetal estdo apresentados na Tabela 1. A perda por dessecacdo media foi de 8,53% =+
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0,23, em conformidade com a Farmacopeia Brasileira que estabelece limites entre 8 e 14%
(Brasil, 2024).

O teor médio de cinzas totais no material vegetal foi de 1,36% = 0,16 e as cinzas
insoliveis em &cido cloridrico ndo foram detectadas. As cinzas totais incluem cinzas
fisioldgicas e cinzas ndo-fisioldgicas (Brasil, 2024), ou seja, as fisioldgicas sdo provenientes do
proprio material vegetal e as ndo-fisioldgicas sdo compostas por materiais estranhos como
particulas de solo ou outros materiais. Ndo ha dados de teor de cinzas para subprodutos de
Eugenia dysenterica na literatura.

Figura 3 - Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae): detalhes gerais dos frutos (A) e sementes
(B) coletados no municipio de Rianapolis-GO.

Fonte: Proprio autor (2023).

Tabela 1 — Média de perda por dessecacdo, cinzas totais e cinzas insoltveis em acido
cloridrico expressas em porcentagem (p/p) para o material vegetal dos subprodutos de
Eugenia dysenterica.

Analises Meédia (Desvio padrao)
Perda por dessecacéo (droga vegetal) 8,53% + 0,23
Cinzas Totais 1,36% + 0,16

Cinzas Insollveis em HCI Nao detectado




85

O indice de intumescéncia foi de 0,5 mL, cujo resultado indica o volume ocupado pelo
intumescimento a cada 1 g de droga vegetal analisada com adicdo de agua. A andlise
granulométrica do material vegetal o classificou como pd grosso (Tabela 2), segundo a
Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2024), ou seja, aquele cujas particulas passam em sua totalidade
pelo tamis com abertura nominal de malha de 1,70 mm e, no maximo, 40% pelo tamis com
abertura nominal de malha de 355 mm. N&o foram encontrados na literatura limites especificos
de intumescéncia e andlise granulométrica para subprodutos de frutos da espécie Eugenia

dysenterica.

Tabela 2 — Granulometria do material vegetal dos subprodutos dos frutos de Eugenia
dysenterica.

Tamises Porcentagem retida (%)
1,7 mm 0,19
710 uym 29,59
355 pum 33,67
250 pm 10,17
180 pum 6,83
125 pm 4,11
Base 15,44

Os resultados obtidos na triagem fitoquimica sugerem a presenca de taninos,
heterosideos antraquindnicos e compostos fendlicos no material vegetal (Tabela 3).
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Tabela 3 — Resultados observados na triagem fitoquimica do material vegetal de subprodutos
de frutos de Eugenia dysenterica.

Classe de Compostos Reac0Oes/Testes Resultados

Reacdo da cianidina ou de Shinoda -

Flavonoides Reacdo Oxalo-Borica -

Reagio com Acido Sulfdrico Concentrado

Reacdo com Hidrdxidos Alcalinos -
Compostos Fenolicos em Geral -

_ _ _ _ Reacdo com Cloreto de Aluminio -
caracterizagéo de hidroxilas fenolicas

Reacdo com Cloreto Férrico +
Heterosideos antraquindnicos Reacdo de Borntrager Indireta +
Cumarinas Reacdo de caracterizacéo -
Reacdo com gelatina +
Reacdo com alcaldides +
Taninos < . 3T
Reacdo com sais metalicos +
Reacdo com Hidroxidos Alcalinos +
Reativo de Mayer -
Alcaloides - Reagentes iodados Reativo de Dragendorff -

Reativo de Bouchardat: -

Alcaloides - Reagentes com . -
Reativo de Bertrand

poliacidos

Alcaloides - Reagentes a base de  Reativo de Hager -

4cidos organicos Acido Tanico -
Reacdo de Liebermann-Burchard +
Reacdo de Pesez +

Terpenos e Heterosidios Cardioativos - R
Reacdo de Keller-Kiliani -

Reacéo de Kedde -

Saponinas Determinagdo do indice de espuma -

Heterosideos Cianogénicos Papel reativo de Guignard -

Residuos de frutos tropicais, como cascas e sementes, sdo ricos em compostos bioativos
com potencial para a industria alimenticia e farmacéutica. Zanuto et al. (2021) destacam que a
utilizacdo desses coprodutos pode contribuir para a redugdo de impactos ambientais e promover
a salde, sendo uma area promissora para o desenvolvimento de novos produtos. Souza et al.

(2021) realizaram uma revisdo sobre o potencial antioxidante de residuos agroindustriais de
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frutas tropicais, evidenciando que esses subprodutos podem ser fontes significativas de
compostos fenolicos e flavonoides, que possuem atividades antioxidantes benéficas a salde.

Apesar de comumente serem citados na literatura de Mirtaceas (Amor et al., 2007; Jorge
et al., 2010; Roesler et al., 2007), os flavonoides nao foram evidenciados para o0s subprodutos
dos frutos de E. desynterica. Em estudo realizado com a polpa do fruto de Eugenia dysenterica,
o teor de flavonoides totais encontrado foi de 7,07mg/100g de material (Santos, 2015). A fungéo
dos flavonoides esta associada a protecdo dos frutos, contra a acdo dos raios solares, bem como
na captacédo de radicais livres e na protecdo de membranas celulares (Fett, 2000).

As antraquinonas e antronas sdo caracterizadas farmacologicamente por apresentarem
acao laxativa, quando administradas em pequenas doses, e purgativa, quando em doses maiores
(Ledo, 2015). A investigacdo para essa classe foi positiva nos subprodutos da droga vegetal de
Eugenia dysenterica, e esta atividade é associada aos frutos (Lima et al., 2010).

Todas as reagdes foram positivas para a presenca de taninos. Os taninos estéo associados
a atividade antidiarreica e antimicrobiana (Monteiro et al., 2005) e antioxidante (Roesler et al.,
2007). Em estudo realizado com a polpa do fruto de Eugenia dysenterica, o teor de taninos
encontrado foi de 16,62mg/100g de material (Santos, 2015).

As reacOes para alcaloides, saponinas, heterosideos cianogénicos e heterosideos
cardioativos apresentaram resultados negativos nas condic¢des propostas pela metodologia. As
reacOes de Liebermann-Burchard e Pesez evidenciaram a presenca de compostos esteroidais,
como esterois (ciclopentanoperidrofenantreno) ou triterpenos e a auséncia de resposta na reagdo
de Kedde indica ndo haver, na estrutura, o anel lacténico caracteristico dos heterosideos
cardioativos. Os testes fitoquimicos mostraram a presenca de metabdlitos esteroidais no
material vegetal.

A comparacdo dos tempos de retencdo e das curvas espectrais na regido UV-Vis dos
cromatogramas obtidos por CLAE-DAD, confirmaram a presenca de acido elagico e acido
galico nas amostras dos subprodutos. Nos cromatogramas obtidos na condigdo cromatogréafica
A, a 280 nm, o tempo de retencdo do acido galico foi de 2,936 min para o conjunto padrées
analiticos e 2,959 min no extrato (amostra) (Figura 4). Nos cromatogramas obtidos na condigéo
cromatografica B a 254 nm, o 4cido elagico padrdo apresentou tempo de retencéo de 6,071 min,
enquanto na amostra foi de 6,068 min (Figura 5). Alem do tempo de retencdo, as curvas
espectrais dos padrdes foram coincidentes com as dos analitos na amostra.

Guedes et al. (2017) identificaram altos teores de &cidos galico, vanilico e quercetina
em frutos maduros de Eugenia dysenterica. O &cido galico é uma substancia amplamente

distribuida no reino vegetal. Esse composto apresenta atividades farmacoldgicas como
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antioxidante, anti-inflamatdria e anticancerigena (Lu et al., 2016).

Figura 4 - Perfis cromatograficos em CLAE-DAD obtidos a partir da condi¢éo
cromatografica A e curvas espectrais UV-Vis. A — Conjunto de padrGes analiticos de
compostos fenolicos. B - Extrato de subprodutos dos frutos de Eugenia dysenterica.
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Legenda: Condicdes cromatograficas utilizadas — coluna C-18 (4.6x100 mm 2.7 um), fase movel constituida por
acetonitrila e solucdo aquosa de &cido acético 0,2% em gradiente (2:98-5 min; 5:95-3 min; 20:80-3 min; 25:75-3
min; 40:60-7 min; 80:20-3 min; 90:10-3 min; 5:95-3 min; 2:98-5 min), com fluxo de 1 mL/min, volume de injecéo
de 5 L, temperatura do forno da coluna de 30 °C, em comprimentos de onda de 280, 306 e 340 nm.

Figura 5 - Perfis cromatograficos em CLAE-DAD obtidos a partir da condicéo
cromatografica B e curvas espectrais UV-Vis. A — Padrdo acido elagico. B - Extrato dos
subprodutos dos frutos de Eugenia dysenterica.
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Legenda: Condicoes cromatograficas utilizadas — coluna C-18 (4.6x100 mm 2.7 um), fase movel constituida por
agua e acetonitrila (85:15), ambas acidificadas com &cido tricloroacético 0,05% (p/v), com fluxo de 1 mL/min,

volume de inje¢do de 10 pL, temperatura da coluna de 40 °C, em comprimentos de onda de 254 nm e 280 nm, por
25 minutos.
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Estudos realizados com E. pyriformi e E. brasiliensis mostram o &cido galico como
composto majoritario nos extratos de folhas e acdo antioxidante nos métodos DPPH e FRAP
(Farias et al., 2023). Myrcia hatschbachii, ocorrente no sul do Brasil, apresenta acido elagico
no extrato etanolico de suas folhas que demonstraram inibir a a-glucosidase e a lipase
pancredtica, além de apresentarem propriedades antioxidantes (Medeiros, 2019).

Eugenia dysenterica é considerada uma fonte de compostos fendlicos, incluindo
quercetina, elagitaninos, acido elagico e kaempferol (Cardoso et al., 2011; Donado-Pestana et
al., 2015) que também séo encontrados em outros géneros como Myrcia e Psidium (Abe et al.,
2012; Gongcalves et al., 2010), todos representantes da familia Mytaceae. O acido elagico tem
sido associado a efeitos benéficos, como atividade anticancerigena, anti-inflamatoria,
antimicrobiana e cardioprotetora (Abe et al., 2010; Campelo, 2018).

As urolitinas sdo metabdlitos derivados dos elagitaninos e do acido elagico, produzidos
pela microbiota intestinal a partir do consumo de alimentos ricos nesses compostos fendlicos.
Essas substancias apresentam interesse, devido as suas propriedades bioldgicas, incluindo
efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e anticancerigenos. A conversdo de elagitaninos em
urolitinas varia entre os individuos, dependendo da composi¢do da microbiota intestinal (Selma
et al., 2014). O uso desse bioinsumo na nutricdo animal, pode promover beneficios a satde dos
animais ao modular processos inflamatorios e oxidativos (Selma et al., 2014).

Os resultados obtidos para a composicdo centesimal e analises alimentares estdo

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Composicao centesimal (g/100g), analise sensorial, valor cal6rico (Kcal/100g) e
composicao em minerais de subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica.

Andlise

Resultado

Lipidios
Fibra alimentar total
Carboidratos totais
Umidade e volateis
Residuo Mineral Fixo (cinzas)
Valor energético
Aspecto
Odor
Consisténcia
Cor
Textura
Acucares redutores em glicose
AcuUcares totais
AcUcares nao redutores emsacarose

Solidos soluveis
Gorduras saturadas
Gorduras monoinsaturadas
Gorduras poli-insaturadas
Gorduras trans
Omega 3
Omega 6
Fibra bruta

<0,79 ¢/100g
46,75 g/100g
34,10 ¢/100g
7,29 ¢/100g
2,2 9/100g
189 kcal/100g
Caracteristico
Caracteristico
Caracteristica
Caracteristica
Caracteristica
6,06 g/100g
10,93 ¢/100g
4,87 ¢/100g
18,12 °Brix
<0,20 ¢/100g
<0,19 ¢/100g
<0,26 ¢/100g

Néo detectado g/100g

<0,05 g¢/100g
<0,21 ¢/100g
14,72 g/100g

N&o ha na literatura trabalhos de avaliacdo centesimal dos subprodutos de frutos de
Eugenia dysenterica. Porém, os trabalhos realizados com os frutos nos permitem uma
comparacao e discussao dos resultados encontrados para os subprodutos. Para o teor de lipidios,
o valor ficou abaixo de 0,79 g/100g. Em trabalhos realizados por Silva et al. (2008) e Roesler
et al. (2007), na polpa de Eugenia dysenterica, o teor de lipidios foi de 0,44 g/100g. Em estudo
realizado por Cardoso (2011) esse valor foi de 0,57 g/100g e em Santana (2019) de 0,30 g/100g,
reforgando a evidéncia que o teor de lipidios se concentra abaixo do limite de quantificagdo do
método utilizado. Para a geleia de Eugenia dysenterica, o valor foi de 0,53 g/100g (SANTOS
etal., 2012).

Os valores de fibra alimentar e carboidratos ficaram acima dos valores encontrados na
literatura (46,75; 34,10 g/100g). Cardoso (2011) e Santos et al. (2012) encontraram 1,04; 1,51
0/100g e 3,08; 5,54 ¢g/100g para valores de fibra alimentar e carboidratos respectivamente.

Fibras alimentares sdo constituidas pela fracdo insoluvel que contém celulose, algumas
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hemiceluloses e a lignina (Pourchet-Campos, 1988). Por ser constituido majoritariamente por
sementes, 0 residuo possui alto valor de fibras alimentares e amido, além da presenca de
acucares, o que justifica os altos valores encontrados para o0s subprodutos.

Enquanto o valor energético possui uma média de 25 kcal/100g na literatura (Silva et
al., 2008; Cardoso, 2011), o residuo apresentou um teor de 189 kcal/100g que pode ser
explicado pelos elevados teores de carboidratos e fibras alimentares. Os padrdes referentes ao
aspecto, odor, consisténcia, cor e textura foram definidos como caracteristicos. J& gorduras
saturadas, gorduras monoinsaturadas, gorduras poli-insaturadas, 6mega 3 e 6mega 6 ficaram
abaixo do limite de quantificacdo e gorduras trans ndo foram detectadas.

O consumo adequado de vitaminas e minerais é importante para a manutengdo das
diversas funcGes metabolicas do organismo (Martini et al., 2010). Assim, a falta de ingestdo
desses micronutrientes pode levar a estados de caréncia nutricional, sendo conhecidas diversas
manifestacdes patoldgicas por ela produzida.

A Tabela 5 apresenta os valores de composicdo em minerais e Vitamina E em

subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica.

Tabela 5 — Composicdo em minerais e Vitamina E de subprodutos de frutos de Eugenia
dysenterica.

Analise Resultado Recomendacéo
diariat
Célcio 42,84 mg/100g 1000 mg
Fosforo total 0,38 % 700 mg
Manganés 0,340 mg/100g 2,3 mg
Potéassio 792,030 mg/100g -
Sédio 47,140 mg/100g -
Magnésio 79,30 mg/100g 260 mg
Zinco 2,160 mg/100g 7 mg
Ferro 2,140 mg/100g 14mg
Cobre 0,550 mg/100g 900 ug
Vitamina E 41,54 mg/kg 10 mg

tAgéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2005)

Os subprodutos dos frutos de Eugenia dysenterica apresentam um perfil nutricional
significativo, destacando-se como uma fonte promissora de minerais e vitamina E. O potassio
(792,03 mg/100 g) possui uma concentracdo elevada, diretamente associado a sadde do sistema
cardiovascular (McDonough et al., 2017), enquanto o fésforo (0,38%, ou 380 mg/100 @)
corresponde a 54% da recomendacdo diaria, evidenciando seu potencial no fortalecimento
0sseo e funcdes celulares (Jeong et al., 2019). O magnésio (79,3 mg/100 g) atende a cerca de

30,5% da necessidade diéria, relacionados a funcdo muscular e 6ssea do organismo (Liguori et
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al., 2024)

Os teores de zinco (2,16 mg/100 g), cobre (0,55 mg/100 g) e ferro (2,14 mg/100 Q)
fornecem 30,8%, 61%, e 15,3% das recomendacdes diarias, respectivamente, sendo relevantes
para a imunidade, metabolismo e prevencao de anemia (Lu et al., 2021). A vitamina E (41,54
mg/100 g) é antioxidante, possuindo valores acima dos recomendados para ingestao diéria, o
que ressalta o potencial antioxidante do subproduto (Green, 1969).

A presenca de célcio (42,84 mg/100 g) e manganés (0,34 mg/100 g) nos subprodutos,
embora em quantidades abaixo das recomendac6es diarias, sugerem que sua inclusao em dietas
equilibradas pode suplementar a ingestdo diaria de forma sustentavel. Em relacdo a toxicidade
de sementes de E. dysenterica, 0 extrato aquoso da semente mostrou-se toxico para Artemia
salina com concentragdes de LD50 de 57,0 mg.ml-! (Fonseca et al., 2013) e em concentragdes
de até 0,3 mg.ml?, ndo diminuiu a viabilidade celular em fibroblastos de ratos.

Os rendimentos dos 6leos essenciais extraidos dos frutos inteiros, dos subprodutos dos
frutos, das folhas frescas e das folhas dessecadas de Eugenia dysenterica foram,
respectivamente 0,00870; 0,00306, 0,17162 e 0,42969%. Os constituintes volateis listados em
ordem de eluicdo e seus percentuais sdo apresentados na Tabela 6.

Os constituintes majoritarios em todas as amostras de Eugenia dysenterica foram os
sesquiterpenos hidrocarbonetos B-Selinene e a-Selinene, e 0s monoterpenos hidrocarbonetos
Myrcene e B-Pinene (Figura 6).

Figura 6: Estrutura quimica dos constituintes majoritarios encontrados no éleo essencial de
subprodutos de frutos e folhas de Eugenia dysenterica.

B-selinene a-selinene

Myrcene [-Pinene

Fonte: ChemSpider.
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Duarte (2008), utilizando frutos de Eugenia dysenterica em diferentes estagios de
maturacdo (verdes, semi-maduros e maduros) evidenciou a presenca de 37 compostos. -
Selinene s estava presente na amostra de frutos maduros. Ja B-Pinene estava presente nas
amostras de frutos verdes e semi-maduros. a-Selinene e Myrcene ndo foram encontrados entre
0s compostos descritos por Duarte (2008). Os compostos B-Selinene, a-Selinene, Myrcene e f3-

Pinene sdo terpenos amplamente estudados por suas propriedades bioldgicas.



Tabela 6: Composicao quimica e rendimento percentual dos 6leos essenciais de subprodutos de frutos e de folhas de Eugenia dysenterica.

