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Otimizacao do Extrato Bruto Hidroetandlico das
Folhas de Eugenia dysenterica DC. pelo Método
Box-Behnken e Avaliacao das suas Atividades
Antioxidante e Antimicrobiana

Optimization of the Crude Hydroethanolic Extract of Eugenia

dysenterica DC. Leaves Using the Box-Behnken Method and Assessment
of its Antioxidant and Antimicrobial Activities

Fernanda M. da S. Vieira,>*" Fernando Y. Abrao,? Jeronimo R. de O. Neto,?™ Luiz C.
da Cunha,?™ Tatiana S. Fiuza,?~ José R. De Paula®*

Eugenia dysenterica DC., “cagaita”, is a tree whose leaves are popularly used for wounds, diarrhea and
dysentery. The aim of this study was to obtain the standardized crude hydroethanolic extract from E.
dysenterica leaves and evaluate the antioxidant and antimicrobial activities. Quality control was carried
out using conventional techniques, extract elevated by Box-Behnken, antioxidant activity by DPPH and
ABTS and antimicrobial activity by broth microdilution. The extract with the highest concentration of
tannins was obtained with 60% hydrohydroethanolic solution, plant material/solvent ratio of 12 mg mL'.
The concentration of tannins in the extract was 1.71 g TAE g, phenols 6.23 mg GAE mg™! and flavonoids
4.70 mg of rutin per mg. The standardized crude hydroethanolic extract showed excellent antioxidant
activity both by DPPH (ICs, of 2.70 + 0.005 pg mL") and by ABTS (3479.21 = 0.001 uM trolox g™).
Moderate antifungal activity of the standardized hydroethanolic extract was verified against C. gattii
and C. neoformans. This study represents the first standardization of the crude hydroethanolic extract of
E. dysenterica that demonstrated high antioxidant activity. This species has antifungal potential, which
encourages further studies.

Keywords: Cagaita; Myrtaceae; phytotherapy; standardization; free radicals; Brazilian savanna.

1. Introducao

Eugenia dysenterica DC., conhecida como “cagaita”, “beba”, “orvalha do campo”,
“vagaitera”, “uvalhia do cerrado” e “cagaiteira”, ¢ uma drvore frutifera nativa do Cerrado
podendo atingir uma altura de 10 metros.'> Suas folhas sdo membrandceas, simples,
opostas cruzadas, formato oval ou eliptico e presenca de tricomas esbranquicados. As flores
sdo delicadas e vistosas formando inflorescéncia de coloragdo branca. Os seus frutos sido
globosos, tipo bagaceo, cor amarelo-clara e epicarpo membranoso.® As sementes possuem o
formato eliptico globoso com tegumento de coloragdo amarelo pardacenta e moderadamente
resistente.*

Na medicina popular, ha relatos de uso das folhas de E. dysenterica para o tratamento de
feridas, diabetes, disturbios géstricos (diarreia e disenteria).”® A maceraco e o chd das folhas de
E. dysenterica sdo utilizados pela comunidade de Vista Alegre, Minas Gerais, para hipertensao,
diarreia, gastrite, afec¢des dos rins e figado, estomaquica, calmante;> a decocgao das folhas
em Buritis, Minas Gerais, para o tratamento de ictericia e o suco dos frutos como laxante; as
folhas e os frutos em Teresina, Piaui, para problemas cardiacos.”'® A atividade antidiarreica
pode estar associada a presenca de taninos, que sdo capazes de precipitar proteinas e reduz a
motilidade intestinal resultando no seu restabelecimento. Essa complexagao com as proteinas
também pode influenciar na atividade antimicrobiana dos taninos.!!