94

Constituinte IRC (MV IRC (Fruto IRC (Folha IRC (MV. Biblioteca % (MV - % (Fruto % Folha fresca % (MV - Folha)
subproduto) inteiro) fresca) Folha) subproduto) inteiro)
B-Pinene 976,81 976,05 974 976,45 979,00 7,04* 9,94* 9,5* 10,24*
Myrcene 990,13 989,27 988 989,67 988,00 9,74* 17,58* 16,9* 18,24*
n-Decane 1000,03 - - - 1000,00 1,96 - - -
a-Phellandrene 1005,13 - 1004,47 1004,83 1002,00 0,37 - 0,12 0,16
Sylvestrene 1027,86 1027,18 1027,15 1027,48 1025,00 2,48 3,21 2,17 2,39
B-Ocimene (Z) 1035,36 1034,75 1034,61 1034,92 1032,00 1,43 1,43 0,71 0,82
B-Ocimene (E) 1045,70 1045,24 1045,05 1045,35 1044,00 0,44 043 0.2 0,26
y-Terpinene 1057,29 1056,66 1056,49 1056,77 1054,00 0,36 0,51 0,23 0,3
Terpinolene 1088,06 1087,54 1087,46 1087,65 1085,00 151 1,96 043 047
Linalool - 1098,08 1098,11 1098,27 1095,00 - 2,02 0,92 1,13
Undecane 1099,81 - - - 1100,00 314 - - -
Nonane, 5-(1-methylpropyl)- 1163,00 - - - NIST 0,42 - - -
Terpinen-4-oil 1176,15 1175,76 1175,86 1175,81 1174,00 0,70 0,82 0,25 0,32
a-Terpineol 1189,37 1188,98 1189,10 1189,03 1186,00 2,80 513 045 0,56
Ethyl octanoate - 1196,04 - - 1196,00 - 0,66 - -
n-Dodecane 1199,69 - - - 1200,00 1,74 - - -
a-Copaene - - 1376,16 1376,14 1374 - - 0,19 0,19
B-Elemene 1392,38 - - - 1389,00 0,55 - - -
Ethyl decanoate - 1394,92 - - 1395,00 - 1,10 - -
Caryophyllene (E) 1420,16 1419,64 1419,84 1419,86 1417,00 385 1,99 4,89 5,75
a-Humulene 1454,39 1453,78 1453,88 1454 1452,00 448 2,78 5,62 5,75
Aristolochene<4,5-di-epi-> - - - 1469,75 1473 - - - 0,25
f3-Chamigrene 1476,52 1475,73 1475,86 1475,90 1476,00 1,23 1,00 0,99 1,04
B -Selinene 1488,83 1486,96 1487,69 1487,96 1489,00 11,03* 17,32* 23,89* 23,04*
a-Selinene 1497,86 1495,82 1496,65 1496,87 1498,00 9,77* 14,28* 20,22* 19,19*
a-Muurolene - - - 1500,77 1500 - - - 0,13
NAO IDENTIFICADO - - 1503,86 1503,86 - - - 0,13 011
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NAO IDENTIFICADO - - - 1507,72 - - - - 01
y-Cadinene - - 1514,29 1514,31 1513 - - 0,1 0,1
Selinene <7-epi-a-> - - 1518,04 1518,10 1520 - - 011 011
o-Cadinene 1524,20 1523,60 1523,73 1523,76 1522,00 0,80 0,34 0,54 0,52
ethyl (E)-hexadec-9-enoate - 1556,37 - - NIST - 0,76 - -
Caryophyllene Oxide - - 1582,70 1582,68 1583,00 - 0,76 0,13 0,13
Ethyl dodecanoate - 1593,98 - - 1594,00 - 2,15 - -
Selina-6-en-4-ol 1613,35 1612,89 - 1612,97 NIST 0,72 1,62 - 0,33
y-Eudesmol - 1631,59 - - - - 0,63 - -
B-Eudesmol - 1649,93 - - 1649,00 - 0,45 - -
Pogostol - 1654,39 - 1654,36 1651,00 - 4,86 - 0,87
Selin-11-em-4-alfa-oil 1654,74 - - - 1658,00 1,62 - - -
Ethyl tetradecanoate ) 179381 ) . 1796,00 . 0.49 - .
Néo Identificado . 1972,01 ) . B . 034 - )
Ethyl hexadecanoate ) 1993,68 . . 1992,00 . 1,08 ° .
Heptacosane - 2699,59 - - 2700,00 - 0,42 - -
% DV - Residuo % Fruto % Folha % DV - Folha
Monoterpernos Oxigenados 3,50 7,97 1,62 2,01
Monoterpernos Hidrocarbonetos 32,77 36,56 36,03 41,08
Sesquiterpenos Oxigenados 2,34 5,94 1,78 145
Sesquiterpenos Hidrocarbonetos 34,19 42,54 59,35 62.32
Outros 27,20 7 1,22 021

IRC: Indice de Retencdo Calculado; IR: indice de Retencdo (Adams, 2017); MV: Material Vegetal dessecado e pulverizado.

* Compostos majoritarios.
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Os teores de B-Pinene encontrados nos diferentes 6leos de Eugenia dysenterica
destacam seu potencial para aplica¢cdes farmacoldgicas e industriais. A maior concentragéo foi
observada na folha fresca (10,24%), seguida pela droga vegetal da folha (9,5%) e pelo fruto
(9,94%), enquanto os subprodutos do fruto apresentaram o menor teor (7,04%). Salehi et al.
(2019) relatam o uso de B-Pinene em estudos com propriedades fungicidas, aromaticas,
producdo de fragréncias, antivirais e antimicrobianas.

A folha dessecada apresentou o maior teor (18,24%) de Myrcene, seguida pelo fruto
inteiro (17,58%) e pela folha fresca (16,9%), enquanto o residuo de Eugenia dysenterica teve o
menor teor (9,74%). Folhas dessecadas contém maior quantidade de 6leos volateis, enquanto
nos subprodutos do fruto, apesar de apresentarem concentragdes menores, ainda podem ser
considerados fontes viaveis para a extracdo desse composto. O Myrcene, com suas propriedades
antitumorais (Pincigher et al., 2023) e anti-inflamatérias (Rufino et al., 2015), tem grande
potencial para aplicagdes terapéuticas, e a variagdo nos teores entre as diferentes partes da planta
reforca a importancia de otimizar a escolha da matéria-prima na producéo de 6leos essenciais.

Os teores de B-Selinene e a-Selinene revelam padrdes semelhantes de distribui¢do, com
as maiores concentracdes encontradas nas folhas frescas e na droga vegetal da folha de Eugenia.
dysenterica. Para B-Selinene, as folhas frescas apresentaram o maior teor (23,89%), seguidas
pela folha dessecada (23,04%), enquanto o fruto inteiro e o subproduto apresentaram
concentragdes menores (17,32% e 11,03%, respectivamente). Em a-Selinene, a maior
concentracdo também foi observada nas folhas frescas (20,22%), seguidas pela folha dessecada
(19,19%), com o fruto inteiro e o subproduto apresentando valores de 14,28% e 9,77%,
respectivamente. Apesar de ter concentragcdes menores, o fruto se mostra uma fonte relevante
de terpenos. B-Selinene e a-Selinene possuem ag¢do antiflngica e antimicrobiana (Ding et al.,
2017; Miyazawa et al., 1997; Aulia et al., 2022).

Estudos indicam variagdes nos compostos volateis dependendo da parte da planta e do
método de processamento (Chen et al., 2020). A composicdo dos 6leos essenciais de Eugenia
dysenterica pode variar significativamente entre folhas e frutos, influenciada por fatores
genéticos e ambientais (Duarte et al., 2010).

Além disso, a utilizacdo de subprodutos para extragdo de Oleos essenciais reforca
praticas sustentaveis e agrega valor a subprodutos, alinhando-se as abordagens que exploram o
reaproveitamento de subprodutos organicos para a producao de 6leos essenciais (Duarte et al.,
2010).
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CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciam o potencial dos subprodutos dos frutos de
Eugenia dysenterica para diferentes aplicacdes. A secagem e o processamento dos subprodutos
resultaram em um material seco com compostos bioativos, incluindo compostos fendlicos como
taninos, e heterosideos antraquinénicos, que tém sido associados a diversas propriedades, como
antimicrobianas e antioxidantes. Os padrdes fisico-quimicos do material vegetal apontam
conformidade com a Farmacopeia Brasileira.

Além disso, o &cido galico e o 4&cido elagico, identificados por CLAE-DAD,
corroboram com estudos anteriores que destacam suas atividades antioxidantes e anti-
inflamatdrias, com ampla utilizacédo na literatura.

Os subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica tém qualidade para aplicacdes
diversas, como em extratos fitoquimicos. A andlise alimentar detectou fibra bruta e
carboidratos, além de minerais essenciais ao bom funcionamento do organismo, sugerindo que
a droga vegetal fornece nutrientes essenciais ao organismo e podem ajudar na prevencdo e
tratamento de doencas, apresentando caracteristicas para um produto nutracéutico. p-Selinene,
a-Selinene, Myrcene e B-Pinene sdo 0s compostos majoritarios do 6leo essencial proveniente
dos frutos, folhas e subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica.

As anélises fornecem subsidios para avancarmos na pesquisa dos constituintes quimicos
encontrados em subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica, e possiveis aplicacdes tanto na
industria alimenticia e farmacéutica ou cosmética. O desenvolvimento de extratos padronizados
com subproduto de frutos de Eugenia dysenterica dependem desses padrdes de qualidade, que
ja foram atestados no decorrer desta etapa.
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Capitulo 3 - Obtencdo e caracteriza¢do dos extratos liquido e liofilizado de
subprodutos dos frutos de Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae)

INTRODUCAO

Eugenia dysentetica DC., popularmente conhecida como cagaita é uma espécie frutifera
nativa do Cerrado brasileiro pertencente a familia Myrtaceae. Com ampla distribui¢éo no Brasil,
essa especie € encontrada principalmente nos estados do Centro-Oeste e parte do Nordeste do
pais. Sua ocorréncia natural abrange desde o norte de Minas Gerais até o Piaui, estendendo-se
também para o Maranhdo, Tocantins, Bahia e Goiés. Essa fruta, de sabor acido e aroma
caracteristico, € conhecida por sua importancia na culinaria regional e no uso tradicional na
medicina popular, além de apresentar potencial para a industria farmacéutica devido as suas
propriedades bioativas (Silva et al., 2015).

Em sua composi¢do podemos encontrar compostos fendlicos, vitamina C, polifendis,
terpenos, flavonoides (catequina, quercetina, epicatequina), acido elagico, taninos (elagitaninos
e proantocianidinas), folatos e carotenoides (Baildo et al., 2015; Silva et al.,2018). Na culinéria,
¢ utilizada para a fabricac¢ao de bebidas fermentadas, sucos, doces e geleias (Santos et al., 2012;
Oliveira et al., 2011).

Estudos apontam agéo antibacteriana, tripanocida, anticolinerastica, antidiarréico, anti-
helmintico, antileucémico, antimicrobiano e antioxidante (Santos et al., 2018; Gasca et al.,
2017; Galheigo et al., 2015; Gaspar et al., 2010; Vitek, et al., 2017; Alves et al., 2017;
Sperandio et al., 2015). Outros efeitos como hipoglicemiante, neuroprotetor e gastroprotetor
também estdo associados aos extratos de folhas e frutos de Eugenia dysenterica. (Balisteiro, et
al., 2017; Thomaz et al, 2018; Prado et al., 2014). Todo este potencial esta associado a producéo
de metabdlitos secundarios em resposta aos estimulos internos ou externos no vegetal, como
por exemplo, fatores sazonais que influenciam na composicao de 6leos essenciais de folhas e
frutos de Eugenia dysenterica (Duarte et al., 2009).

Para viablizar a utilizacdo desses metabdlitos é necessario realizar técnicas extrativas
que garantam a presenca dos bioativos no extrato final. Técnicas extrativas como infusdo,
maceracao e decocgdo sdo amplamente utilizadas na cultura popular, porém, ndo levam em
consideracdo a quantificagdo de compostos bioativos presentes naquela preparagdo (Pedroso,
etal., 2021).

A extracdo assistida por ultrassom (EAU) é uma das técnicas utilizadas para otimizar a

extracao de compostos bioativos de vegetais. Nela, ondas mecénicas sdo propagadas em ciclos
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de compressdo e rarefagdo, promovem o fendmeno chamado de cavitagcdo. Esse fenébmeno
acarreta um aumento pontual da temperatura e da pressdo no meio por onde as ondas se
propagam, bem como a formacdo de microjatos. Os microjatos promovem a ruptura das
particulas sélidas presentes no meio, otimizando o processo de extracdo (Krug & Rocha, 2016).

Varidveis como tempo de extracdo, tipo de solvente e quantidade de material vegetal
sdo fatores que influenciam na técnica de EAU (Costa et al., 2020). Por esse motivo, a utilizacdo
de ferramentas de otimizacdo podem melhorar as condi¢Ges gerais de extracdo, proporcionando
maior eficiéncia, além desta técnica ser considerada mais sustentavel.

O planejamento fatorial Box-Benken associado a metodologia de superficie de resposta
(MSR) séo importantes ferramentas empregadas na otimizacdo de processos de extracdo
assistida por ultrasom. Essa abordagem permite evidenciar de forma eficiente diversas variaveis
experimentais, como tempo, temperatura e solvente, visando maximizar o rendimento e a
qualidade dos extratos obtidos. Estudos realizados por Costa et al. (2020) e Gasparoti (2022)
demonstram a eficacia da associacdo desses dois métodos na otimizacao de extratos vegetais.

O presente estudo teve como objetivo obter os extratos liquido e liofilizado,
padronizados em compostos fenolicos, dos subprodutos dos frutos de Eugenia dysenterica DC
utilizando como método extrativo a EAU. Para tanto, as condi¢coes da EAU foram otimizadas,

utilizando o planejamento fatorial Box-Benken associado a MSR.

MATERIAL E METODOS

Coleta e processamento

Os frutos de Eugenia dysenterica foram coletados no municipio de Rianapolis, Goias
(15°29°18”S 49°27°57” W), pertencente a regido do Vale de S&o Patricio, em areas com
vegetacdo tipica dos Cerrados, nos meses de outubro a dezembro de 2021 e setembro a outubro
de 2023. O material estudado foi identificado e registrado no Herbario da Universidade Estadual
de Goias — Campus Henrique Santillo com o numero de tombo: 15.137.

Apos a coleta, os frutos foram selecionados de acordo com a cor, maturagéo, textura e
auséncia de injdrias, e lavados em agua corrente. Em seguida, os frutos foram despolpados em
despolpadeira industrial (Despolpadeira Bonina — LAPDIBIO) para separar a polpa da casca e
da semente. Os subprodutos (casca e sementes) foram submetidos a secagem em estufa com
circulacdo forcada de ar (MARCONI, modelo MA035/5) a 40 °C até atingir umidade entre 8 e
14%, conforme especificacdo da Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2024). Apo6s a secagem, 0

material seco foi pulverizado em moinho de facas e armazenado em saco plastico vedado, ao
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abrigo da luz.

Otimizacao da extracgdo assistida por ultrassom

Para otimizacdo da extracdo assistida por ultrassom (EAU) de compostos fendlicos
totais, os fatores graduacéo etandlica (% p/p) do liquido extrator, tempo (min) de extracdo e
proporcédo droga:solvente (PDS - g/mL) foram investigados em duas baterias de experimentos,
com o auxilio de um modelo Box-Behnken e da Metodologia de Superficie de Resposta (MSR).
Para tanto, foram gerados 15 experimentos aleatdrios para cada bateria com o auxilio do
software Statistica®, versdo 12.0. Os parametros da primeira sequéncia de experimentos estdo

demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Variaveis independentes e seus niveis, avaliados por Metodologia de Superficie de Resposta (MRS)
em um modelo Box- Behnken, para a otimizacdo da extracdo assistida por ultrassom de fendis totais nos
subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica — modelo 1.

Tempo de extracao

Concentragéo EtOH (%, Proporcéo Droga:

VIV) (minutos) Solvente (g/ml)
20 10 0,01
40 20 0,1
60 30 0,19

A segunda bateria foi realizada com base nos resultados da primeira sequéncia de
experimentos da EAU. Os tempos de extracdo foram alterados para 20, 40 e 60 (minutos)
mantendo-se a concentracdo hidroetandlica (ETOH % v/v) e a PDS da primeira sequéncia de
experimentos (Tabela 2).

Tabela 2 — Variaveis independentes e seus niveis, avaliados por Metodologia de Superficie de Resposta (MRS)

em um modelo Box- Behnken para a otimizacdo da extracdo assistida por ultrassom de fendis totais nos
subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica — modelo 2.

Tempo de extragdo

Concentracéo EtOH (%, Proporcéo Droga

vIv) (minutos) Solvente (g/ml)
20 20 0,01
40 40 0,1
60 60 0,19

A variavel resposta, concentracdo de compostos fenolicos totais (mg/mL), foi determinada
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conforme descrito no item a seguir.
Todas as analises estatisticas e superficies de respostas foram geradas com o software
Statistica® 12.0 (STATSOFT, 2010). A equacdo quadratica do modelo polinomial (Equacéao 1)

foi utilizada na analise de regresséo linear multipla.

Y=Bo+B1X1+B2X2+B3X3+B11X1?+B22X 2%+ B33X3?+B12X1X2+B13X1X3+B23X2X3  (Eq.1)

Em que:

Y - Resposta predita;

Bo - constante de modelo;

X1, X2 e X3 - varidveis independentes;

B1, B2 e Bs - coeficientes lineares;

B12, B13s € B2z - coeficientes de interacdo entre as variaveis independentes;

B11, B22 e B3z — coeficientes quadraticos.

Para a obtencdo dos coeficientes foi utilizado o teste F e valores de p < 0,05 foram
considerados significativos. A andlise dos dados foi realizada por meio de analise de regresséo,
analise de variancia (ANOVA) e plotagem da superficie de resposta. As condi¢6es consideradas
6timas foram conduzidas experimentalmente, em triplicata, a fim de validar se os resultados

das concentracOes de fenois totais correspondem aos valores previstos pelo modelo.

Doseamento de Fendis Totais

A determinacdo da concentracdo de fendis totais em todas as amostras foi realizada
utilizando o método de Hagerman & Butler (1978) adaptado por Mole & Waterman (Mole &
Waterman, 1987). Resumidamente, para a curva de calibracdo a solugéo padréo da reacgéo foi
preparada com 100 mg de &cido tanico para 100 mL de &gua destilada, e a curva de calibracao
foi construida seguindo as respectivas dilui¢bes: 0,050; 0,075; 0,100; 0,125; 0,150 mg/mL.
Nesta analise, foram utilizados os extratos produzidos a partir dos 15 experimentos realizados
conforme o planejamento fatorial Box-Behnken para cada um dos modelos. Além disso,
também foram utilizados os extratos obtidos a partir das condi¢des otimizadas nos modelos 1 e
2. Para tanto, 1 mL de cada preparo (amostras e solugdes de acido tanico) foi adicionado em
tubos contendo 2 mL de solugéo de Lauril Sulfato de Sddio/ Trietanolamina e 1 mL de solucéo
de Cloreto Férrico (FeCL3z 0,162%). A leitura das absorvancias foram realizadas apds 15 min
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em espectrofotdmetro a 510 nm. O branco foi composto por 1mL de &gua destilada, 2 ml de
laurilsulfato de sédio/trietanolamina e 1 ml da solugdo de cloreto férrico.

Para calcular a porcentagem de fendis totais presentes nas amostras analisadas utilizou-
se as Equacdes 2 e 3:

_ Absorbancia — A

B

(Equacéo 2)
Em que:
C = concentracdo de acido tanico em mg/ml
A = coeficiente linear da equacéo da reta
B = coeficiente angular da equacéao da reta

FT = C x FM
(Equacdo 3)

Em que:

FT = Fendis Totais (mg/mL)

C = concentracéo de acido tanico em mg/mL

FM = fatores de diluicdo das amostras e dos materiais vegetais, para expressar a concentracao

de fendis totais no material vegetal

Anédlises em Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia, com Detector de Arranjo de
Diodos (CLAE-DAD)

Anélises em Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia, com Detector de Arranjo de
Diodos (CLAE-DAD) foram realizadas utilizando coluna C18 (4.6x100 mm 2.7 pum) para
identificar a ocorréncia de acido galico e acido elagico nos extratos de subprodutos dos frutos
de Eugenia dysenterica, obtidos nas condigdes otimizadas. Duas condi¢des cromatogréaficas
foram utilizadas: A) fase movel constituida por acetonitrila e solugdo aquosa de acido acético
0,2% em gradiente (2:98-5 min; 5:95-3 min; 20:80-3 min; 25:75-3 min; 40:60-7 min; 80:20-3
min; 90:10-3 min; 5:95-3 min; 2:98-5 min), com fluxo de 1 mL/min, volume de injecdo de 5
uL, temperatura do forno da coluna de 30 °C, em comprimentos de onda de 280, 306 e 340 nm
(Trauntemuller et al., 2023). B) fase movel constituida por agua e acetonitrila (85:15), ambas
acidificadas com &cido tricloroacético 0,05% (p/v), com fluxo de 1 mL/min, volume de injecéo

de 10 pL, temperatura da coluna de 40 °C, em comprimentos de onda de 254 nm e 280 nm, por
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25 minutos (Assuncdo, 2016). Os padrdes analiticos (Sigma Aldrich) empregados nesta analise
foram: rutina 0,2% (p/v), acido caféico 0,2% (p/v), catequina 0,2% (p/v), epicatequina 0,2%
(p/v), resveratrol 0,2% (p/v), quercetina 0,2% (p/v), &cido galico 0,2% (p/v), &cido elagico 0,2%
(p/v) apigenina 0,2% (p/v) e kaempferol 0,08 % (p/v).

Os extratos foram homogeneizados e filtrados em papel filtro qualitativo e em filtro
PTFE 0,45 um.

Obtencédo dos extratos liquido e liofilizado

O extrato liquido concentrado (ELQ) dos subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica
foi produzido conforme condicdes Otimas obtidas na otimizacdo da extracdo assistida por
ultrassom. Para isso, utilizou-se 1,3 kg de material vegetal, 6,84 L de EtOH (46%, v/v) por 39
min em temperatura de 59 °C em banho de ultrassom (Ultronique mod. Q5.9/40A, frequéncia
40kHz e poténcia 200W). O extrato foi filtrado e concentrado em rotaevaporador (lka 10
temperatura 40 °C, rotacdo de 25 rpm e pressdo de 70 mBar), até a obtencdo de cerca de 3,7 L
de ELQ. O ELQ foi homogeneizado e armazenado em frasco plastico a - 20°C. Uma parte do
ELQ foi liofilizada (LIOBRAS K108) no Laboratério de Bioensaios da Universidade Estadual
de Goias para obtencdo do extrato liofilizado (ELF) e reservado para posteriores ensaios.

O ELQ foi caracterizado quanto aos seguintes parametros: pH; densidade relativa; teor
de etanol e teor de solidos totais seguindo os parametros da Farmacopeia Brasileira (Brasil,
2024).

Os ELQ e ELF também foram submetidos a analises em Cromatografia a Liquido de
Alta Eficiéncia, com Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) para investigacdo de
presenca de acido galico e &cido elagico e doseamento de fendis totais conforme métodos

citados anteriormente.
RESULTADOS E DISCUSSAO
A partir dos 15 experimentos executados conforme o planejamento fatorial Box-

Behnken, obteve-se os resultados referentes as concentracdes de fenois totais demonstrados na
Tabela 3.
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Tabela 3 — 1° planejamento experimental Box Behnken e teor de fendis totais, expressos
como acido tanico (mg/mL), para EAU dos subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica.

Amostra  Concentragéo EtOH Tempo Proporcéo Droga- Concentracéo de
(%) (minutos) Solvente (g/mL) Fendis totais (mg/ml)
8 30,00000 40,00000 0,190000 0,024
9 20,00000 20,00000 0,010000 0,023
11 20,00000 20,00000 0,190000 0,020
5 10,00000 40,00000 0,010000 0,025
7 10,00000 40,00000 0,190000 0,022
10 20,00000 60,00000 0,010000 0,023
1 10,00000 20,00000 0,100000 0,021
3 10,00000 60,00000 0,100000 0,018
12 20,00000 60,00000 0,190000 0,020
6 30,00000 40,00000 0,010000 0,028
13 20,00000 40,00000 0,100000 0,025
2 30,00000 20,00000 0,100000 0,021
15 20,00000 40,00000 0,100000 0,024
14 20,00000 40,00000 0,100000 0,024
4 30,00000 60,00000 0,100000 0,020

Para 0 modelo 1 o coeficiente de determinacdo R2 foi de 0,97575 e o R? ajustado de

0,93211. O modelo foi significativo (p = 0, 0000002), ndo demonstrando falta de ajuste (p =

0,262976).

Os resultados da ANOVA para os dados do modelo 1 estdo demonstrados na Tabela

4. Observou-se um efeito linear positivo e significativo do tempo (1L) e da PDS (3L)

sugerindo que tempos e PDS maiores elevam a varidvel dependente (concentracdo de

compostos fendlicos totais, expressos como acido tanico) no modelo 1. A ocorréncia de efeito

quadrético significativo para a variavel graduacéo alcodlica (2Q), sugere que 0s niveis 6timos

dessa variavel se encontram entre os valores médios empregados nos experimentos. A

auséncia de efeito significativo dos niveis de graduacgdo alcodlica (2L) empregados nos

experimentos sobre a variavel dependente sugere pouca influéncia desse fator na extracéo.
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Tabela 4 — Andlise de variancia (ANOVA) para a primeira bateria de experimentos do
modelo de regressdo quadratica polinomial para a extracao assistida por ultrassom de fendis
totais expressos em &cido tanico, nos subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica

Soma dos Média dos
Fator GL F p

Quadrados Quadrados
(1) Tempo (min)(L) 0,000009 1 0,000009 37,0190 0,025966*
Tempo (min)(Q) 0,000001 1 0,000001 4,9272 0,156625
(2) Graduagdo alcodlica (%) (L) 0,000002 1 0,000002 9,3906 0,092026
Graduacdo alcodlica (%) (Q) 0,000059 1 0,000059 255,1187 0,003897*
(3) PDS (mg/mL) (L) 0,000022 1 0,000022 96,0990 0,010246*
PDS (mg/mL) (Q) 0,000003 1 0,000003 15,0769 0,060382
1L by 2L 0,000002 1 0,000002 7,7896 0,107978
1L by 3L 0,000001 1 0,000001 3,7011 0,194278
2L by 3L 0,000000 1 0,000000 0,0020 0,968275
Falta de ajuste 0,000002 3 0,000001 2,9552 0,262976

Erro Puro 0,000000 2 0,000000
Soma total dos quadrados 0,000103 14

Legenda: 1: Tempo (minutos); 2: EtOH (%); 3: PDS (mg/ml); L- linear; Q- quadratico; PDS — Proporcao
Droga/Solvente

Os graficos de superficie de resposta (Figura 1) apresentam os efeitos das variaveis
independentes sobre os teores de fendis totais, expressos como acido tanico, da primeira bateria
de experimentos.

A partir da Equacdo 4, obteve-se os gréaficos de superficie de resposta, representados na
Figura 1.

Equacao 4:

FT = 0,00990426689 + 0,000242492294 A + 0,00070591288 B - 0,0319487319 C -
0,00000554736679 A” - 0,00000997927833 B? + 0,11980064 C* + 0,00000335070081
AxB -0,000513247612 AxC - 0,00000598778607 BxC (Equacdo 4)
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Figura 1 - Gréficos de superficie de resposta mostrando os efeitos de interacdo de (A) PDS
(9/mL) e EtOH (%), (B) EtOH e Tempo (min) e (C) PDS (g/mL) e Tempo (min) na extracao
de fenais totais nos subprodutos de frutos de E. dysenterica (Modelo 1)

Legenda: FT — Concentragdo de Fendis Totais; PDS — Proporcdo Droga/Solvente

A Figura 1A que apresenta os fatores EtOH (%) e PDS (mg/mL) em funcdo do teor de
compostos fendlicos expressos em acido tanico (%), demonstra que 0 maximo de extracao de
compostos fenolicos foi obtido entre as graduagdes etandlicas de 25 e 50% (v/v) e PDS nas
menores concentra¢fes (0,01g/mL). A Figura 1B aponta a obtencdo de maiores teores de
compostos fenodlicos com tempo acima de 25 minutos e EtOH entre 30 e 45%. A Figura 1C nédo
nos permite evidenciar os melhores valores na relacdo PDS (g/mL) x Tempo (min). De acordo
com a analise dos dados da superficie de resposta e a funcdo geral de otimizagéo, as condic¢des
da EAU para a otimizagdo das respostas foram determinadas. Portanto, 0 modelo 1 sugeriu 0s
seguintes parametros de extracdo ideais: PDS de 0,01g/mL; Tempo de 40 min e EtOH de 30%.



A capacidade preditiva do modelo é demonstrada na Figura 2.
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Figura 2 — Valores preditos pelo modelo e valores observados para a primeira bateria de
experimentos

0,030

0,028

0,026

0,024

0,022

Valores Preditos

0,020

0,018

0,016

0,016 0,018 0,020 0,022 0,024 0,026 0,028 0,030
Valores Observados

No entanto, para confirmar esses achados optou-se pela realizagdo de uma nova bateria

de experimentos ampliando os niveis do fator tempo. Um segundo modelo foi realizado para

maior investigacdo dos resultados obtidos na primeira bateria de experimentos, ajustando 0s

parametros de acordo com os resultados do primeiro modelo (Tabela 5).

Tabela 5 — 2° planejamento experimental Box Behnken e teor de fendis totais, expressos
como acido tanico (mg/mL), para EAU dos subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica.

Amostra Concentracdo EtOH Tempo PDS (a/mL Concentragao de fenois
(%0) (minutos) (g/mL) totais (mg/ml)
7 20,00000 60,00000 0,100000 0,017
14 40,00000 40,00000 0,100000 0,024
4 60,00000 40,00000 0,190000 0,025
8 60,00000 60,00000 0,100000 0,021
15 40,00000 40,00000 0,100000 0,025
11 40,00000 60,00000 0,010000 0,023
6 60,00000 20,00000 0,100000 0,020
13 40,00000 40,00000 0,100000 0,026
5 20,00000 20,00000 0,100000 0,021
2 60,00000 40,00000 0,010000 0,024
3 20,00000 40,00000 0,190000 0,026
9 40,00000 20,00000 0,010000 0,020
10 40,00000 20,00000 0,190000 0,022
12 40,00000 60,00000 0,190000 0,021
1 20,00000 40,00000 0,010000 0,026
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O modelo 2 também foi significativo (p = 0,0000007), ndo demonstrando falta de
ajuste (p = 0,263143), o coeficiente de determinacdo R? foi de 0,92478 e o R? ajustado de
0,78939.

Para 0 modelo 2 (Tabela 6), a ANOVA mostrou um efeito quadréatico significativo
para a variavel concentragdo etanolica (2Q), sugerindo que os niveis 6timos dessa variavel se
encontram entre os valores médios empregados nos experimentos do modelo 2. Apenas EtOH
apresentou efeito quadratico significativo na concentracdo de fendis totais, sugerindo que a
relacdo entre a concentracao de etanol e a concentracao de fendis totais ndo segue um padrao
linear. Os fatores tempo de extracdo e PDS ndo mostraram efeitos significativos sobre as

concentracdes de fendis totais nesse conjunto de variaveis e niveis.

Tabela 6 — Andlise de variancia (ANOVA) para a segunda bateria de experimentos do
modelo de regressao quadratica polinomial para a extracdo assistida por ultrassom defenois
totais expressos em &cido tanico, nos subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica.

Soma dos Média dos
Fator GL F p

Quadrados Quadrados
(1) Tempo (min)(L) 0,000000 1 0,000000 0,2340 0,676346
Tempo (min)(Q) 0,000002 1 0,000002 3,7016 0,194257
(2) Graduagdo alcodlica (%) (L) 0,000000 1 0,000000 0,0706 0,815291
Graduacdo alcodlica (%) (Q) 0,000072 1 0,000072 106,7325 0,009240*
(3) PDS (g/mL) (L) 0,000000 1 0,000000 0,7356 0,481454
PDS (g/mL) (Q) 0,000004 1 0,000004 5,2970 0,147994
1L by 2L 0,000005 1 0,000005 8,1164 0,104288
1L by 3L 0,000001 1 0,000001 1,4051 0,357631
2L by 3L 0,000003 1 0,000003 4,7171 0,161995
Falta de ajuste 0,000006 3 0,000002 2,9528 0,263143

Erro Puro 0,000001 2 0,000001
Soma total dos quadrados 0,000097 14

Legenda: Tempo (minutos); 2: EtOH (%); 3: PDS (mg/ml); L- linear; Q- quadratico; PDS — Proporgao
Droga/Solvente

Os gréaficos de superficie de resposta (Figura 3) apresentam os efeitos das variaveis
independentes sobre os teores de fendis totais, expressos como acido tanico, da segunda bateria
de experimentos. A partir da Equacdo 5, obteve-se os graficos de superficie de resposta,

representados na Figura 3.
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Equacdo 5:

FT = 0,00916450412 - 0,0124988076 A + 0,0000133877945 B + 0,000810512252 C +

0,121246456 A% - 0,00000205246594 B? - 0,0000110212036 C* + 0,000269981533 AxB

-0,000494679461 AxC + 0,00000291998421 BxC. (Equacéo 5)

Figura 3 - Graficos de superficie de resposta mostrando os efeitos de interacdo de (A) PDS
(9/mL) e EtOH (%), (B) EtOH e Tempo (min) e (C) PDS (g/mL) e Tempo (min) na extracéo
de fendis totais nos subprodutos de frutos de E. dysenterica (Modelo 2)

A

B 14

Legenda: FT — Concentracdo de Fendis Totais; PDS — Proporcdo Droga/Solvente

A Figura 3A néo nos permite evidenciar os melhores valores na relacdo PDS (mg/mL)
x Tempo (min). A Figura 3B que apresenta os fatores EtOH (%) e Tempo (min) em funcdo do

teor de compostos fenolicos expressos em acido tanico, demonstra que 0 maximo de extracdo
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de compostos fendlicos foi obtido entre EtOH de 30 e 50% e tempo entre 30 e 50 minutos. A
Figura 3C aponta a obtencdo de maiores teores de compostos fendlicos com PDS acima dos
valores maximos (0,19 mg/mL) e EtOH entre 30 e 50%. De acordo com a anélise dos dados da
superficie de resposta e a funcao geral de otimizacao, as condi¢cdes da EAU para a otimizacéo
das respostas foram determinadas. Portanto, 0 modelo 2 sugeriu 0s seguintes parametros de
extracdo: PDS de 0,19g/mL; Tempo de 39 min e EtOH de 46%. A capacidade preditiva do

modelo é demonstrada na Figura 4.

Figura 4 — Valores preditos pelo modelo e valores observados para a primeira bateria de experimentos
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A Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) € uma abordagem experimental eficaz
para identificar as condi¢Bes 6timas em um sistema ou processo (Panja, 2018).

Os teores de compostos fendlicos previstos pelos modelos, nas condigdes étimas, foram
de 0,028015 mg/mL na primeira bateria e 0,026221 mg/mL na segunda bateria de experimentos.
Foi realizado um experimento de verificacdo no qual a extracdo foi realizada em triplicata
seguindo os valores preditos nos dois experimentos (Tabela 7).

Os valores experimentais determinados do teor de compostos fendlicos foram 0,030 +
0,0484 para 0 modelo 1 e 0,027 + 0,005 para 0 modelo 2. Esses valores correspondem a
107,09% e 102,97%, respectivamente, das concentracdes de compostos fendlicos preditas pelos

modelos 1 e 2. Assim, os dois modelos foram eficientes na extracdo de compostos fenolicos, ja
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que sdo capazes de extrair valores proximos e consistentes com os valores preditos nos modelos,
confirmando serem ambas as melhores condicGes de extracéo.

No modelo 1, com um PDS de 0,01 g/mL, uma quantidade maior de solvente seria
necessaria para extrair quantidades de compostos fendlicos semelhantes no modelo 2. Isto
representa um alto custo com solventes e gastos energéticos com a remogao destes solventes.
Por outro lado, no Modelo 2, com um PDS de 0,19 g/mL, a quantidade de solvente usada sera
menor. Esta diferenca na quantidade de solvente necessaria para a extracdo, faz com que o
Modelo 2 seja mais eficiente e vidvel para a producédo de extrato em grande escala, com menor
demanda por EtOH e consequente redugdo dos custos operacionais, razdo pela qual os
parametros deste modelo foram selecionados para a obtencdo dos bioinsumos no presente
trabalho. O modelo 1 pode ser utilizado para obter extratos em pequena escala, como na

preparacdo de amostras para analise de controle de qualidade do material vegetal.

Tabela 7 — Concentracdo de fendis totais, expressos como acido tanico (mg/mL), em
extratos de subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica.

Tempo Concentracao Valor predito
PDS .
Modelo EtOH (%0) inut (g/mL) total de fendis pelo modelo
(minutos) g (mg/mL) (mg/mL)
30,00000 40,00000 0,010000 0,030 + 0,048 0,028015
46,00000 39,00000 0,190000 0,027 = 0,005 0,026221

A comparacdo dos tempos de retencdo e das curvas espectrais na regido UV-Vis dos
cromatogramas obtidos por CLAE-DAD, confirmaram a presenca de &cido elagico e acido

galico nos extratos produzidos nas condic¢des sugeridas pelos dois modelos (Figuras 5 e 6).
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Figura 5 - Perfis cromatograficos em CLAE-DAD obtidos a partir da condi¢do A e curvas
espectrais UV-Vis. A — Conjunto de padrdes analiticos de compostos fenolicos. B - Extrato de
subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica produzido a partir do modelo 1 de otimizagéo.
C - Extrato de subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica produzido a partir do modelo 2
de otimizag&o.
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Legenda: Condicdes cromatograficas utilizadas — coluna C-18 (4.6x100 mm 2.7 um), fase moével constituida por
acetonitrila e solugdo aquosa de &cido acético 0,2% em gradiente (2:98-5 min; 5:95-3 min; 20:80-3 min; 25:75-3
min; 40:60-7 min; 80:20-3 min; 90:10-3 min; 5:95-3 min; 2:98-5 min), com fluxo de 1 mL/min, volume de injecao
de 5 uL, temperatura do forno da coluna de 30 °C, em comprimentos de onda de 280, 306 e 340 nm.

Para 0 método analitico com as condi¢Bes cromatograficas A, em 280 nm, o padréo
acido galico apresentou tempo de retencéo igual a 3,19 min. Para o extrato produzido nas
condigdes 6timas do modelo 1, o tempo de retengédo do acido galico foi de 3,126 min e para o
extrato o extrato produzido nas condi¢des 6timas do modelo 2, o tempo de retencao foi de 3,15
min.

Nas condi¢des cromatograficas B, no comprimento de onda de 254 nm, o padrdo acido
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elagico apresentou tempo de retencdo igual a 6,499 min. Para o extrato produzido nas condi¢es
6timas do modelo 1, o tempo de retencdo do &cido elagico foi de 6,493 min e para o extrato o

extrato produzido nas condi¢bes 6timas do modelo 2, o tempo de retencédo foi de 6,549 min.

Figura 6 - Perfis cromatograficos em CLAE-DAD obtidos a partir da condi¢éo B e curvas
espectrais UV-Vis. A — Padréo analitico acido elagico. B - Extrato de subprodutos de frutos
de Eugenia dysenterica produzido a partir do modelo 1 de otimizagdo. C - Extrato de
subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica produzido a partir do modelo 2 de otimizagéo.
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Legenda: Condicoes cromatograficas utilizadas — coluna C-18 (4.6x100 mm 2.7 um), fase movel constituida por
agua e acetonitrila (85:15), ambas acidificadas com &cido tricloroacético 0,05% (p/v), com fluxo de 1 mL/min,
volume de inje¢do de 10 puL, temperatura da coluna de 40 °C, em comprimentos de onda de 254 nm e 280 nm, por
25 minutos.

Para elucidar a presenca dos compostos fendlicos, a analise foi realizada ainda no

extrato liquido concentrado e no extrato liofilizado, comprovando assim, a presenca dos

compostos fenolicos nos dois extratos finais (Figuras 7 e 8).
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Figura 7 - Perfis cromatograficos em CLAE-DAD obtidos a partir da condi¢do A e curvas
espectrais UV-Vis. A — Conjunto de padrées analiticos de compostos fendlicos. B — Extrato
liquido concentrado de subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica produzido a partir do
modelo 2 de otimizacdo. C - Extrato liofilizado de subprodutos de frutos de Eugenia
dysenterica produzido a partir do extrato liquido concentrado.
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Legenda: Condicdes cromatograficas utilizadas — coluna C-18 (4.6x100 mm 2.7 um), fase moével constituida por
acetonitrila e solugdo aquosa de &cido acético 0,2% em gradiente (2:98-5 min; 5:95-3 min; 20:80-3 min; 25:75-3
min; 40:60-7 min; 80:20-3 min; 90:10-3 min; 5:95-3 min; 2:98-5 min), com fluxo de 1 mL/min, volume de injecao
de 5 uL, temperatura do forno da coluna de 30 °C, em comprimentos de onda de 280, 306 e 340 nm.

Nas condi¢des cromatogréficas A, em 280 nm, o padrédo &cido galico apresentou tempo
de retencdo igual a 3,19 min. Para o extrato liquido concentrado produzido nas condi¢bes 6timas

do modelo 2, o tempo de retencdo do &cido galico foi de 3,124 min e para 0 extrato o extrato
liofilizado, o tempo de retencéo foi de 3,143 min.
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Figura 8 - Perfis cromatograficos em CLAE-DAD obtidos a partir da condi¢éo B e curvas
espectrais UV-Vis. A — Conjunto de padrées analiticos de compostos fendlicos. B — Extrato
liquido concentrado de subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica produzido a partir do
modelo 2 de otimizacdo. C - Extrato liofilizado de subprodutos de frutos de Eugenia
dysenterica produzido a partir do extrato liquido concentrado.
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Legenda: CondicBes cromatograficas utilizadas — coluna C-18 (4.6x100 mm 2.7 um), fase moével constituida por
agua e acetonitrila (85:15), ambas acidificadas com &cido tricloroacético 0,05% (p/v), com fluxo de 1 mL/min,
volume de inje¢do de 10 pL, temperatura da coluna de 40 °C, em comprimentos de onda de 254 nm e 280 nm, por
25 minutos.