Estudos cientificos identificaram no extrato aquoso das folhas de E. dysenterica coletadas em
Lassance, Minas Gerais, por andlise de cromatografia liquida ultrarrdpida acoplada a detector
por arranjo de diodos e a espectrometro de massas (UFLC-DAD-MS) catequina e taninos
condensados do tipo B, acoplados a onze unidades de flavan-3-ol, dentre eles: procianidina
B-1 e procianidina O-galato.’ Gasca et al.® isolaram a (+)-catequina e a quercetina no extrato
aquoso das folhas de E. dysenterica coletadas em Brasilia, por separacdo cromatografica e
purificacdo usando Sephadex LH-20 e metanol como fase estacionaria e movel.
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Foi verificado na literatura atividade antioxidante de
E. dysenterica in vitro da polpa dos frutos empregando os
métodos espectrofotométricos DPPH, ABTS e FRAP, cujos
melhores resultados foram 7,09 + 0,47 pmol L' TE g! (Sete
Lagoas-MG), 9,34 + 0,34 umol L' trolox g (Paraopeba-
MG) e 21,33 + 0,39 umol L sulfato ferroso g' (Paraopeba-
MG), respectivamente.'> Thomaz et al.'* observaram
atividade antioxidante do extrato bruto hidroalcodlico
das folhas de E. dysenterica, obtidas em Trindade, com
comportamento redox semelhante ao padrdo quercetina.
Costa et al.'"* observaram que a fracdo acetona obtida a
partir do extrato bruto aquoso das folhas de E. dysenterica
foi capaz de estabilizar a carga eletronica do radical livre
DPPH com concentragao inibitdria (ICsy) de 3,53 pg mL".
Oliveira et al.' verificaram a atividade antioxidante
in vitro, pelo método DPPH, do éleo essencial das folhas
de E. dysenterica obtidas em Mogi-Guacu, Sdo Paulo, com
IC,, de 5,40 + 0,63 mg mL".

Os metabdlitos secundarios podem ser obtidos através
da extragdo assistida por ultrassom (EAU) que pode ser
otimizada através dos métodos analiticos que informam
estatisticamente quais sdo os pardmetros experimentais
essenciais para a obtencdo da melhor concentragdo dos
metabdlitos secunddrios desenvolvidos pelas espécies
vegetais e, consequentemente, influenciam na padronizacio
do processo extrativo.'¢ Para a triagem experimental dos
teores hidroalcodlicos através da EAU pode-se utilizar
a metodologia de superficie de resposta, o planejamento
experimental Box-Behnken visando a determinagdo das
melhores condi¢des operacionais (proporcao material
vegetal/solvente, temperatura de extracdo e tempo de
extragdo em minutos) que proporcionem a obtencdo de
extrato com alto rendimento dos metabdlitos secundarios
de interesse.

O presente estudo teve como objetivos: fazer o controle
de qualidade do p6 das folhas de E. dysenterica; obter o
extrato bruto hidroetanélico padronizado em taninos totais;
realizar o doseamento dos taninos, fendis e flavonoides totais
e avaliar as atividades antioxidantes e antimicrobianas do
extrato bruto hidroetanélico padronizado.

2. Experimental

2.1. Reagentes quimicos e solventes

Lauril sulfato de sédio (90%), albumina (96%),
trietanolamina (99%), cloreto de ferro (97%) e 4cido tanico
(96%) [Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri, USA] foram
usados para o doseamento dos taninos totais. Folin ciocalteu
(95%), carbonato de s6dio (99,5%) e acido galico (98%)
(Sigma-Aldrich) [Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri,
USA] foram aplicados para o doseamento de fendis totais.
Rutina (94%) [Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri,
USA], solugio de metanol (99,80%) [Neon®, Suzano, Sao
Paulo, Brasil] e dcido acético (99,70%) 0,02 M (99:1)
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[Merck Millipore®, Molsheim, France] foram usados para
o doseamento de flavonoides totais. DPPH (95%) [Sigma-
Aldrich®, Saint Louis, Missouri, USA] e dlcool metilico
(99,80%) [Neon®, Suzano, Sdo Paulo, Brasil] foram
empregados para a atividade antioxidante pelo método
de captura do radical livre DPPH. Persulfato de potassio
(99,99%) [Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri, USA],
Trolox (98%), radical ABTS (98%) [Merck Millipore®,
Molsheim, France] e dlcool etilico [Neon®, Suzano, Sdo
Paulo, Brasil] foram aplicados para determinacdo da
atividade antioxidante pelo método captura do radical
ABTS. Tween 80, dimetil sulféoxido 99,90%, Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) [Sigma-Aldrich®, Saint
Louis, Missouri, USA], dgar Mueller-Hinton (Kasvi®,
Itdlia), ampicilina, fluconazol [Sigma-Aldrich®, Saint
Louis, Missouri, USA] foram utilizados para a avaliacio
antimicrobiana.

2.2. Material vegetal

As folhas de E. dysenterica foram coletadas no
periodo chuvoso no Campus I da Universidade Federal de
Goias (UFG), cidade de Goiania (latitude: 16° 40* 43" S,
longitude: 49° 15° 14” W, altitude: 749 m) pela manha no
dia 09 de outubro de 2021 a temperatura minima de 23 °C
e umidade minima de 36,40%. Apés a coleta, as folhas
foram submetidas a desidratagdo em estufa de esterilizagao e
secagem (Solab) de ventilacdo forcada a 33 °C para posterior
secagem e armazenamento sob refrigeragdo no Laboratério
de Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN) da UFG.