Nas condig¢des cromatograficas B, em 254nm, o padréo acido eldgico apresentou tempo
de retencdo igual a 6,499 min. Para o extrato liquido concentrado produzido nas condigdes
Otimas do modelo 2, o tempo de retencdo do acido elagico foi de 6,489 min e para o extrato
liofilizado, o tempo de retencéo foi de 6,443 min.

O acido galico contribui significativamente para a capacidade antioxidante de um
extrato. Isso é evidente no alto contetido fendlico e na capacidade de eliminar radicais livres,
como Visto nos extratos de frutos de Eugenia stipitata e no extrato de sementes de Eugenia
jambolana (Araujo et al., 2021; Chatterjee et al., 2012). A presenga de &cido galico em plantas

de Eugenia esta associada a varios beneficios terapéuticos, incluindo efeitos hepatoprotetores e
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antidiabéticos. Essas propriedades tornam o &cido galico um composto valioso para 0
desenvolvimento de produtos fitoterdpicos e farmacéuticos (Chatterje et al., 2012).

O acido elagico atua como um composto marcador na classificacdo quimiotaxondémica
das espécies de Myrtaceae, auxiliando na diferenciacao entre varios géneros e espécies dentro
da familia (Santos et al., 2020). O extrato das folhas de Eugenia uniflora e extratos de frutos e
sementes de Eugenia involucrata contém acido elégico, que contribuem para suas propriedades
antioxidantes (Bezerra et al., 2018; Girardelo et al., 2020).

Em Eugenia dysenterica, o &cido elagico e o &cido galico estdo presentes em extrato
hidroalcdolico de folhas (Moreira et al., 2017), extrato etandlico de polpa, casca, semente, folha
e fruto (Justino et al., 2020), em frutos em diferentes estadgios de maturacdo (Guedes et al.,
2017).

Otimizar os métodos extrativos geram diminuicdo de impactos ambientais, que estdo
diretamente relacionados a utilizacao de grandes quantidades de solventes organicos. O método
de EAU emprega ondas ultrassnicas que produzem um efeito de cavitacdo que promovem a
liberacdo do material o solvente (Panja, 2018).

O extrato liquido foi obtido por extracdo assistida por ultrassom utilizando o tempo de
46 min, graduacdo alcodlica de 39% e PDS de 0,19g/ml. Para tal, utilizou-se 1,3 kg de droga
vegetal do residuo de frutos de Eugenia dysenterica, chegando a um volume final de
aproximadamente 3,7 litros de extrato liquido concentrado pos rotaevaporacdo. Os resultados
dos testes de caracterizacdo do extrato liquido concentrado de Eugenia dysenterica estdo

demonstrados na Tabela 8.

Tabela 8 — Caracterizacdo do extrato liquido concentrado obtido dos subprodutos de frutos
de Eugenia dysenterica.

Replicata Teor de sdlidos (%) pH Densidade Relativa do Extrato
(g/mL)
1 8,6 4,2 1,005493981
2 8,72 4,2 1,008773556
3 8,62 4,23 1,004549556
Média 8,64 4,21 1,006272364
DP 0,06 0,02 0,00221697

Legenda: DP: Desvio Padréo.

A concentracdo de compostos fendlicos no ELQ foi de 0,063 mg/mL e no ELF foi de
0,057 mg/mL, sugerindo uma similaridade na composicdo fenolica entre os extratos,

demonstrando que o processo de liofilizagdo mantém os compostos fenodlicos no extrato.
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Métodos de extracao assistida por ultrassom para extrair compostos fendlicos sao utilizados em
diferentes vegetais e em diferentes partes da planta. Zhu et al. (2016) otimizaram o método de
extracdo para compostos fenolicos em batata-doce roxa. Ja Liu et al. (2013) otimizaram o
método para extracdo de compostos fendlicos em cascas de sementes de Euryale ferox. Para
espécimes do Cerrado, 0 método de otimizacdo foi utilizado por Moreira et al. (2020) para
extracdo de compostos fenolicos em folhas de Cenostigma macrophyllum, popularmente
conhecida como “caneleira”. Todos esses estudos obtiveram maiores rendimentos dos
compostos fendlicos, quando associados ao planejamento fatorial e utilizacdo de MSR,

comprovando a eficacia da técnica de extracéo.

CONCLUSAO

Neste estudo, 0 método de extracdo assistida por ultrassom foi empregado com sucesso
para extrair compostos fendlicos de subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica usando o
modelo de superficie de resposta associado ao planejamento fatorial Box-Behnken.

O Modelo 1 indicou como condigdes ideais uma propor¢do droga/solvente (PDS) de
0,01 g/mL, tempo de extracdo de 40 minutos e graduacéo alcodlica de 30%, resultando em uma
concentracdo de fendis totais de 0,030 + 0,048 mg/mL, com valores preditos pelo modelo de
0,028 mg/mL. Ja o Modelo 2, com PDS de 0,19 g/mL, tempo de 39 minutos e graduacao
alcoolica de 46%, apresentou uma concentracao de fendis totais de 0,027 + 0,005 mg/mL, com
o valor predito de 0,026 mg/mL.

As analises cromatograficas (CLAE-DAD) confirmaram a presenca de acido galico e
acido elagico nos extratos obtidos. A caracterizagdo fisico-quimica do ELQ, produzido com as
condic¢des do Modelo 2, revelou um teor de fenois totais de 0,063 mg/mL, pH médio de 4,21 +
0,02, teor de sélidos de 8,64 + 0,06% e densidade relativa de 1,006 + 0,002 g/mL.

Os resultados obtidos reforcam o potencial dos subprodutos de frutos de Eugenia

dysenterica como fontes ricas em compostos bioativos.
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Capitulo 4 — Atividade antioxidante, antimicrobiana, antibiofilme e toxicidade em
Artemia salina com extrato liquido e liofilizado de subprodutos de frutos de Eugenia

dysenterica DC. (Myrtaceae)

INTRODUCAO

As plantas tém desempenhado um papel central na farmacopeia humana, fornecendo
uma rica fonte de compostos bioativos com propriedades medicinais. Associado a esse fato, a
medida que a ciéncia avanca, as atividades bioldgicas dessas plantas e suas potencialidades sao
cada vez mais exploradas. Investigar essas atividades possibilita 0 uso seguro dessas plantas e
fornece padrdes de qualidade para obtencdo de insumos farmacéuticos ou novas drogas
(Atanasov et al., 2015).

Uma das familias que apresenta um amplo espectro de atividades bioldgicas e
farmacéuticas é a Myrtaceae. Dados quimiotaxondmicos caracterizam esta familia pela
presenca de compostos fenolicos, polihidroxialcaloides e terpenos (Santos et al., 2020; Porter
et al., 2000). Estudos sobre composicdo fitoquimica e atividade bioldgica sdo realizados
principalmente com os géneros Psidium, Myrcia e Eugenia, com diversas aplicacOes, tais como
antioxidante, antiflngica, inibidora de enzimas, antibacteriana, anti-inflamatdria e acaricida
(Ribeiro et al., 2022).

Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae), comumente conhecida como '"cagaita" ou
"cagaiteira", ¢ uma espécie de planta pertencente a familia Myrtaceae, nativa do Brasil. Esta
arvore frutifera ¢ amplamente distribuida nas regides do Cerrado e da Caatinga, adaptando-se
bem a ambientes semiaridos e solos pobres (Silva et al., 2017; Souza et al., 2013). Seus frutos
sdo uma fonte rica de nutrientes, incluindo vitamina C, carotenoides e compostos fenolicos
(Genovese et al, 2008; Alves et al., 2017). As folhas também possuem compostos fendlicos,
sendo evidenciadas atividade antioxidante e hipoglicemiante (Thomaz et al., 2018; Aratjo et
al., 2021).

Estudos demonstram que Eugenia dysenterica apresenta potencial antimicrobiano. Em
fungos, o 6leo essencial das folhas de Eugenia dysenterica demonstrou atividade contra cepas
de Cryptococcus (Costa et al., 2000). O extrato etanolico obtido das folhas de Eugenia
dysenterica apresentou atividade inibitdria significativa contra diferentes cepas de Candida sp.
(Correia et al., 2016). Em bactérias, O extrato obtido das folhas de Eugenia dysenterica

apresentou atividade bactericida contra Staphylococcus aureus e bacteriostatico contra Proteus
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mirabilis (Goncalves et al., 2019). O extrato da polpa também apresentou atividade contra
bactérias Gram (+) (Daza et al., 2017).

Tendo em vista a possibilidade de compostos fendlicos, descritos no Capitulo 3,
contribuirem para a atividade antimicrobiana, essa etapa da pesquisa teve o0 seguinte objetivo:
avaliar a atividade antimicrobiana e a inibicdo da formacdo de biofilme de extrato liquido
concentrado (ELQ) e extrato liquido liofilizado (ELF) de subprodutos de frutos de Eugenia
dysenterica em bactérias isoladas de mastite bovina, cepas ATCC e isolados de frango e

coracdo. Além disso, investigou-se a atividade antioxidante e a toxicidade em Artemia salina.

MATERIAL E METODOS
Coleta e processamento

Os frutos de Eugenia dysenterica foram coletados no municipio de Rianapolis, Goias,
Brasil (15°29°18”S 49°27°57”°W), pertencente a regido do Vale do Sao Patricio (Cadastro
SISGEN n° A1D543E), em areas com vegetacdo tipica dos Cerrados. O material estudado foi
identificado e registrado no Herbario da Universidade Estadual de Goias — Campus Henrique
Santillo com o numero de tombo: 15.137.

Apos a coleta, os frutos foram selecionados de acordo com a cor, maturacao, textura e
auséncia de injdrias, e lavados em agua corrente. Em seguida, os frutos foram despolpados em
despolpadeira industrial (Despolpadeira Bonina) para separar a polpa da casca e da semente.
Os subprodutos (cascas e sementes) foram submetidos a secagem em estufa com circulacao
forcada de ar (MARCONI, modelo MA035/5) a 40 °C até atingir umidade entre 8 e 14% (Brasil,
2024). Apos a secagem, o material seco foi pulverizado em moinho de facas e armazenado em

saco plastico vedado, ao abrigo da luz.

Obtencéao dos extratos de subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica

O extrato etanolico dos subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica foi produzido
conforme condic¢Bes Otimas obtidas na otimizacdo da extracdo por ultrassom. Para tanto,
utilizou-se as seguintes condigdes: graduagéo etanolica (39%), tempo de ultrassom (46 min) e
proporcao droga/solvente (0,19g9/mL). ApOs extracdo, os extratos foram filtrados e
concentrados em rotaevaporador (temperatura 40°C, rotacao de 25 rpm e presséo de 70 mBar),
até a obtencdo do ELQ. O ELQ foi homogeneizado e armazenado em frasco plastico a - 20°C.
Uma aliquota do extrato liquido concentrado foi liofilizada para a obtencdo do ELF no
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laboratério de Bioensaios da Universidade Estadual de Goias para realizagdo deste ensaio.

Determinacéo da atividade antioxidante

Preparo da amostra

As amostras foram preparadas conforme metodologia adaptada de (Larrauri et al.,
1997). Utilizaram-se as seguintes quantidades: 0,1 g de ELF e 1,16 ml de ELQ. A quantidade
do ELQ utilizado no preparo da amostra foi calculada a partir do seu teor de sélidos, a fim de
fornecer quantidade equivalente a 0,19 do ELF.

Em recipientes separados, foram adicionadas as amostras de ELQ e ELF em 10 ml de
metanol (50%). O recipiente foi deixado em repouso por 1 hora, protegido da luz. Apds esse
periodo, o conteddo do recipiente foi transferido para tubo Falcon e centrifugado (centrifuga
NT 815 — Novatecnica) a 4000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi transferido para um
baldo volumétrico de 25 ml e ao sedimento foram acrescentados 10 ml de acetona a 70%,
homogeneizado e mantido em repouso por mais 1 hora ao abrigo da luz. Apds transcorrido o
tempo, a amostra foi novamente centrifugada a 4000 rpm por 30 minutos, o sobrenadante foi
colocado junto com o anterior no baldo de 25 ml e o volume do baldo foi completado com agua
destilada, obtendo-se assim duas solucbes (Solugdo A - ELQ e Solugdo B - ELF) nas

concentragdes de 4000 mg/L, realizada em triplicata.

Método do ABTS

A determinacdo da atividade antioxidante total pelo método do radical 2,2"-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS+) foi realizada de acordo com o método de Rufino
et al. (2007), com modificagOes. A partir das concentracdes de 4.000 mg/L do ELQ e ELF,
foram realizadas 6 dilui¢Ges, obtendo-se as seguintes concentra¢cdes: 2000, 1000, 500, 250, 128
e 64 mg/L. Transferiu-se uma aliquota de 30 puL de cada diluigdo para tubos de ensaio, em
duplicata, onde foram adicionados 3 mL do radical ABTS-+. Os tubos foram homogeneizados
e a leitura foi realizada ap6s 6 minutos a 734 nm em espectrofotébmetro. O branco foi composto
por alcool etilico e a curva padréo foi realizada a partir do trolox nas concentragdes 100 uM,
500 uM, 1.000 uM, 1.500 uM e 2000 uM. O procedimento foi realizado em duplicata em

ambiente escuro. Os resultados foram expressos em uM de equivalentes de trolox /g de extrato.
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Método de Reducéo do Ferro (FRAP)

A determinacao da atividade antioxidante total pelo método de reducéo do ferro (FRAP)
foi realizada de acordo com o método modificado de Rufino et al. (2006). A partir das
concentragcdes de 4.000 mg/L do ELQ e ELF, foram realizadas 6 dilui¢fes, obtendo-se as
seguintes concentracGes: 2000, 1000, 500, 250, 128 e 64 mg/L. Para cada diluicdo foi
transferida uma aliquota de 90 pL para tubo de ensaio, em duplicata, onde foram adicionados
270uL de agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP. Os tubos foram homogeneizados e
mantidos em repouso por 30 minutos, protegidos da luz. O branco foi composto pelo reagente
FRAP e as leituras foram realizadas a 595 nm em espectrofotdmetro. A curva padréo foi obtida
a partir do sulfato ferroso nas concentracdes 500 uM, 1000 uM, 1500 uM e 2000 uM, em

duplicata e ambiente escuro. Os resultados foram expressos em uM FeSO4 /g de amostra.

Método radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A determinacdo da atividade antioxidante total pelo método radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH) foi realizada de acordo com o método modificado de Rufino et al. (2007). A
partir das concentrac6es de 4.000 mg/L do ELQ e ELF, foram realizadas 6 dilui¢fes, obtendo-
se as seguintes concentragfes: 2000, 1000, 500, 250, 128 e 64 mg/L. Apos a realizacdo do teste
de cinética, que define o tempo de estabilizacdo da absorvancia das diferentes concentracdes,
foi estabelecido o tempo de 22 minutos para leitura das amostras do ELQ e do ELF. Assim,
transferiu-se uma aliquota de 100 puL de cada dilui¢ao para tubos de ensaios, em duplicata, onde
foram adicionados 3,9 mL do radical DPPH. Os tubos foram homogeneizados e a leitura foi
realizada ap6s 22 minutos a 515 nm. O branco foi composto por alcool metilico e a curva padrao
foi obtida a partir da solu¢ao de DPPH em concentragdes de 10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50

uM e 60 uM. O procedimento foi realizado em duplicata em ambiente escuro.

Determinacéo da atividade em Artemia salina

A determinag&o da atividade em Artemia salina Leach foi realizada em microplacas de
poliestireno de 96 pocos de acordo com a metodologia proposta por Molina-Salinas e Said-
Fernandez (2006), com adaptaces. Neste ensaio, 30 mg de cistos de Artemia salina foram
incubados em um artemilheiro com 500mL de dgua marinha artificial (AMA), preparada com

a dissolucéo de sal marinho em agua destilada (36 g/L), acrescida de extrato de leveduras (6
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mg/L).

Esta solucéo foi utilizada para eclosdo dos ovos de A. salina e no preparo das demais
diluicdes. Durante um periodo de 36h, o meio foi preservado sobre saturacdo constante de
oxigénio a temperatura ambiente e inibi¢do de iluminacdo natural para eclosdo dos ovos.

As amostras do ELQ e ELF foram diluidas em agua salina para obter as concentra¢des
utilizadas no ensaio. Inicialmente preparou-se uma solucdo mée na concentracdo de 4000
pg/mL que corresponde a 0,040 g do ELF e 462,9uL do ELQ em 10mL de agua salina. Utilizou-
se 0 banho de ultrassom para auxilio na homogeneizacdo. Destas solugfes mdes foram
realizadas diluicdes seriadas em &gua salina para a obtengdo das concentragdes utilizadas nos
ensaios (2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5 e 31.2 pg/mL)

Para o ensaio foram utilizadas 5 colunas das microplacas, das quais 3 colunas foram
reservadas para 0 ELQ ou o ELF em concentracfes decrescentes, 1 coluna para o controle
(Artemia + agua salina utilizada na dilui¢do dos extratos) e 01 coluna contendo apenas Artemia
com a AMA da ecloséo. Cada pogo foi preenchido com 10 nauplios suspensos em 100 uL de
solucdo salina e completados com 100 pL do respectivo tratamento (Figura 1). Posteriormente,
apos 24 h de incubacao, realizou-se a contagem de microcrustaceos mortos ou imoveis por mais
de 10 segundos. Todos os ensaios foram feitos em triplicata.

Figura 1 - Esquema da microplaca de 96 orificios ap6s as dilui¢fes e inoculagdes no ensaio
de determinacéo de toxicidade do extrato para Artemia salina. CIM para bactérias. Partiu-se
de uma amostra com concentragéo inicial de 2000 pug mL™*
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A toxicidade foi expressa através da concentracdo letal a 50% da populacdo do



133

microcrustaceo por meio do calculo da CLso estimada a partir da regresséo linear obtida da
correlacdo entre a porcentagem de individuos mortos e a concentragdo da substancia teste,
usando o método PROBIT, com o auxilio de software Statistica®, versao 12.0 (STATSOFT,
2010).

Determinacéo da atividade antimicrobiana

A determinacdo da atividade antimicrobiana do ELQ e ELF foi realizada pelo teste de
microdiluicdo em caldo, conforme o protocolo recomendado pelo Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI) para testes de susceptibilidade antimicrobiana por diluicdo de agentes
antimicrobianos em caldo (CLSI, 2016).

Foram utilizadas cepas isoladas de leite de bovinos com mastite clinica e subclinica de
produtores de diferentes regides do Estado de Goias e doadas pelo Laboratério de
Microbiologia da Escola de Veterindria e Zootecnia da Universidade Federal de Goiés
(Staphylococcus spp.; Streptococcus spp.; Escherichia coli). Também foram utilizadas cepas
isoladas de figados (Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus coagulase (-); Proteus
vulgaris; Escherichia coli) e coragdes de frangos (Proteus spp.; Klebsiela spp.; Escherichia
coli) de abatedouros comerciais sob o sistema de inspecdo estadual do Estado de Goiéas
(Agrodefesa) e duas cepas padrdo American Type Culture Collection (ATCC) (Pseudomonas
aeruginosa - ATCC 27855; Escherichia coli - ATCC 25312) mantidas no Laboratério de
Microbiologia da Universidade Estadual de Goias (UEG).

Para as amostras, foi preparada uma solugdo contendo DMSO a 5 % e caldo Mueller
Hinton (MH) e a massa do ELQ e ELF correspondentes a concentragéo de 50 e 500 mg/mL,
respectivamente. A partir da solucdo inicial foi realizada a diluicdo das amostras para as
andlises. Para o ELQ foram testadas as seguintes concentracdes: 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, e 1,5
mg/ml. Para o ELF as concentragdes foram: 500, 250, 125, 62,5, 31,2, 15,6, 7,8, 3,9 e 1,9
mg/mL. Em microplacas estéreis de 96 pocos com fundo chato, providas de tampa, foram
colocados 50 uL de caldo Mueller Hinton (MH) ajustado com indculo bacteriano a 1 x 10°
UFC.mL™ e 50 pL da amostra diluida em MH. Como controle de crescimento, foi utilizada
uma suspensdo de microrganismos em meio sem 0s extratos. Para o controle de atividade
antimicrobiana, foi utilizado o cloranfenicol nas concentragdes de 64, 32, 16, 8, 4 e 2 pg/mL™.
Também foi realizado o controle com hipoclorito (2,5%), desinfetante utilizado nos ambientes
de ordenha, e controle de esterilidade do caldo (Figura 2).

Os ino6culos bacterianos foram preparados a partir de suspencéo de col6nias de 24 horas
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de crescimento em agar MH. Transferidas colonias para soro fisiologico até obtengdo de uma
turvacdo correspondente a 0,5 da escala de McFarland, obtendo um in6culo na concentracéo de
106 UFC.mL™. Apds 24 horas da incubagio da microplaca em estufa, foram adicionados 25 pL
de resazurina 0,01% recém preparada, em cada poco e incubados a 37 °C por uma hora. A
presenca de crescimento bacteriano foi indicada por uma coloragao rosa, enquanto a coloragédo
azul indicou auséncia do crescimento. O conteido dos pogos que apresentaram coloragdo azul
foi transferido para uma placa de Petri com Agar MH e colocada em estufa 37 °C por 24h para

avaliacdo da atividade bactericida ou bacteriostatica.

Figura 2 - Esquema da microplaca de 96 orificios ap6s as dilui¢fes e inoculagdes no ensaio
de determinacdo da CIM para bactérias. Como exemplo partiu-se de uma amostra com
concentragéo inicial de 2000 pg mL*
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Determinacéo da inibicdo da formacao de biofilme

A quantificacdo e inibicdo da producéo de biofilme em placas de microtitulacdo de
poliestireno foi realizada conforme o protocolo estabelecido por Stepanovic et al. (2000)
utilizando os mesmos microrganismos dos testes anteriores. Para formar e quantificar a massa
total de biofilme, suspendeu-se entre trés e quatro colonias isoladas em um tubo contendo 4,5
mL de solucgéo fisioldgica estéril. Ajustou-se a turbidez dessa suspensédo para coincidir a escala
0,5 de McFarland, que corresponde a aproximadamente 1,5x108 UFC/mL. Transferiu-se 100

pL desse indculo para um tubo contendo 9,9 mL de Caldo Triptona Soja (TSB) para ajustar o
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indculo a uma concentracdo de aproximadamente 1,5x10° UFC/mL.

Para o teste de inibi¢do do biofilme, adicionou-se 50 puL do indculo ¢ 50 uLL de ELQ e
ELF preparado com DMSO a 5 % e caldo TSB correspondentes as concentracdes de 50 e 500
mg/mL, respectivamente. A partir da solucéo inicial foi realizada a diluicdo das amostras para
as andlises. Para o ELQ foram testadas as seguintes concentragdes: 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, e
1,5 mg/ml. Para o ELF as concentra¢fes foram: 500, 250, 125, 62,5, 31,2, 15,6, 7,8,3,9e 1,9
mg/mL. As placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C para permitir a formacéo dos biofilmes
microbianos (Figura 3).

Figura 3 - Esquema da microplaca de 96 orificios ap6s as dilui¢fes e inoculagdes no ensaio
de determinacéo da inibi¢do da formacéo de biofilme para bactérias. Como exemplo partiu-se
de uma amostra com concentracao inicial de 50 mg/mL para 0 ELQ e 500 mg/mL para o ELF.
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Em seguida, foram removidos os meios de cultura contendo os crescimentos bacterianos
dos pocos, lavados ainda, por trés vezes, com 150 pL de solucdo fisiologica estéril para remover
as células ndo aderidas. Adicionou-se 110 uL de cristal violeta a 1% a cada pogo, incubou-se
por 10 minutos em estufas bacterioldgicas a 35 °C e, em seguida, descartou-se o corante,
lavando a placa cinco vezes com 150 pL de solucéo fisiologica esteéril.

As placas foram secas a 35 °C por 20 minutos. Posteriormente, adicionou-se 110 pL de
etanol absoluto em cada poco para solubilizar a coloracdo das bactérias aderidas e incubou-se
a placa por mais 10 minutos. Para realizar a leitura das densidades Opticas (DO) dos pocos das
microplacas foi utilizado um leitor automatizado (Epoch) a 492 nm.

As cepas testadas foram classificadas em niveis de producédo de biofilme Stepanovic et
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al. (2000). A partir da relacdo entre a densidade 6ptica (OD) e a densidade dptica do controle
negativo (ODc), as cepas foram classificadas em né&o produtora de biofilme, produtora fraca,
moderada ou forte, de acordo com a seguinte formula: OD < ODc¢ = nio produtora de biofilme;
ODc < OD < (2XODc) = fraca produtora de biofilme; (2XODc) < OD < (4XODc) = produtora
moderada de biofilme e (4XODc) < OD = forte produtora de biofilme.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados dos testes de caracterizacdo de atividade
antioxidante.

Tabela 1 — Atividade antioxidante (FRAP, ABTS e DPPH) dos extratos
liquidos concentrado (ELQ) e liofilizado (ELF) de Eugenia dysenterica.

Amostra FRAP ABTS DPPH
pM FeSO4 /g de RM trolox /g de g amostra/g DPPH
amostra amostra
Extrato Liofilizado 1633,60 1633,13 73,35
Extrato Liquido 1692,09 1379,75 83,35

Os compostos fendlicos presentes em Eugenia dysenterica sdo conhecidos por sua
atividade antioxidante (Santos et al., 2018; Gasca et al., 2017; Alves et al., 2017) diretamente
dependente da concentracdo e composi¢cdo de compostos fendlicos (Silva et al., 2007), sendo
consistente com os resultados deste estudo. Os resultados obtidos destacam diferencas minimas,
e sugerem que tanto o ELQ quanto o ELF possuem atividade antioxidante, sugerindo a presenca
de compostos fendlicos no bioinsumo ELF, mesmo ap0s a etapa de liofilizacéo.

O processo de liofilizacdo preserva os compostos bioativos do extrato, garantindo a
manutencdo da sua capacidade antioxidante (Miranda Kopp et al., 2020; Shofian et al., 2011;
Ratti et al., 2001). Este tipo de andlise permite a observacdo do potencial geral de moléculas
bioativas presentes nos bioinsumos para atuar como antioxidantes (Kurek et al., 2022).

A CIM ¢é definida como a concentragdo mais baixa do agente antimicrobiano que
impede o crescimento visivel de um microrganismo sob condi¢des definidas (Wiegand et al.,
2008). A CIM e a CBM foram determinadas pelo método de microdiluicdo em caldo. Os

resultados sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Atividade antimicrobiana dos extratos liquidos concentrado
(ELQ) e liofilizado (ELF) de Eugenia dysenterica.

Extratos Vegetais

Microrganismos ELQ ELF
CIM (mg/mL) CBM (mg/mL) CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
Isolados de Proteus spp. 25 >50 62,5 >500
coraco de Klebsiela spp. 12,5 >50 15,6 125
frango Escherichia coli 12,5 >50 15,6 >500
Pseudomonas 25 >50 15,6 >500
aeruginosa
] Isolados de Staphylococcus 125 >50 156 250
figado de frango coagulase (-)
Proteus vulgaris 25 >50 125 >500
Escherichia coli 25 >50 25 >500
Staphylococcus spp. 10 >50 10 125
Isolados clinicos Streptococcus spp. 5 25 5 50
; . Escherichia coli 5 >50 5 >500
de mastite bovina Pseudomonas
. 2,5 2,5 2,5 2,5
aeruginosa
Cepa_s _ Pseudo_monas 25 50 25 50
comerciais aeruginosa
(ATCC) Escherichia coli 3,125 50 3,125 50

Legenda: ELQ (Extrato liquido); ELF (Extrato liofilizado); CIM (Concentragdo Inibitéria Minima); CBM
(Concentracdo Bactericida Minima); ATCC (American Type Culture Collection)

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos bioinsumos ELQ e ELF de Eugenia
dysenterica revelou CIM’s e CBM’s variaveis para 0s microrganismos testados. De maneira
geral, os resultados indicam que ambos os bioinsumos possuem capacidade de inibir o
crescimento de microrganismos patogénicos, com especial relevancia para os isolados clinicos
de mastite bovina e cepas comerciais.

As menores CIM e CBM do ELQ e do ELF (2,5 mg/ml) foram observadas para
Pseudomonas aeruginosa, isolada de casos clinicos de mastite bovina, indicando sensibilidade
aos compostos bioativos presentes nos extratos. Por outro lado, Proteus vulgaris mostrou-se
mais resistente, com valores elevados de CBM para ELF (>500 mg/mL). Observou-se também
uma diferenca na resposta entre bactérias Gram (+) (Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e
S. coagulase (-) e Gram (-) (Proteus spp., Klebsiella spp., Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Proteus vulgaris), sendo que, no geral, as bactérias Gram+ apresentaram maior
sensibilidade aos extratos testados. Esses resultados sugerem que os bioinsumos ELQ e ELF de
Eugenia dysenterica possuem potencial antimicrobiano promissor, especialmente contra
microrganismos mais suscetiveis.

A mastite bovina, frequentemente causada por microrganismos como Staphylococcus
spp., Streptococcus spp. e Escherichia coli, pode resultar em danos significativos a satde das

vacas leiteiras e a qualidade do leite produzido (Mphahlele et al., 2020). As cepas de
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Staphylococcus e Streptococcus, com CIM de 10 mg/mL e 5 mg/mL e CBM de 25 mg/mL e 50
mg/mL para ELQ e ELF respectivamente, indicam que os bioinsumos possuem atividade
relevante contra 0s principais microrganismos responsaveis por infeccdes intramamarias em
bovinos. As infeccdes por Staphylococcus sdo particularmente desafiadoras, dada sua
capacidade de formar biofilmes, o que torna o tratamento mais dificil e aumenta o risco de
resisténcia aos antibidticos tradicionais (Fidelis et al., 2024).

Pseudomonas aeruginosa, € um patdgeno conhecido por sua resisténcia a maltiplos
antibioticos e por sua presenca em infecgdes respiratorias e feridas, tanto em humanos quanto
em animais (Jurado-Martin et al., 2021). A atividade antimicrobiana contra P. aeruginosa em
amostras de figado de frango, com CIM de 2,5 mg/mL, sugere que 0s bioinsumos possuem
potencial para controle dessa bactéria em ambientes veterinarios.

Para avaliacdo da atividade antibiofilme, as amostras foram analisadas quanto ao seu
perfil de producdo de biofilme, baseado na sua densidade dptica (OD), e posteriormente,
classificadas como ndo produtora, fraca produtora, produtora moderada e forte produtora de
biofilme (Stepanovic et al., 2020) para 0 ELQ (Tabela 3) e para o ELF (Tabela 4).
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Tabela 3. Valores médios das densidades opticas (desvio padrdo) do controle negativo e das amostras sob efeito de diferentes concentracdes do
extrato liquido concentrado (ELQ) de Eugenia dysenterica.

OD - ELQ (mg/mL)

Microrganismos OD-CN
50 25 12,5 6,25 313 15

Isolados de Proteus sp. 0,0909 + 0,008 0,0863 + 0,003 0,1053 + 0,004 0,2240 + 0,063 0,2929 + 0,050 0,3929 + 0,054 0,0408 + 0,002
coragdo de Klebsiela sp. | *0,0784 +0,018 **0,0833 +0,004 **0,0578 +0,006  0,1554 + 0,069 0,2204 + 0,058 0,2456 + 0,057 0,0568 + 0,002
frango Escherichia coli | **0,0599 + 0,003  **0,0635+ 0,006 **0,0776 +0,003  0,0897 + 0,002 0,0828 + 0,007 0,1134 + 0,002 0,0410 + 0,001
Isolados de P. aeruginosa | *0,0385+0,007  *0,0340+0,002  **0,0776 £0,010  0,0928 + 0,006 0,0989 + 0,003 0,2750 + 0,051 0,0397 + 0,0002
figado de S. coagulase (-) | *0,0397 £0,005 **0,0771+0,001 **0,0438 £0,005  0,0903 + 0,008 1,2180 + 0,108 1,6312 + 0,262 0,0412 + 0,010
frango Escherichia coli | *0,0861+0,011  *0,0865+0,003  0,1287 +0,017 0,1842 + 0,016 0,1833 + 0,006 0,2460 + 0,058 0,0593 + 0,002
Isolados Staphylococcus sp.| **0,0683 £0,002  **0,0711£0,003 **0,0959 0,015  0,3902 + 0,075 0,3056 + 0,026 1,0193 + 0,135 0,0671 + 0,002
clinicos de Streptococcus sp. | *0,0405+0,002  *0,0387 +0,002  *0,0401+0,001  **0,0445+0,005  0,0839 + 0,006 0,0761 + 0,003 0,0418 + 0,002
mastite bovina Escherichia coli | *0,0405+ 0,005  **0,0492 + 0,007  **0,0427 +0,003  **0,0419 £ 0,001 ~ **0,0796 + 0,006 0,1001 + 0,008 0,0408 + 0,002
P. aeruginosa | *0,0395+0,001  *0,0394+0,004  *0,0381 +0,003  **0,0428 +0,007  *0,0386 + 0,003 0,0894+ 0,005 0,0406 + 0,002
Cepas (ATCC) P. aeruginosa | **0,0922 +0,003  **0,0957 £0,003  0,1439 + 0,026 0,1618 + 0,022 0,1921 + 0,004 0,1989 + 0,007 0,05833 + 0,006
Escherichia coli | 0,1137 +0,013 0,1353 + 0,016 0,1940 + 0,038 0,2222 + 0,064 0,2682+ 0,094 0,2994+ 0,104 0,0436 + 0,001

Legenda: OD: Densidade 6ptica; CN: Controle negativo
* OD que nao apresentou producao de biofilme; ** OD que apresentou fraca produgao de biofilme.
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Tabela 4. Valores médios das densidades Opticas (desvio padrdo) do controle negativo e das amostras sob efeito de diferentes concentracdes do
extrato liofilizado (ELF) de Eugenia dysenterica.

. . OD - ELF (mg/mL) OD-CN
Microrganismos
500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 19

Isolados de Proteus sp. *0,0400 + 0,005 **0,0455 + 0,003  **0,0488+0,008  0,0889+0,002  0,0952+0,001 0,1053+0,004  0,2983+0,035  0,3855+0,032  0,4846+0,046 | 0,0408+0,002
coragio de Klebsiela sp. *+0,0630 + 0,003 *0,0567 + 0,008  **0,0583+0,006  **0,0689 + 0,005  **0,0714 £0,010  **0,0747 0,004  **0,0919+0,008  0,1413+0,022  0,2053+0,045 | 0,0568 + 0,002
frango Escherichia coli *+0,0486 + 0,006 *#0,0549 + 0,006  **0,0584 +0,006  **0,0555+0,005  **0,0505+0,005  0,0993 + 0,012 0,2059 + 0,116 0,1233+0,010  0,1676 0,033 | 0,0410 + 0,001
Isolados de  P. aeruginosa *0,0390 + 0,006 *0,0410 £+0,001 ~ *0,0379+0,007  *0,0395+0,001  **0,0405+0,003  *0,0377+0,007  **0,0726+0,006  0,0966+0,012  0,2743+0,038 |0,0397 +0,0002
figadode S coagulase (-) **0,0438 + 0,007 *0,0406 +0,002  *0,0387£0,005  **0,0449 +0,005  *0,0400 +0,004  *0,0404+0,001  0,0861 0,011 0,8028 +0,627  0,7484+0,574 | 0,0412 0,010
frango Escherichia coli *0,0590 + 0,007 *#0,0654 £ 0,005  **0,0619£0,010  **0,0678 £0,006  **0,0655+0,006  *0,0728 +0,010  0,1448 +0,038 0,1591+0,034 02188 0,068 | 0,0593 + 0,002
Isolados ~ Staphylococcus sp. *0,0658 + 0,002 *0,0687 0,004  *0,0633+0,001  **0,0716+0,007  **0,0885+0,006  *0,0955+0,011  0,1436 + 0,007 0,3397 0,089  0,9852+0,140 | 0,0671 + 0,002
clinicos de ~ Streptococcus sp. **0,0418 + 0,001 *0,0408 +0,007  *0,0400£0,004  *0,0410+0,003  *0,0412+0,009  *0,0448+0,009  *0,0413+0,007  **0,0797+0,002 0,1704+0,019 | 0,0418+0,002
mastite Escherichia coli *0,0389 + 0,010 *0,0415+0,006  **0,0419+0,004  **0,0439+0,010 *0,0519+0,010  **0,0435+0,009  **0,0423+0,003  0,0821+0,005  0,0875+0,015 | 0,0408 0,002
bovina P. aeruginosa **0,0416 + 0,004 *0,0386 +0,005  **0,0411+0,002  *0,0392+0,001  *0,0390 +0,008  **0,0586+0,009  **0,0618 +0,003  **0,0786+0,006  0,0868 + 0,005 | 0,0406+ 0,002
Cepas P. aeruginosa **0,0660 + 0,003 **0,0702+0,006  **0,0814 0,007  **0,0925+0,004  **0,1086 +0,009  **0,1104 + 0,008 0,1272 + 0,010 0,1366 + 0,011 0,1793 + 0,027 |0,05833 + 0,006
(ATCC) Escherichia coli **0,0475 + 0,008 **0,06093+0,004  **0,0701 £ 0,016 0,1137 £ 0,013 0,2814 + 0,041 0,4507 0,119 0,5653 + 0,048 0,6574 + 0,131 0,8361 +0,143 | 0,0436 + 0,001

Legenda: OD: Densidade 6ptica; CN: Controle negativo

* OD que nao apresentou producao de biofilme; ** OD que apresentou fraca produgao de biofilme.
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A formacdo de biofilme é uma vantagem para patdgenos causadores de mastite, pois
facilita sua persisténcia no Ubere. Essa capacidade de formar biofilmes estad associada a
infeccOes recorrentes de mastite, além de contribuir para o aumento da resisténcia aos
antimicrobianos e a evasdo do sistema imunoldgico do hospedeiro (Gomes et al., 2016).

Considerando o grupo de bactérias Gram +, o ELQ apresentou inibi¢do total da
formagé&o de biofilme para S. coagulase (50 mg/mL) e Streptococcus spp. (12,5 mg/mL) e fraca
producdo de biofilme para Staphylococcus spp. (12,5 mg/mL). Para as Gram (-), o ELQ
apresentou inibicdo total da formacéo de biofilme para P. aeruginosa (figado) (50 mg/mL), E.
coli (figado) (25 mg/mL) e P. aeruginosa (mastite) (12,5 mg/mL) e fraca producéo de biofilme
para Klebsiela spp. e E. coli (coragdo e mastite) (12,5 mg/mL) e P. aeruginosa — ATCC (25
mg/mL). O extrato ndo apresentou inibi¢do contra producdo de biofilme em Proteus spp. e E.
coli (ATCC).

Conforme demonstrado na Tabela 5, as concentracOes testadas para o ELF foram
superiores ao ELQ, devido as caracteristicas de cada extrato. Considerando o grupo de bactérias
Gram +, o ELF apresentou inibicdo total da formacdo de biofilme para S. coagulase (125
mg/mL), Streptococcus spp. (31,2 mg/mL) e Staphylococcus spp. (125 mg/mL). Para as Gram
(-), o ELF apresentou inibicao total da formacéo de biofilme para Proteus spp. (500 mg/mL),
Klebsiela spp. (250 mg/mL), P. aeruginosa (figado) (62,5 mg/mL), E. coli (mastite) (500
mg/mL) e P. aeruginosa (mastite) (62,5 mg/mL) e fraca producgéo de biofilme para e E. coli
(coracao e figado) (31,2 — 15,6 mg/mL) e P. aeruginosa — ATCC (15,6 mg/mL) e E. coli
(ATCC) (125 mg/mL).

Na literatura, ndo ha estudos de atividade antimicrobiana para extratos provenientes de
subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica. Porém, é evidenciada a acao do extrato etandlico
de folhas de Eugenia dysenterica contra S. aureus (CIM: 2 mg/mL) e P. mirabilis (CBM: 1
mg/mL) (Gongcalves et al., 2019), acdo do extrato aquoso das folhas contra cepas de S. aureus
isoladas de ferida humana, S. aureus (ATCC 12692 ¢ ATCC 29737) (CIM: 83 pg/ml) e contra
cepas de S. aureus B-lactamases positiva, S. aureus isoladas de lesdo humana, S. aureus
enterotoxina positiva e S. aureus (ATCC 25904) (167 ug/ml) (DAZA et al., 2017). Para o
extrato etandlico da polpa de Eugenia dysenterica encapsulado com goma arabica ou inulina,
destaca-se a atividade inibitéria contra S. aureus e Listerya monocytogenes (CIM = 1,48
mg/mL; 0,48 mg/mL) (Santos et al., 2019). O oleo essencial de folhas de Eugenia dysenterica
também possui acdo antimicrobiana contra Streptococcus mitis (CIM = 250 pg/mL), S.
sanguinis (CIM = 200 pg/mL), S. sobrinus (CIM = 400 ug/mL) e S. salivarius (CIM = 400
ug/ml) e S. mutans (CIM = 31,2 pg/ml) (Santos et al., 2019).
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O uso de bioinsumos como alternativas para o controle desses microrganismos pode ser
uma estratégia importante, reduzindo a dependéncia de antibioticos sintéticos na pecuaria. A
utilizacdo de bioinsumos derivados de Eugenia dysenterica apresenta potencial antimicrobiano
e antibiofilme conforme resultados apresentados.