2.3. Controle de qualidade do material vegetal

As folhas de E. dysenterica foram pulverizadas no
moinho analitico (IKA® A11 basic) e caracterizadas segundo
os procedimentos descritos na Farmacopeia Brasileira 6*
edi¢do:'"” determinagio da granulometria do p6, da perda por
dessecagdo (teor de voldteis), do indice de intumescéncia,
do teor de cinzas totais e cinzas insoliveis em 4cido. Todos
os ensaios experimentais foram realizados em triplicata.

2.4. Planejamento experimental do tipo Box-Behnken
para avaliacao da influéncia dos fatores no método de
extracdo dos taninos totais das folhas de E. dysenterica

A avaliag@o dos fatores envolvidos no processo de
extragdo dos taninos totais do p6 das folhas de E. dysenterica
foi realizada por planejamento experimental do tipo
Box-Behnken contendo trés variaveis, trés niveis e trés
pontos centrais, com a finalidade de determinar as condi¢oes
capazes de extrair uma maior quantidade dos compostos
de interesse.'®

Uma triagem experimental dos teores hidroalcodlicos
foi realizada a fim de selecionar os niveis com maior
influéncia na extracdo dos taninos totais. Os fatores
propor¢ao material vegetal/solvente (20 mg mL™") e tempo
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Tabela 1. Avaliagdo dos fatores propor¢do material vegetal/solvente (mg mL"), temperatura de extracdo (°C) e
tempo de extracdo (minutos) analisados para a obtencao dos extratos a partir do p6 das folhas de E. dysenterica

e seus respectivos niveis

NIVEIS
FATORES
-1 0 +1
Proporcéo material vegetal/solvente X, (mg mL™") 12 16 20
Temperatura de extracao X, (°C) 25 35 40
Tempo de extracao X, (minutos) 10 20 30

de extracdo (20 minutos) foram fixados e as graduagdes
hidroalcodlicas variaram de 0 a 90% (m m), em intervalos
de 10. A extracdo foi por ultrassom e os taninos totais
dos 10 extratos obtidos foram quantificados, de acordo
com o método espectrofotometro descrito por Mole e
Waterman,' utilizando uma curva padrio de acido tinico
(y =27,8x - 0,1371, R* = 0,9994).

Ap6s triagem da graduagdo hidroalcodlica, os
fatores analisados no planejamento experimental do tipo
Box-Behnken foram: propor¢ao material vegetal/solvente
X, (mg mL"), temperatura de extracdo X, (°C) e tempo
de extra¢do X, (minutos) (Tabelas 1 e 2). Foram pesados
300, 400 e 500 mg do p6 das folhas de E. dysenterica
e transferidos para baldes volumétricos de 25 mL
contendo a solucdo etandlica na propor¢do definida pelo
planejamento Box-Behnken. Posteriormente, as amostras
foram submetidas a extracdo por ultrassom (Eco-Sonics)
considerando o tempo de extragdo e a temperatura de
extracdo dos respectivos niveis (Tabelas 1 e 2). Os taninos
totais foram quantificados nos diferentes extratos pelo
método espectrofotometro descrito por Mole e Waterman.”
Os dados obtidos foram analisados por ANOVA, regressao

Tabela 2. Planejamento experimental Box Behnken para determinag@o da
concentragdo de taninos totais presentes no pé folhas de E. dysenterica

EXPERIMENTO (mg)flllL'l) (Z(Cz) (mi:.(lims)
1 16 40 10
) 16 35 20
3 16 25 30
4 20 35 10
5 12 40 20
6 20 40 20
7 20 35 30
3 12 35 10
9 12 35 30
10 16 35 20
1 16 40 30
12 20 25 20
13 16 35 20
14 12 = 20
15 16 25 10

X, (propor¢ao material vegetal/solvente), X, (temperatura de extragdo em
°C) e X, (tempo de extracdo em minutos)
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linear multipla associada a metodologia de superficie
de resposta (MSR), e tratados no Software Statistica
7.0. Os resultados foram considerados significativos a
nivel de 5%.