Nos ensaios frente Artemia salina, ELF e ELQ demonstraram CLs de 1200,413ug/mL
e 863,440ug/mL, respectivamente. 1sso sugere que o extrato liquido concentrado apresenta uma
maior toxicidade para Artemia salina em comparagdo com o extrato liofilizado.

De acordo com McLaughlin et al. (1991), para o célculo da CLso para Artemia salina
podemos classificar a atividade em baixa toxicidade, quando CLso for superior a 500 ug mL™;
toxicidade moderada para CLso entre 100 e 500 pg mL™ e muito toxico quando a CLso foi
inferior 100 pg mL™L. Portanto, nesse estudo, os extratos apresentam baixa toxicidade frente A.

salina.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam que os bioinsumos ELQ e ELF de
subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica, obtidos por EAU em condigdes otimizadas para
compostos fendlicos apresentam atividade antioxidante, antimicrobiana e antibiofilme, com
resultados promissores frente microrganismos de relevancia para a sadde publica e veterinaria,
relacionados a mastite bovina e cepas isoladas de 6rgaos de frangos comerciais.

A atividade antimicrobiana observada contra cepas de Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus spp., e Streptococcus spp. sugere que esses extratos naturais podem
representar uma alternativa terapéutica viavel para o controle de infec¢@es bacterianas, com um
impacto potencial na reducdo do uso de antibidticos e na mitigacdo da resisténcia
antimicrobiana.

A pesquisa reforca a importancia de se utilizar compostos naturais para o
desenvolvimento de novas abordagens no controle de doencas, especialmente em um cenario
de crescente resisténcia bacteriana. Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para avaliar a
eficacia dos bioinsumos de subprodutos de frutos de Eugenia dysenterica em condigdes
clinicas, incluindo ensaios de seguranca, interacdes com tratamentos convencionais e estudos
in vivo e ex vivo.

Por fim, este estudo contribui para a crescente necessidade de alternativas sustentaveis
no manejo de patdgenos resistentes, apontando para uma nova direcdo no desenvolvimento de

estratégias de controle baseadas em recursos naturais e no aproveitamento de subprodutos



143

destes recursos, com beneficio tanto para a salde animal quanto para a saude publica e 0 meio

ambiente.
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CONCLUSAO GERAL E PERSPECTIVAS

O presente estudo evidenciou o potencial dos subprodutos de frutos de Eugenia
dysenterica como fonte promissora de compostos bioativos com aplicacdo nas inddstrias
alimenticia, farmacéutica e cosmética. A partir da caracterizacao fitoquimica e da otimizacao
da extracdo assistida por ultrassom, foi possivel obter extratos liquidos e liofilizados com
compostos fenolicos com atividade antioxidante, antimicrobiana e antibiofilme.

Os resultados indicaram que o0s extratos padronizados apresentam significativa
atividade antioxidante, confirmando seu potencial para aplicacdo na conservacdo de alimentos
e formulacGes cosméticas. A atividade antimicrobiana observada contra cepas de Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus spp., e Streptococcus spp. sugere que esses
extratos naturais podem representar uma alternativa terapéutica viavel para o controle de
infeccbes bacterianas, com um impacto potencial na reducdo do uso de antibi6ticos e na
mitigacdo da resisténcia antimicrobiana. A andlise toxicoldgica dos extratos sobre Artemia
salina revelou baixa toxicidade, sugerindo sua seguranca para uso potencial em formulacdes
para a salde humana e animal. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para ampliar a
avaliagdo da seguranca e efetividade desses compostos em modelos in vivo e testes adicionais
para avaliar a atividade dos bioinsumos contra algas e fungos causadores de mastite bovina.
Entre os agentes de interesse, destacam-se as algas do género Prototheca e fungos como
Candida spp. e Aspergillus spp., que podem contribuir para infecgdes intramamarias e impactar
a producado leiteira.

Os resultados também destacam a importancia do aproveitamento sustentavel de
subprodutos agroindustriais, reduzindo o desperdicio e agregando valor a cadeia produtiva do
Cerrado. A bioprospeccdo de espécies nativas contribui ndo apenas para a geracdo de
conhecimento cientifico, mas também para o fortalecimento de praticas econémicas
sustentaveis.

Como perspectivas futuras, sugere-se a ampliacdo dos estudos de caracterizagdo
bioquimica dos extratos, incluindo a identificacdo detalhada de compostos responsaveis pelos
efeitos observados. Ensaios clinicos e estudos de biodisponibilidade serdo essenciais para
validar a aplicacao dos extratos em produtos comerciais.

O desenvolvimento de formulagdes inovadoras contendo extratos de subprodutos de
frutos de Eugenia dysenterica também deve ser explorado, especialmente no controle de

bactérias causadoras de mastite bovina.
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Além disso, ha potencial para investigacfes sobre o impacto ambiental do cultivo e do
uso comercial de Eugenia dysenterica, contribuindo para a preservagdo do Cerrado e a
valorizagdo de sua biodiversidade. A certificacdo de produtos derivados da cagaita pode
incentivar a conservacao da espécie e sua utilizacao sustentavel.

Em resumo, este estudo destaca a importancia dos bioinsumos obtidos a partir dos
subprodutos dos frutos de Eugenia dysenterica e abre novas perspectivas para a utilizacdo de
recursos naturais do Cerrado, promovendo a inovacdo em setores estratégicos da economia

verde.
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Abstract: By-products of fruit processing may contain bioactive compounds with potential
application as bioinputs. This study optimized the ultrasound-assisted extraction (UAE)
of phenolic compounds from the by-products of Eugenia dysenterica DC (Myrtaceae) fruit
to obtain bioinputs with antioxidant, antimicrobial, and antibiofilm activities. The fruit
by-products (seeds and peels) were subjected to UAE optimization using the Box-Behnken
design and response surface methodology. Two optimal conditions were defined: 1-
plant material/solvent ratio of 0.01 g/mL, time of 40 min, and ethanol content of 30%;
2-0.19 g/mL, 39 min, and 46%. The bioinputs (liquid extract—LQE; lyophilized extract—
LYE), obtained under the optimal conditions, were tested for antioxidant activity (ABTS,
FRAP, and DPPH). LQE: 1633.13 uM Trolox/g, 1633.60 uM FeSO, /g and 73.35 g sample/g
DPPH; LYE: 1379.75 uM Trolox/g, 1692.09 uM FeSO4 /g and 83.35 g sample/g DPPH. For
antimicrobial activity, both extracts presented MBC < 62.5 mg/mL and MIC and MBC of
2.5 mg/mL for P. aeruginosa. LQE presented antibiofilm action for S. coagulase (50 mg/mL)
and Streptococcus spp. (12.5 mg/mL); LYE for P. aeruginosa (50 mg/mL; 12.5 mg/mL),
E. coli (25 mg/mL). The bioinputs obtained by UAE under optimized conditions for phenolic
compounds present antioxidant, antimicrobial, and antibiofilm activities.

Keywords: bioinputs; cagaita; cerrado; phenolic compounds; response surface

methodology

1. Introduction

Bioinputs are emerging as sustainable and strategic alternatives for modern agriculture,
as they promote practices that combine productivity and environmental preservation.
Defined as products of biological origin used in agricultural and livestock management,
these inputs include microorganisms, plant extracts, and biofertilizers, emphasizing their
ability to reduce dependence on synthetic chemicals and mitigate environmental impacts [1].
In Brazil, the National Bioinputs Program consolidates public policies aimed at stimulating
the production and utilization of these inputs, including the use of plant by-products [1,2].
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Agroindustrial by-products are secondary materials generated in the industrialization
process of agricultural products. When they have market potential, they are defined as
co-products; when they do not yet have commercial value, they are waste [3].

Bioinputs offer opportunities for phytosanitary control and represent a sustainable
innovation for agriculture. According to data from the Brazilian Agricultural Research
Corporation (Embrapa), in Brazil, as of January 2025, there are records of five bioinputs
that control the development of bacteria and fungi of commercial interest to agriculture [4].

In addition to their application in pest control and agricultural management, bioinputs
have significant potential in disease treatment in the livestock sector, such as bovine mastitis,
and in sanitary control in poultry farming. Characterized by inflammation of the mammary
gland, bovine mastitis generally results from bacterial infections and can be influenced by
several factors, such as inadequate management, housing conditions, and milking practices
in dairy cattle [5]. The economic losses associated with mastitis, both in its clinical and
subclinical manifestations, include treatment costs, milk disposal, temporary decrease in
production, early slaughter, and mortality [6]. For poultry farming, the lack of sanitary
conditions in any part of the process can favor microbial growth, causing economic and
public health losses [7,8].

Previous studies on essential oils [9] and alcoholic extracts of aromatic plants [10]
evaluated the antimicrobial effect on different pathogens that cause bovine mastitis, demon-
strating that plant-based raw materials have the potential to control different strains of
microorganisms that cause the disease.

Among the natural alternatives for controlling microorganisms, bioactive compounds
extracted from plants of the family Myrtaceae have been extensively studied due to their
antimicrobial potential and the presence of phenolic compounds [11-14]. Eugenia dysenterica
DC., popularly known as “cagaita”, is a fruit tree species native to the Cerrado (savanna
biome) belonging to the family Myrtaceae, with wide distribution in Brazil. This fruit,
with an acidic flavor and characteristic aroma, is known for its importance in regional
cuisine and traditional use in folk medicine, in addition to having potential use in the
pharmaceutical industry due to its bioactive properties [15].

Vitamin C, folates, carotenoids, terpenes, as well as phenolic compounds and polyphe-
nols, such as flavonoids (catechin, quercetin, epicatechin) and tannins (ellagitannins and
proanthocyanidins) can be found in E. dysenterica [16,17]. In cooking, E. dysenterica fruit
is used to make fermented beverages, juices, sweets, and jellies [18,19]. Studies indicate
trypanocidal, anticholinesterase, antidiarrheal, anthelmintic, antileukemic, antimicrobial,
and antioxidant action of the leaf and fruit extracts of E. dysenterica [18,20-25]. Other effects,
such as hypoglycemic, neuroprotective, and gastroprotective, have also been attributed to
E. dysenterica extracts [26-28]. All this potential is associated with the compounds produced
by the species in response to internal or external stimuli [29].

Extraction techniques appropriate to the plant material and the classes of compounds
of interest are essential to ensure the efficacy and effectiveness of plant extracts. Extrac-
tion techniques such as infusion and decoction are widely used in popular culture, but
they do not take into account the quantification of bioactive compounds present in the
preparation [30].

Ultrasound-assisted extraction (UAE) is used to optimize the extraction of bioactive
compounds from plants. In this technique, mechanical waves are propagated in compres-
sion and rarefaction cycles, promoting the phenomenon called cavitation. This phenomenon
causes a punctual increase in temperature and pressure in the medium through which
the waves propagate, as well as the formation of microjets. The microjets promote the
rupture of solid particles in the medium, optimizing the mass transfer process during
extraction [31].
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Variables such as extraction time, solvent type and concentration, and proportion of
plant material are factors that influence the efficiency of UAE [32] of various compounds.
Statistical optimization tools are valuable instruments to indicate the best extraction con-
ditions for bioactive compounds. The Box-Behnken factorial design combined with the
response surface methodology (RSM) allows the efficient exploration of several experimen-
tal variables, such as time, temperature, and solvent, aiming to maximize the yield and
quality of the extracts obtained. Studies demonstrate the effectiveness of the combination
of these two methods in obtaining plant extracts [32,33].

Previous studies have optimized the extraction of bioactive compounds from Myr-
taceae species [34-36], but no research has focused on Eugenia dysenterica by-products as
sources of bioinputs, especially using UAE. Compared to traditional extraction methods
such as maceration or Soxhlet extraction, UAE offers increased efficiency, reduced solvent
consumption, and enhanced compound preservation, making it a more sustainable ap-
proach [37-39]. In addition, UAE is an efficient, fast, and environmentally friendly method
that can be scaled for industrial applications, standing out as an innovative technique to
produce bioinputs on a large scale [40,41].

The present study aimed to optimize the UAE of phenolic compounds from the by-
products of Eugenia dysenterica DC fruit in order to obtain bioinputs (liquid extract—LQE;
lyophilized extract—LYE) and to evaluate their antioxidant, antimicrobial, and antibiofilm
activities in bacteria isolated from broiler chickens, ATCC strains, and bovine mastitis.

2. Results and Discussion

2.1. Optimization Experiment for the Extraction of Phenolic Compounds
2.1.1. Analysis of the Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) Model

The efficiency of UAE of phenolic compounds from E. dysenterica fruit by-products
was investigated using the Box-Behnken model in two sets of experiments (Model 1 and
Model 2), considering three factors: time, ethanol content (EtOH), and plant material to
solvent ratio (PSR). The factors were tested at three levels: 10, 20, and 30 min (Model 1) and
20, 40, and 60 min (Model 2); 20, 40, and 60% ethanol content (Models 1 and 2) and PSR of
0.01; 0.1 and 0.19 g/mL (Models 1 and 2). The definition of these ranges of variables was
based on previous studies on the extraction of phenolic compounds in species of the family
Myrtaceae [35,36,42].

The time range of 20 to 60 min was taken into account in this study. This interval
was selected because long extraction times can increase the likelihood of oxidation and
polymerization of phenolic compounds [43]. For the ethanol content, the range used was
from 20 to 60%. The efficiency of solubilizing phenolic compounds, particularly those with
lower hydrophilicity, is lower for very low concentrations of ethanol (<20%). However,
concentrations over 60% can cause the precipitation of certain metabolites and unwanted
extraction of non-polar compounds, such as lipids and waxes [36,39].

Fifteen experiments were performed for each model, and the concentrations of total
phenolic compounds are listed in Tables 1 and 2.

For Model 1, the coefficient of determination R% was 0.97575, and the adjusted R? was
0.93211. The model was significant (p = 0. 0000002), indicating no lack of fit (p = 0.262976).
Model 2 was also significant (p = 0.0000007), indicating no lack of fit (p = 0.263143); the
coefficient of determination R2 was 0.92478, and the adjusted R? was 0.78939.



Molecules 2025, 30, 1115 4 of 23

Table 1. Box-Behnken experimental design for optimization of ultrasound-assisted extraction (UAE)
of total phenolic compounds, expressed as tannic acid (mg/mL), from Eugenia dysenterica fruit
by-products—Model 1.

Total Phenol Concentration

EtOH (%) PSR (g/mL) Time (min) (mg/mL)
40 0.19 30 0.024
20 0.01 20 0.023
20 0.19 20 0.020
40 0.01 10 0.025
40 0.19 10 0.022
60 0.01 20 0.023
20 0.1 10 0.021
60 0.1 10 0.018
60 0.19 20 0.020
40 0.01 30 0.028
40 0.1 20 0.025
20 0.1 30 0.021
40 0.1 20 0.024
40 0.1 20 0.024
60 0.1 30 0.020

EtOH (%): ethanol; PSR: plant material to solvent ratio.

Table 2. Box-Behnken experimental design for optimization of ultrasound-assisted extraction (UAE)
of total phenolic compounds, expressed as tannic acid (mg/mL), from Eugenia dysenterica fruit
by-products—Model 2.

EtOH (%) PSR (g/mL) Time (min) Total Phenol Concentration

(mg/mL)
20 0.1 60 0.017
40 0.1 40 0.024
60 0.19 40 0.025
60 0.1 60 0.021
40 0.1 40 0.025
40 0.01 60 0.023
60 0.1 20 0.020
40 0.1 40 0.026
20 0.1 20 0.021
60 0.01 40 0.024
20 0.19 40 0.026
40 0.01 20 0.020
40 0.19 20 0.022
40 0.19 60 0.021
20 0.01 40 0.026

EtOH (%): ethanol; PSR: plant material to solvent ratio.

The ANOVA results for the data from model 1 are listed in Table 3. A positive and
significant linear effect of time (1L) and PSR (3L) was found, suggesting that longer times
and higher PSR increase the concentration of total phenolic compounds (expressed as
tannic acid) in Model 1. The significant quadratic effect observed for ethanol content (2Q)
suggests that the optimal levels for this variable lie between the mean values used in the
experiments. In addition, the lack of a significant effect from the tested levels of ethanol
content (2L) indicates that this factor has little influence on the extraction process (Table 3).
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Table 3. Analysis of variance (ANOVA) of the quadratic polynomial regression model for the
ultrasound-assisted extraction (UAE) of total phenolic compounds, expressed as tannic acid (mg/mL),
from Eugenia dysenterica fruit by-products for Model 1.

Factor SS DF MS F p
(1) Time (min) (L) 0.000009 1 0.000009 37.0190 0.025966 *
Time (min) (Q) 0.000001 1 0.000001 49272 0.156625
(2) EtOH (%) (L) 0.000002 1 0.000002 9.3906 0.092026
EtOH (%) (Q) 0.000059 1 0.000059 255.1187 0.003897 *
(3) PSR (g/mL) (L) 0.000022 1 0.000022 96.0990 0.010246 *
PSR (g/mL) (Q) 0.000003 1 0.000003 15.0769 0.060382
1L by 2L 0.000002 1 0.000002 7.7896 0.107978
1L by 3L 0.000001 1 0.000001 3.7011 0.194278
2L by 3L 0.000000 1 0.000000 0.0020 0.968275
Lack of Fit 0.000002 3 0.000001 2.9552 0.262976
Pure Error 0.000000 2 0.000000
Total SS 0.000103 14

EtOH (%): ethanol; PSR: plant material to solvent ratio; SS: Sum of Squares; DF: Degree of Freedom; MS: Mean
Squares; *: significant effects (p < 0.05).

For Model 2 (Table 4), the ANOVA results revealed a significant quadratic effect for
the ethanol content (2Q), again suggesting that the optimal levels are situated between the
mean values used in the experiments of Model 2 (Table 4). Only EtOH showed a significant
quadratic effect on the total phenol concentration, implying that the relationship between
ethanol concentration and total phenols does not follow a linear pattern. In this model,
extraction time and PSR did not exhibit significant effects on the total phenol concentration
for the variables and levels studied.

Table 4. Analysis of variance (ANOVA) of the quadratic polynomial regression model for the
ultrasound-assisted extraction (UAE) of total phenolic compounds, expressed as tannic acid (mg/mL),
from Eugenia dysenterica fruit by-products for Model 2.

Factor SS DF MS F p
(1) Time (min) (L) 0.000000 1 0.000000 0.2340 0.676346
Time (min) (Q) 0.000002 1 0.000002 3.7016 0.194257
(2) EtOH (%) (L) 0.000000 1 0.000000 0.0706 0.815291
EtOH (%) (Q) 0.000072 1 0.000072 106.7325 0.009240 *
(3) PSR (g/mL) (L) 0.000000 1 0.000000 0.7356 0.481454
PSR (g/mL) (Q) 0.000004 1 0.000004 5.2970 0.147994
1L by 2L 0.000005 1 0.000005 8.1164 0.104288
1L by 3L 0.000001 1 0.000001 1.4051 0.357631
2L by 3L 0.000003 1 0.000003 4.7171 0.161995
Lack of Fit 0.000006 3 0.000002 2.9528 0.263143
Pure Error 0.000001 2 0.000001
Total SS 0.000097 14

EtOH (%): ethanol; PSR: plant material to solvent ratio; SS: Sum of Squares; DF: Degree of Freedom; MS: Mean
Squares; *: significant effects (p < 0.05).

2.1.2. Response Surface Analysis (RSA)

The response surface plots of Models 1 and 2 are represented in Figures 1 and 2,
respectively. The equations of the models are also presented below:

Total Phenol Concentration = 0.00990426689 + 0.000242492294 A + 0.00070591288 B — 0.0319487319 C
—0.00000554736679 A% — 0.00000997927833 B2 + 0.11980064 C? + 0.00000335070081 A (1)
x B —0.000513247612 A x C — 0.00000598778607 B x C
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Figure 1. Response surface plots showing the interaction effects of (A) PSR (g/mL) and EtOH (%),
(B) EtOH (%), and time (min) on the extraction of total phenols from E. dysenterica fruit by-products
(Model 1).

Figure 2. Response surface plots showing the interaction effects of (A) PSR (g/mL) and time (min) and
(B) EtOH (%) and time (min) on the extraction of total phenols from E. dysenterica fruit by-products
(Model 2).

Figure 1A shows that with average EtOH values, there is an increase in the concen-
tration of total phenols extracted in smaller proportions of plant material. In addition,
Figure 1B demonstrates that, in addition to the EtOH concentration, the interaction with
the extraction time enhances the yield of total phenols, indicating that optimal conditions
have EtOH values between 30 and 40% for Model 1. In Figure 2A, the highest and lowest
PSR used in the model at ethanol concentrations between 30 and 50% led to the highest
concentrations of phenolic compounds. In Figure 2B, the interaction with the extraction

time strengthens the importance of the EtOH concentration in the yield of total phenols,
indicating optimal values between 45 and 55%, according to ANOVA.

PSR = 0.01 g/mL, time = 40 min, and EtOH = 30%.

For Model 1, the best extraction conditions of phenolic compounds are
PSR =0.19 g/mL, time = 39 min, and EtOH = 46%.

For Model 2, they are
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The optimized extraction conditions are consistent with other studies conducted on
Myrtaceae species, such as Myrcia amazonica DC. and Myrtus communis L., where EtOH
and extraction time significantly influenced the yields of phenolic compounds. However,
our results show that 46% ethanol content was more effective for E. dysenterica, in contrast
to the 65% used in Myrcia amazonica DC leaf extract and Myrtus communis L. pericarp
extract [35,36].

The optimization of UAE conditions such as temperature, ethanol content, and time
is crucial to maximize extraction yield [36]. The UAE was optimized for the extraction of
phenolic compounds in different types of agro-industrial waste, such as chestnut peels and
brewer’s bagasse, using factorial designs and surface response methodology [44,45].

The use of UAE-based extraction technologies results in fewer solvents being used and
a direct impact on energy, time, and cost expenditures, reducing them [46]. The results of
this work are promising for the implementation of these bioinputs on a large scale despite
still facing technical and economic challenges [39]. Buvaneshwaran et al. [47] demonstrate
that UAE’s application valorizes waste compounds from food processing at an industrial
level, as evidenced by extracting phenolic compounds in the grain and coffee processing
industry, polyphenols in the wine processing industry, and fruit and vegetables.

2.1.3. Quantitative Analysis of Phenolic Compounds in Extracts Obtained Under
Optimized Conditions and in LQE

The concentrations of phenolic compounds predicted by the models under the optimal
conditions were 0.028015 mg/mL for Model 1 and 0.026221 mg/mL for Model 2. Using
spectrophotometric techniques [34], the mean experimental values of phenolic compounds
were 0.030 = 0.0484 for Model 1 and 0.027 +£ 0.005 for Model 2. These values correspond to
107.09% and 102.97% of the concentrations of phenolic compounds predicted by Models 1
and 2. Thus, both models were efficient in the extraction of phenolic compounds since they
are capable of extracting values close to and consistent with the values predicted by the
models, confirming that both are the best extraction conditions.

Therefore, the choice between using the extraction conditions of Model 1 or Model 2
will depend on the applicability. In Model 1, with a PSR of 0.01 g/mL, a larger amount of
solvent would be necessary to extract quantities of phenolic compounds similar to those
in Model 2. This represents a high cost with solvents and the concentration of extracts
for solvent removal in large-scale extraction processes. On the other hand, in Model 2,
with a PSR of 0.19 g/mL, the amount of solvent used will be lower as long as 46% EtOH
is used. This difference in the amount of solvent required for extraction makes Model 2
more efficient and viable for large-scale extract production, with lower demand for EtOH
and consequent reduction in operating costs, which is why the parameters of this model
were selected to obtain the bioinputs in the present work. Model 1 can be used to obtain
extracts on a small scale, such as in sample preparation for qualitative and quantitative
quality control analysis of plant material.

Extraction temperature and solvent composition were the most influential parameters
for UAE in studies carried out with Morus nigra pulp [34]. For Myrtaceae, the extraction
of phenolic compounds from Myrtus communis L. pericarp [35] and Myrcia amazonica DC
leaves [36] was optimized using the same parameters as in this study, demonstrating that
ethanol concentration, UAE time, and liquid—solvent—solid ratio directly affect the concen-
tration of total phenolic compounds in the extract. Similarly, our results confirmed the
importance of these parameters, especially EtOH and extraction time, which significantly
affected the concentration of total phenols. The optimization of these factors is essential to
maximize extraction efficiency and increase the yield of bioactive compounds.

Ultrasound-assisted extraction methods for phenolic compounds are used in different
plants and their parts. Extraction methods for phenolic compounds in purple sweet
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potato [48], in seed shells of Euryale ferox, popularly known as prickly waterlily [49], and
in leaves of Cenostigma macrophyllum, popularly known as “caneleira” [50], led to higher
yields of phenolic compounds, when they combined the ultrasound-assisted extraction
technique with factorial design and RSM.

2.1.4. Qualitative Analysis of Phenolic Compounds by HPLC-DAD in Bioinputs

The phenolic compounds ellagic acid and gallic acid were confirmed in the bioin-
puts (LQE and LYE) of E. dysenterica by HPLC-DAD, as shown in Figures 3 and 4. Their
presence was confirmed by comparing the retention times of the peaks detected in the chro-
matograms of each extract with the retention times of the peaks of the phenolic compound
standards. Additionally, the UV-Vis spectral curves of the peaks from the samples and
standards were compared.
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Figure 3. Chromatographic profiles in HPLC-DAD and UV-Vis spectral curves: (A) Reference
chemical substances. I: catechin, RT (retention time) 12.66 min; II: epicatechin; RT 13.55 min; IV: rutin,
RT 14.60 min; V: resveratrol, RT 17.81 min; VI: quercetin, RT 19.37 min; VII: apigenin, RT 21.15 min;
VIII: kaempferol, RT 21.61 min; ellagic acid was not detected in this analytical method; (B) liquid
extract from E. dysenterica fruit by-products optimized and concentrated in a rotary evaporator.
(C) Lyophilized extract from E. dysenterica fruit by-products. Chromatographic conditions—C-18
column (4.6 x 100 mm 2.7 um), mobile phase consisting of acetonitrile and 0.2% aqueous acetic acid
solution in gradient (2:98-5 min; 5:95-3 min; 20:80-3 min; 25:75-3 min; 40:60-7 min; 80:20-3 min;
90:10-3 min; 5:95-3 min; 2:98-5 min), flow rate of 1 mL/min, injection volume of 5 uL, column oven
temperature of 30 °C, wavelength of 280 nm.
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Figure 4. Chromatographic profiles in HPLC-DAD and UV-Vis spectral curves. (A) Ellagic acid
analytical standard. (B) Liquid extract from E. dysenterica fruit by-products. (C) Lyophilized extract
from E. dysenterica fruit by-products. Chromatographic conditions—C-18 column (4.6 x 100 mm
2.7 um), mobile phase consisting of water and acetonitrile (85:15), both acidified with 0.05% (w/v)
trichloroacetic acid, flow rate of 1 mL/min, injection volume of 10 pL, column temperature of 40 °C,
wavelength of 254 nm.

Gallic acid contributes significantly to the antioxidant capacity of an extract. This is
evident from the high phenolic content and the ability to scavenge free radicals, as seen in
the extracts from Eugenia stipitata fruit and Eugenia jambolana seed [51,52]. The presence
of gallic acid in Eugenia plants is associated with several therapeutic benefits, including
hepatoprotective and antidiabetic effects [52].

Ellagic acid acts as a marker compound in the chemotaxonomic classification of
Myrtaceae species, aiding in the differentiation between various genera and species within
the family [53]. The extracts from Eugenia uniflora leaves and Eugenia involucrata fruit and
seed contain ellagic acid, which contributes to their antioxidant properties [54,55].

In E. dysenterica, ellagic acid and gallic acid are present in hydroalcoholic extract of
leaves [56], ethanolic extract of pulp, bark, seed, leaf, and fruit [57], and in fruits at different
ripening stages [58].

2.2. Antioxidant Activity

The total antioxidant activity of LQE and LYE bioinputs from Eugenia dysenterica was
evaluated using the ABTSe ™, FRAP, and DPPH methods. The results are listed in Table 5.
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Table 5. Total antioxidant activity of LQE and LYE bioinputs from Eugenia dysenterica evaluated by
the ABTSe ™, FRAP, and DPPH methods. Different letters mean statistical difference by Dunn post
hoc test with 95% of significance.

Bioinput FRAP ABTSe™ DPPH
P uM FeSO,4/g Sample uM Trolox/g Sample g Sample/g DPPH

LQE 1633.60 a 1633.13 a 73.35a

LYE 1692.09 a 1379.75b 83.35a

Caption: ABTSe™: 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) radical cation; FRAP: iron reduction potential;
DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical; LQE: liquid extract; LYE: lyophilized extract.

The phenolic compounds in E. dysenterica are known for their antioxidant activ-
ity [18,20,24], directly dependent on the concentration and composition of phenolic com-
pounds [59], which is consistent with the results of this study. Compared to grape marc
from the variety Egiodola (21.206 uM Trolox/100 g), LQE and LYE extracts had higher
antioxidant activity with the ABTS method [60]. Despite the results of the statistical analysis
showing a significant difference in antioxidant activity using the ABTS method, it is evident
that both LQE and LYE have antioxidant activity that ensures the presence of phenolic
compounds in the LYE bioinput, even after lyophilization.

Lyophilization preserves the bioactive compounds of the extract, ensuring the mainte-
nance of its antioxidant capacity [61-63]. This type of analysis enables the evaluation of the
general antioxidant potential of bioactive molecules in the bioinput [64].

2.3. Antimicrobial and Antibiofilm Activity

MIC and MBC were determined using the microdilution method. The results are
presented in Table 6.

Table 6. Values of minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum bactericidal concentra-
tions (MBC) of the LQE and LYE bioinputs from Eugenia dysenterica.

Bioinputs
Microorganisms LQE LYE
MIC (mg/mL) MBC (mg/mL) MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)
. . Proteus spp. 25 >50 62. >500
Broiler ChIICken heart  giepsiela spp. 12.5 >50 15.6 125
1solates Escherichia coli 12.5 >50 15.6 >500
P ngjgozzggf 25 >50 15.6 >500
Broiler chicken liver
. Staphylococcus
isolates congulase (-) 125 >50 15.6 250
Proteus vulgaris 25 >50 125 >500
Escherichia coli 25 >50 25 >500
Staphylococcus spp. 10 >50 10 125
Clinical isolates of Streptococcus spp. 5 25 5 50
bovine mastitis Escherichia coli 5 >50 5 >500
Pseudomonas 25 25 25 25
aeruginosa
Commercial strains P Zifjgzggjs 25 50 25 50
(ATCC) Escherichia coli 3.125 50 3.125 50

LQE—liquid extract; LYE—Ilyophilized extract; MIC—minimum inhibitory concentration; MBC—minimum
bactericidal concentration; ATCC—American Type Culture Collection.
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The antimicrobial activity evaluation of the LQE and LYE bioinputs from E. dysenterica
revealed varying values of MICs and MBCs for the microorganisms tested. In general, both
bioinputs inhibited the growth of pathogenic microorganisms, with special relevance for
clinical isolates of bovine mastitis and commercial strains.

The lowest MIC and MBC of LQE and LYE (2.5 mg/mL) were found for Pseudomonas
aeruginosa, isolated from clinical cases of bovine mastitis, indicating sensitivity to the
bioactive compounds in the extracts. On the other hand, Proteus vulgaris was more resis-
tant, with high MBC values for LQE (>500 mg/mL). A difference in response was also
observed between Gram+ bacteria (Staphylococcus spp., Streptococcus spp., and S. coagulase
(-)) and Gram- (Proteus spp., Klebsiella spp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and
Proteus vulgaris), with Gram+ bacteria generally showing greater sensitivity to the extracts
tested. These results suggest that the E. dysenterica LQE and LYE bioinputs have promising
antimicrobial potential, especially against more susceptible microorganisms.

Bovine mastitis, often caused by microorganisms such as Staphylococcus spp., Strep-
tococcus spp., and Escherichia coli, can significantly damage the health of dairy cows and
the quality of milk produced [65]. The Staphylococcus and Streptococcus strains, with MICs
of 10 mg/mL and 5 mg/mL and MBCs of 25 mg/mL and 50 mg/mL for LQE and LYE,
respectively, indicate that the bioinputs have relevant activity against the main microor-
ganisms responsible for intramammary infections in cattle. Staphylococcus infections are
particularly challenging, given their ability to form biofilms, which makes treatment more
difficult and increases the risk of resistance to traditional antibiotics [66].

Pseudomonas aeruginosa is a pathogen known for its resistance to multiple antibiotics
and is present in respiratory infections and wounds, both in humans and animals [67].
The antimicrobial activity against P. aeruginosa in broiler chicken liver samples, with a
MIC of 2.5 mg/mL, suggests that bioinputs have the potential to control this bacterium
in veterinary settings. Similar findings were evidenced for the ethanol extracts of Punica
granatum peels and Syzygium aromaticum flowers, which showed MIC ranging from 2.5 to
5.0 mg/mL for P. aeruginosa and Streptococcus spp. [68].

To evaluate the antibiofilm activity, samples were analyzed for biofilm production
based on their optical density (OD) and classified as non-producers, weak producers,
moderate producers, and strong producers of biofilm [69] for LQE (Table 7) and LYE
(Table 8).

Biofilm formation is advantageous for mastitis-causing pathogens, as it facilitates their
persistence in the udder. This ability to form biofilms is associated with recurrent mastitis
infections, contributing to increased resistance to antimicrobials and evasion of the host’s
immune system [70].

According to Tables 7 and 8, biofilm production was reduced when LQE and LYQ
concentrations were higher, which suggests a direct correlation between bioinputs concen-
tration and inhibition of biofilm production.

Considering the Gram + bacteria group, LQE (Table 7) showed total inhibition of
biofilm formation for S. coagulase (50 mg/mL) and Streptococcus spp. (12.5 mg/mL) and
weak biofilm production for Staphylococcus spp. (12.5 mg/mL). For Gram-bacteria, LQE
showed complete inhibition of biofilm formation for P. aeruginosa (liver) (50 mg/mL),
E. coli (liver) (25 mg/mL), and P. aeruginosa (mastitis) (12.5 mg/mL), and weak biofilm
production for Klebsiella spp. and E. coli (heart and mastitis) (12.5 mg/mL), and P. aeruginosa—
ATCC (25 mg/mL). The extract did not inhibit biofilm production in Proteus spp. and
E. coli (ATCC).
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Table 7. Mean values (£standard deviation) of optical densities of the negative control and samples treated with different concentrations of E. dysenterica LQE. *
Different letters mean the statistical difference between concentrations by Dunn’s post hoc test with 95% significance.

OD-LQE (mg/mL)
50 25 12.5 6.25 3.13 1.5

0.0909 + 0.008 a 0.1053 + 0.004 ab 0.2240 + 0.063 b 0.2929 + 0.050 b 0.3929 + 0.054 b
**+0.0784 £ 0.018 a **(0.0578 = 0.006 ab 0.1554 + 0.069 b 0.2204 + 0.058 bc 0.2456 + 0.057 ¢

Microorganisms OD-NC

0.0408 + 0.002
0.0568 + 0.002

0.0863 £ 0.003 a
**0.0833 £ 0.004 a

Proteus spp.

Broiler chicken heart Klebsiela spp.

isolates Escherichia coli **(.0599 4 0.003 a *0.0635 4+ 0.006a  **0.0776 % 0.003 ab 0.0897 =+ 0.002 b 0.0828 =+ 0.007 bc 0.1134 4 0.002 0.0410 + 0.001
Broiler chicken li P. aeruginosa *0.0385 £ 0.007 a *0.0340 + 0.002 a *0.0776 + 0.010 b 0.0928 = 0.006 b 0.0989 =+ 0.003 ¢ 0.2750 4 0.051 ¢ 0.0397 = 0.0002
rorler chicken fver S. coagulase (-) *0.0397 + 0.005 a *+0,0771 + 0.001 ab *+0.0438 4 0.005 a 0.0903 4 0.008 b 1.2180 = 0.108 be 1.6312 + 0.262 ¢ 0.0412 4+ 0.010

isolates 0.0593 £+ 0.002

0.0671 £ 0.002
0.0418 £ 0.002
0.0408 + 0.002
0.0406 £ 0.002

0.05833 + 0.006

0.2460 + 0.058 b

1.0193 £0.135¢
0.0761 + 0.003 b
0.1001 = 0.008 b
0.0894+ 0.005 b

0.1989 + 0.007 bc

0.1833 + 0.006 b

0.3056 £+ 0.02 ¢
0.0839 + 0.006 b
**0.0796 £ 0.006 b
*0.0386 £ 0.003 a

0.1921 + 0.004 bc

0.1842 +0.016 b

0.3902 =+ 0.075 bc
**0.0445 £ 0.005 a
**0.0419 £ 0.001 a
**0.0428 + 0.007 ab

0.1618 + 0.022 ac

0.1287 + 0.017 ab

**(0.0959 + 0.015 ab
*0.0401 £ 0.001 a
**0.0427 £ 0.003 a
*0.0381 £ 0.003 a

0.1439 £ 0.026 ac

*0.0865 £ 0.003 a

**0.0711 £ 0.003 a
*0.0387 £ 0.002 a
**0.0492 £ 0.007 a
*0.0394 £ 0.004 a

**0.0957 £ 0.003 a

*0.0861 £ 0.011 a

**0.0683 + 0.002 a
*0.0405 £ 0.002 a
*0.0405 £ 0.005 a
*0.0395 £ 0.001 a

**+0.0922 £ 0.003 a

Escherichia coli

Staphylococcus spp.
Streptococcus spp.
Escherichia coli
P. aeruginosa

Clinical isolates of
bovine mastitis

Commercial strains P. aeruginosa

(ATCC) Escherichia coli 0.1137 £ 0.013 a 0.1353 4+ 0.016 a 0.1940 4+ 0.038 ab 0.2222 4+ 0.064 b 0.2682 4 0.094 bc 0.2994 + 0.104 ¢ 0.0436 + 0.001
OD: optical density; NC: negative control; * no biofilm production; ** weak biofilm production.
Table 8. Mean values (+standard deviation) of optical densities of the negative control and samples treated with different concentrations of E. dysenterica LYE. *
Different letters mean the statistical difference between concentrations by Dunn’s post hoc test with 95% significance.
Microorganisms OD-LYE (mg/mL) OD-NC
8 500 250 125 62.5 31.2 15.6 7.8 3.9 1.9
Proteus s *0.0400 £+ **0.0455 £ **0.0488 + 0.0889 +0.002  0.0952 £0.001  0.1053 +0.004  0.2983 + 0.035  0.3855 £ 0.032  0.4846 4+ 0.046 0.0408 - 0.002
PP- 0.005 a 0.003a 0.008 a ab b b b b b : '
Broiler chicken . **0.0630 + *0.0567 + **0.0583 + **0.0689 + **0.0714 £ **0.0747 + **0.0919 £ 0.1413 + 0.022 0.2053 £ 0.045
heart isolates eS¢l SPP- 0.003 a 0.008 a 0.006 a 0.005 ab 0.010 ab 0.004 b 0.008 be ¢ ¢ 0.0568 =+ 0.002
Escherichia coli **0.0486 + **0.0549 £ **0.0584 + **0.0555 £ **0.0505 £ 0.0993 £+ 0.012 0.2059 £+ 0.116 0.1233 + 0.010 0.1676 £+ 0.033 0.0410 = 0.001
0.006 a 0.006 a 0.006 ab 0.005 ab 0.005 b bc cd cd d ’ '
P aerucinosa *0.0390 £ **0.0410 £ *0.0379 £ *0.0395 £+ **0.0405 £ *0.0377 £ **0.0726 £ 0.0966 + 0.012 0.2743 £+ 0.038 0.0397 +
' 8 0.006 a 0.001 a 0.007 a 0.001 a 0.003 a 0.007 a 0.006 b b b 0.0002
Broiler chicken **0.0438 £ *0.0406 £ *0.0387 £ **0.0449 £ *0.0400 £ *0.0404 £ 0.0861 £ 0.011 0.8028 4+ 0.627  0.7484 + 0.574
liver isolates > *814%¢ ©) 0.007 a 0.002 ¢ 0.005 b 0.005 a 0.004 b 0.001 ¢ a a a 0.0412 £ 0.010
Escherichia coli *0.0590 £ **0.0654 £ **0.0619 £ **0.0678 £ **0.0655 £ **0.0728 £ 0.1448 +0.038  0.1591 +0.034  0.2188 £ 0.068 0.0593 + 0.002
0.007 a 0.005 a 0.010 a 0.006 a 0.006 a 0.010 ab b b b ’ '
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Table 8. Cont.

Microorganisms OD-LYE (mg/mL) OD-NC
8 500 250 125 62.5 31.2 15.6 7.8 3.9 1.9
Staphylococcus *0.0658 + **0.0687 + *0.0633 + **0.0716 + **0.0885 + **0.0955 + 0.1436 + 0.007 0.3397 4+ 0.089 0.9852 4+ 0.140 0.0671 + 0.002
spp- 0.002 a 0.004 ¢ 0.001 b 0.007 a 0.006 b 0.011 ¢ a a a ’ ’
Clinical Streptococcus **0.0418 + *0.0408 = *0.0400 = *0.0410 = *0.0412 = **0.0448 + *0.0413 = **0.0797 + 0.1704 £+ 0.019 0.0418 + 0.002
isolates of spp- 0.001 a 0.007 a 0.004 a 0.003 a 0.009 a 0.009 b 0.007 b 0.002 ¢ C ! ’
bovine Lo . *0.0389 + **0.0415 + **0.0419 + **0.0439 + **0.0519 + **0.0435 + **0.0423 + 0.0821 + 0.005 0.0875 £+ 0.015
mastitis Escherichia coli 0.010 a 0.006 a 0.004 a 0.010 a 0.010 ab 0.009 a 0.003 a b b 0.0408 + 0.002
P aerucinosa **0.0416 + *0.0386 + **0.0411 + *0.0392 + *0.0390 + **0.0586 + **0.0618 + **0.0786 + 0.0868 4+ 0.005 0.0406 + 0.002
’ 8 0.004 a 0.005 a 0.002 a 0.001 a 0.008 a 0.009 ab 0.003 b 0.006 b b ! ’
P aerucinosa **0.0660 + **0.0702 + **0.0814 + **0.0925 + **0.1086 + *0.1104 + 0.1272 + 0.010 0.1366 + 0.011 0.1793 4+ 0.027 0.05833 +
Commercial ' 8 0.003 a 0.006 a 0.007 ab 0.004 b 0.009 be 0.008 bc od de e 0.006
strains (ATCC) Escherichia coli **0.0475 + **0.0693 + **0.0701 + 0.1137 + 0.013 0.2814 + 0.041 0.4507 4+ 0.119 0.5653 4+ 0.048 0.6574 + 0.131 0.8361 4+ 0.143 0.0436 - 0.001
0.008 a 0.004 a 0.016 a a b b b b b ! ’

OD: optical density; NC: negative control; * no biofilm production; ** weak biofilm production.
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As shown in Table 8, the concentrations tested for LYE were higher than LQE due to
the characteristics of each extract. Regarding the group of Gram+ bacteria, LYE showed
complete inhibition of biofilm formation for S. coagulase (125 mg/mL), Streptococcus spp.
(31.2 mg/mL), and Staphylococcus spp. (125 mg/mL). For Gram-bacteria, LYE showed
complete inhibition of biofilm formation for Proteus spp. (500 mg/mL), Klebsiella spp.
(250 mg/mL), P. aeruginosa (liver) (62.5 mg/mL), E. coli (mastitis) (500 mg/mL), and
P. aeruginosa (mastitis) (62.5 mg/mL), and weak biofilm production for E. coli (heart
and liver) (31.2-15.6 mg/mL), and P. aeruginosa—ATCC (15.6 mg/mL), and E. coli (ATCC)
(125 mg/mL).

There are no studies in the literature on antimicrobial activity for extracts from E. dysen-
terica fruit by-products. However, the effect of the ethanolic extract from E. dysenterica
leaves against S. aureus (MIC: 2 mg/mL) and P. mirabilis (MBC: 1 mg/mL) is evidenced [71],
as is the action of the aqueous extract of the leaves against S. aureus strains isolated from
human wounds, S. aureus (ATCC 12692 and ATCC 29737) (MIC: 83 pg/mL), and against
-lactamase positive S. aureus strains, S. aureus isolated from human wounds, S. aureus
enterotoxin positive, and S. aureus (ATCC 25904) (167 ug/mL) [11]. For the ethanolic extract
of E. dysenterica pulp encapsulated with gum arabic or inulin, the inhibitory activity against
S. aureus and Listeria monocytogenes (MIC = 1.48 mg/mL; 0.48 mg/mL) stands out [12]. The
essential oil from E. dysenterica leaves also has antimicrobial action against Streptococcus
mitis (MIC =250 pg/mL), S. sanguinis (MIC = 200 ug/mL), S. sobrinus (MIC =400 pug/mL),
S. salivarius (MIC = 400 pg/mL), and S. mutans (MIC = 31.2 ug/mL) [12].

The use of bioinputs as alternatives for the control of these microorganisms can be an
important strategy, reducing the dependence on synthetic antibiotics in livestock farming.
Bioinputs from E. dysenterica present antimicrobial and antibiofilm potential, according to
our findings.

3. Materials and Methods
3.1. Plant Material

Eugenia dysenterica fruit was collected in the municipality of Rianépolis, state of Goids,
Brazil (15°29'18" S, 49°27'57"" W), belonging to the Sao Patricio Valley region (SISGEN
Registration A1D543E), in areas with typical Cerrado vegetation. The studied material
was identified and registered in the Herbarium of the State University of Goids—Henrique
Santillo Campus with registration number 15137.

After collection, the fruit was selected according to color, ripeness, texture, and absence
of injuries and washed in running water. Then, the fruits were depulped in an industrial
depulper (Bonina, Itabuna, Brazil) to separate the pulp from the peel and seed. The by-
products (peels and seeds) were dried in a forced air oven (Marconi, model MA035/5,
Piracicaba, Brazil) at 40 °C until moisture was between 8 and 14% [72]. Afterward, the
dried material was pulverized in a knife mill (SP Labor, model SP-33, Presidente Prudente,
Brazil) and stored in a sealed plastic bag protected from light.

3.2. Physical and Chemical Characterization of the Plant Material

The pharmacognostic characterization [60] of the E. dysenterica by-products revealed a
moisture content of 8.53% =+ 0.23, total ash of 1.36% =+ 0.16, swelling index of 0.5 mL, and
powder particle size of 1.70 mm (0.19%), 710 pm (29.59%), 355 um (33.67%), 250 um (10.17%),
180 pm (6.83%), and 125 um (19.55%), which classifies it as coarse powder. Phytochemical
screening [73-75] revealed tannins, anthraquinone heterosides, and phenolic compounds
in the plant material.
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3.3. Optimization of Ultrasound-Assisted Extraction

To optimize the ultrasound-assisted extraction (UAE) of total phenolic compounds, the
factors ethanol content (% w/w) of the extractor liquid, extraction time (min), and plant ma-
terial /solvent ratio (PSR-g/mL) were investigated in two sets of experiments (Model 1 and
Model 2) using a Box-Behnken model and the response surface methodology (RSM). For
this purpose, 15 random experiments were generated for each model using the Statistica®
software, version 12.0. The factors were tested at three levels: 10, 20, and 30 min/20, 40,
and 60 min; 20, 40, and 60% ethanol content and PSR of 0.01; 0.1, and 0.19 g/m, in an
ultrasonic bath equipment (Eco-Sonics, model Q 5.9/40 A, Indaiatuba, Brazil) 40 kHz, with
temperature control of 59 °C [42]. The RSM indicated the best conditions for extracting
total phenolic compounds from the plant material. The optimal conditions suggested by
the model for both sets of experiments were experimentally validated in triplicate.

3.4. Total Phenol Determination

The concentration of total phenols in all samples was determined using a spectropho-
tometric method [76]. Briefly, for the calibration curve, the reaction standard was prepared
using 100 mg of tannic acid for 100 mL of distilled water, and the calibration curve was
performed following the respective dilutions, 0.050, 0.075, 0.100, 0.125, and 0.150 mg/mL,
and for the extracts, dilutions of 0.050 mg/mL were used for Model 1 and 0.300 mg/mL
for Model 2 and 0.02 mg/mL for LQE. One mL of each preparation was poured into tubes
containing 2 mL of sodium lauryl sulfate/triethanolamine solution and 1 mL of ferric
chloride solution (0.162% FeCLj3). The reading of the samples and tannic acid concentra-
tions were made after 15 min in a spectrophotometer (Metash, model ESPEC UV-5100,
Shangai, China) at 510 nm. The blank consisted of 1 mL of distilled water, 2 mL of sodium
lauryl sulfate/triethanolamine, and 1 mL of the ferric chloride solution. To calculate the
concentration of total phenols in the analyzed samples, the following equations were used:

_ Absorbance — A
- B

C )
where

C = tannic acid concentration in mg/mL;

A = linear coefficient of the line equation (linear regression of the tannic acid calibration
curve);

B = angular coefficient of the line equation (linear regression of the tannic acid calibra-
tion curve).

TP = C « DF 4)

where

TP = Total Phenols (mg/mL);

C = tannic acid concentration in mg/mlL;

DF = dilution factors of samples and plant materials to express the concentration of
total phenols in the plant material.

3.5. Preparation of LQE and LYE Bioinputs

The LQE of E. dysenterica fruit by-products was produced according to the optimal
conditions obtained in Model 2 of the optimization. For this purpose, we used 1.3 kg of
plant material and 6.84 L of EtOH (46%) for 39 min at 59 °C in UAE (Ultronique Q5.9/40A,
frequency 40 kHz and power 200 W, Indaiatuba, Brazil). The extract was filtered and
concentrated in a rotary evaporator (Ika 10, Staufen, Switzerland) at 40 °C, 25 rpm rotation,
and 70 mBar pressure, until approximately 5 L of LQE was obtained. This was homogenized
and stored in a plastic bottle at —20 °C. A portion of the liquid extract was lyophilized
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(Liobras K108, Sao Carlos, Brazil) in the Bioassay Laboratory of the State University of
Goids to obtain the LYE and reserved for later tests.

3.6. Physical and Chemical Characterizations of LQE and LYE Bioinputs

The LQE bioinput presented solids content of 8.64% =+ 0.06, pH of 4.21 £ 0.02, relative
density (g/mL) of 1.0063 £ 0.0022, ethanol content of 0% (1.0127 g/ cm?) + 0.0134 [72], and
total phenol concentration of 0.063 mg/mL [76]. The LYE presented a yield of 69.72% and a
loss by desiccation of 8.12% = 0.08.

3.7. Qualitative Analysis of Phenolic Compounds in Bioinputs by HPLC-DAD

High-Performance Liquid Chromatography with Diode Array Detector (HPLC-DAD)
analysis was performed on an Agilent Technologies 1260 Infinity Il HPLC equipment (Santa
Clara, United States), OpenLab CDS software (B.01.03.092 version), equipped with a diode
array detector (DAD model G7115A), automatic injector, and C18 column (4.6 x 100 mm
2.7 um) to investigate the occurrence of catechin, epicatechin, caffeic acid, kampferol, gallic
acid, ellagic acid, quercetin, rutin, apigenin, and resveratrol in LQE and LYE samples. Two
chromatographic conditions were investigated: A) Mobile phase consisting of acetonitrile
and 0.2% aqueous acetic acid solution in gradient (2:98-5 min; 5:95-3 min; 20:80-3 min;
25:75-3 min; 40:60-7 min; 80:20-3 min; 90:10-3 min; 5:95-3 min; 2:98-5 min), with a flow rate
of 1 mL/min, injection volume of 5 pL, column oven temperature of 30 °C, at wavelengths
of 280, 306 and 340 nm [77]. B) Mobile phase consisting of water and acetonitrile (85:15),
both acidified with 0.05% (w/v) trichloroacetic acid, with a flow rate of 1 mL/min, injection
volume of 10 pL, column temperature of 40 °C, at wavelengths of 254 nm and 280 nm, for
25 min [64].

3.8. Antioxidant Activity
3.8.1. ABTS

The total antioxidant activity was determined by the 2,2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid) radical (ABTS+) method according to Rufino et al. [78], with modifications.
From concentrations of 4000 mg/L of LQE and LYE, 6 dilutions were made, obtaining
the following concentrations: 2000, 1000, 500, 250, 128, and 64 mg/L. An aliquot of 30 uL
of each dilution was transferred to test tubes, in duplicate, and added with 3 mL of
the ABTS-+ radical. The tubes were homogenized, and the reading was performed in a
spectrophotometer (Metash, model ESPEC UV-5100, Shangai, China) after 6 min at 734 nm.
The blank was composed of ethyl alcohol, and the standard curve was made using Trolox
at concentrations of 100 uM, 500 uM, 1000 pM, 1500 uM, and 2000 uM. The procedure was
performed in duplicate in a dark environment. The results were expressed in pM Trolox
equivalents/g extract.

3.8.2. FRAP

The determination of total antioxidant activity by the iron reduction method (FRAP)
was carried out according to the modified method of Rufino et al. [79]. From concentrations
of 4000 mg/L of LQE and LYE, 6 dilutions were made, obtaining the following concen-
trations: 2000, 1000, 500, 250, 128, and 64 mg/L. An aliquot of 90 uL of each dilution was
transferred to test tubes, in duplicate, containing 270 puL of distilled water and 2.7 mL of
the FRAP reagent. The tubes were homogenized and kept at rest for 30 min, protected from
light. The blank consisted of the FRAP reagent, and the readings were taken at 595 nm
using a spectrophotometer (Metash, model ESPEC UV-5100, Shangai, China). The standard
curve was constructed using ferrous sulfate at concentrations of 500 uM, 1000 1M, 1500 1M,
and 2000 uM. The standard curve was performed in duplicate in a dark environment. The
results were expressed in uM FeSO, /g sample.
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3.8.3. DPPH

The total antioxidant activity was determined by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) radical method according to the modified method of Rufino et al. [80]. From
concentrations of 4000 mg/L of LQE and LYE, 6 dilutions were made, obtaining the
following concentrations: 2000, 1000, 500, 250, 128, and 64 mg/L. After the kinetic test,
which defines the absorbance stabilization of the different concentrations, a time of 22 min
was set for reading the LQE and LYE samples. Thus, an aliquot of 100 pL of each dilution
was transferred to test tubes, in duplicate, to which 3.9 mL of the DPPH radical was added.
The tubes were homogenized and read after 22 min at 515 nm. The blank was composed
of methyl alcohol, and the standard curve was performed using the DPPH solution in
concentrations of 10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50 uM, and 60 uM. The procedure was
performed in duplicate in a dark environment.

The antioxidant production in the different methods was compared using Dunn’s post
hoc test with 95% significance.

3.9. Antimicrobial Activity
3.9.1. Minimum Inhibitory Concentration and Minimum Bactericidal Concentration

The antimicrobial activity of LQE and LYE was investigated by the broth microdilution
test, according to the protocol recommended by the Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI) for antimicrobial susceptibility testing by dilution of antimicrobial agents
in broth [81].

Strains isolated from milk of cows with clinical and subclinical mastitis in different
regions of the State of Goids and donated by the Microbiology Laboratory of the School
of Veterinary Medicine and Animal Science of the Federal University of Goids (UFG)
(Staphylococcus spp.; Streptococcus spp.; Escherichia coli) were used. Strains isolated from
livers (Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus coagulase (-); Proteus vulgaris; Escherichia coli)
and hearts of broiler chickens (Proteus spp.; Klebsiella spp.; Escherichia coli) from commercial
slaughterhouses under the state inspection service of the State of Goids (Agrodefesa) and
two standard American Type Culture Collection (ATCC) strains (Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27855; Escherichia coli ATCC 25312) maintained at the Microbiology Laboratory of
the State University of Goids (UEG) were also used.

For the samples, a solution was prepared, which contained 5% DMSO, Mueller Hinton
(MH) broth, and the mass of LQE and LYE corresponding to concentrations of 50 and
500 mg/mL, respectively. From the initial solution, the samples were diluted for analysis.
For LQE, the following concentrations were tested: 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, and 1.5 mg/mL.
For LYE, the concentrations were 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8, 3.9, and 1.9 mg/mL.
In sterile 96-well flat-bottom microplates with lids, 50 uL of Mueller Hinton (MH) broth
adjusted with bacterial inoculum at 1 x 10® CFU.mL~! and 50 uL of bioinput diluted
in MH were placed. As a growth control, a suspension of microorganisms in a medium
without extracts was used. To control antimicrobial activity, chloramphenicol was used
at concentrations of 64, 32, 16, 8, 4, and 2 ug. mL~1. A control was also carried out with
hypochlorite (2.5%), a disinfectant used in milking environments, and broth sterility control.

The bacterial inocula were prepared from a suspension of colonies grown in MH
agar for 24 h. Colonies were transferred to sterile MH broth until a turbidity of 0.5 on the
McFarland scale was reached, resulting in an inoculum concentration of 10® CFU.mL™1.
After incubating the microplate in an oven for 24 h, 25 uL of freshly prepared 0.01%
resazurin was added to each well and incubated at 37 °C for one hour. The presence of
bacterial growth was indicated by a pink color, while a blue color indicated the absence
of growth. The contents of the wells that appeared blue were transferred to a Petri dish
with MH Agar and incubated at 37 °C for 24 h to evaluate the bactericidal or bacteriostatic
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activity. The Dunn’s post hoc test with 95% significance was used between doses for each
group of bacteria to compare different microbial activities.

3.9.2. Effect of LQE and LYE on Biofilm Formation

The quantification and inhibition of biofilm production in polystyrene microtiter plates
were performed according to the protocol established by Stepanovic et al. [69] using the
same microorganisms as in the previous tests. To form and quantify the total biofilm mass,
three to four isolated colonies were suspended in a tube containing 4.5 mL of sterile saline
solution. The turbidity of this suspension was adjusted to match the 0.5 McFarland scale,
which corresponds to approximately 1.5 x 108 CFU/mL. This inoculum (100 pL) was
transferred to a tube containing 9.9 mL of Tryptone Soy Broth (TSB) to adjust the inoculum
to a concentration of approximately 1.5 x 10° CFU/mL.

For the biofilm inhibition test, we used 50 puL of the inoculum and 50 uL of LQE and
LYE prepared with 5% DMSO and TSB broth corresponding to concentrations of 50 and
500 mg/mL, respectively. The samples were diluted for analysis from the initial solution.
For LQE, the following concentrations were tested: 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, and 1.5 mg/mL.
For LYE, the concentrations were 500, 250, 125, 62.5, 31.2,15.6, 7.8, 3.9, and 1.9 mg/mL. The
plates were incubated at 35 °C for 24 h to allow the development of microbial biofilms.

The culture media containing the bacterial growths were removed from the wells and
washed three times with 150 uL of sterile saline solution to remove non-adherent cells.
Each well was added with 110 pL of 1% crystal violet and incubated in bacteriological
incubators at 35 °C for 10 min. The dye was discarded, and the plate was washed five times
with 150 pL of sterile saline solution.

The plates were dried at 35 °C for 20 min. Subsequently, 110 puL of absolute ethanol
was added to each well to solubilize the staining of the adhered bacteria, and the plate was
incubated for an additional 10 min. To read the optical densities (OD) of the microplate
wells, an automated reader (Epoch) was used at 492 nm.

The tested strains were classified according to biofilm production levels [69]. Based on
the relationship between the optical density (OD) and the optical density of the negative
control (ODc), the strains were classified as non-producers, weak producers, moderate
producers or strong producers, according to the following formula: OD < ODc = non-
producer; ODc < OD < (2XODc) = weak producer; (2XODc) < OD < (4XODc) = moderate
producer, and (4XODc) < OD = strong producer.

4. Conclusions

The results of our study indicate that the LQE and LYE bioinputs from E. dysenterica
fruit by-products, obtained by UAE under optimized conditions for phenolic compounds,
present antioxidant, antimicrobial, and antibiofilm activity, with promising results against
microorganisms of relevance to public and veterinary health, related to bovine mastitis and
strains isolated from commercial broiler chicken organs.

The antimicrobial activity against strains of Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus spp., and Streptococcus spp. suggests that these natural extracts are promising
for the development of future preparations that may assist in the controlling of these mi-
croorganismes.

The research reinforces the importance of exploring natural compounds for the devel-
opment of new approaches to disease control, especially in a scenario of increasing bacterial
resistance. Nevertheless, additional studies are required to assess the efficacy of bioinputs
from Eugenia dysenterica fruit by-products under clinical conditions, including safety trials,
interactions with conventional treatments, and in vivo and ex vivo studies.
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Finally, this study contributes to the growing need for sustainable alternatives in the
management of resistant pathogens, pointing to a new direction in the development of
control strategies based on natural resources and the use of by-products of these resources,
with benefits for both animal health and public health and the environment.
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