2.5. Obtencao do extrato bruto hidroetandlico padroni-
zado de E. dysenterica

Selecionou-se a solucdo hidroetandlica que resultou
em uma melhor performance na extragdo dos taninos
totais do pé das folhas de E. dysenterica. O extrato bruto
hidroetandlico padronizado foi preparado a partir de 4,80 g
do pé das folhas macerado de forma estatica com 400 mL
da solugdo hidroetandlica 60% por 24 horas. Apds esse
periodo, realizou-se a percolagdo por exaustdo conforme
o método preconizado na Farmacopeia Brasileira 6*
edicdo."Posteriormente, o extrato bruto hidroetandlico
de E. dysenterica passou pelo processo de concentracio
em placas revestidas por papel aluminio em uma estufa de
circulacio forcada a 35 °C até a completa evaporagdo das
particulas voldteis e armazenado a temperatura ambiente
em um dessecador. O célculo do rendimento total do extrato
obtido foi determinado utilizando a equacdo 1:*

P
R, = —=L x 100 (1)

e
folhas

onde: R, = Rendimento total do extrato (%); P.,, = Peso do
extrato seco (g); Py, = Peso do pé das folhas (g)

2.6. Doseamento de taninos totais do extrato bruto
hidroetandlico padronizado de E. dysenterica

O doseamento de taninos totais foi realizado de acordo
com o método descrito Mole e Waterman.'” A concentracio
de 0,02 g mL! do extrato bruto hidroetandlico padronizado
foi submetida a leitura da absorbancia, em triplicata, em
espectrofotometro digital UV/VIS (Tecnal) no comprimento
de onda de 510 nm. A concentragio de taninos totais
presentes no extrato foi calculada com base em uma curva
de calibragdo estabelecida com 4cido tdnico como padrio
(y = 27,8x — 0,1371, R* = 0,9994, onde y representa a
absorbancia medida e x a concentrag@o equivalente de dcido
tanico). O resultado foi expresso em gramas equivalentes
de 4cido tanico (EAT) por gramas de amostra.
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2.7. Doseamento dos compostos fendlicos totais do ex-
trato bruto hidroetanolico padronizado de E. dysenterica

O doseamento dos compostos fendlicos totais foi realizado
pelo método Folin Ciocalteu (FC)*!' na concentragdo de
0,26 mg mL"! do extrato bruto hidroetandlico padronizado.
A mensuracio da absorbancia em fungdo da concentracio
foi feita em digital UV/VIS (Tecnal) no comprimento de
onda de 760 nm, em triplicata. A equacdo obtida para a
curva padrio de 4cido gélico foi y = 99,417x + 0,0552,
R?=0,9995, onde y representa a absorbincia medida e x a
concentra¢do equivalente de dcido gélico. O contetido dos
compostos fenélicos totais foi expresso em mg equivalente
de acido gélico (EAG) por mg de amostra.

2.8. Doseamento de flavonoides totais do extrato bruto
hidroetandlico padronizado de E. dysenterica

O doseamento de flavonoides totais foi realizado
pelo método por Rolim.?> que se baseia na propriedade
dos mesmos em absorver radiagdo no comprimento de
onda da luz ultravioleta (UV) proporcionalmente a sua
concentracdo. A concentragio de 0,32 mg mL™' do extrato
bruto hidroetandlico padronizado foi submetida a leitura
da absorbancia em espectrofotdmetro, em triplicata, no
comprimento de onda de 361 nm. A equagdo obtida para a
curva padrao de rutina foi y = 30,46x — 0,0205, R*=0,9995,
onde y equivale a absorbancia medida, x equivale a
concentrag¢do de rutina. O contetido de flavonoides totais
foi expresso em mg equivalente a rutina (ER) por mg de
amostra.

2.9. Determinacdo da atividade antioxidante do extrato
bruto hidroetanélico padronizado de E. dysenterica pelo
método de captura do radical livre DPPH

A atividade antioxidante do extrato bruto hidroetanélico
padronizado foi avaliada pelo método DPPH.» Solugoes
nas concentragdes de 0,0017; 0,0034; 0,0051; 0,0067 e
0,0084 mg mL"' foram adicionadas a 3,9 mL de solucio
metandlica de DPPH a 0,06 mM. Apds 15 minutos de
incubagdo no escuro a temperatura ambiente, as absorbancias
das amostras foram medidas em 515 nm em espectrofotometro
digital UV/VIS (Tecnal), em triplicata. Construiu-se
uma curva analitica (absorbancia x concentragdo). A
concentrac¢do de 50% de inibigdo (ICs,) foi calculada pela
equacdo de regressdo linear entre a concentra¢io do extrato
e o correspondente efeito de redugdo (y =-47,141x + 0,51,
R? = 0,9988). O resultado de 50% de inibi¢do (ICs,) foi
expresso em pg mL™.

Neste trabalho foram adotados os critérios descritos
por Scherer e Godoy* onde considera-se baixa atividade
antioxidante quando indice for < 0,5, moderada atividade
entre 0,5 e 1,0, forte atividade entre 1,0 e 2,0 e muito
forte > 2,0.
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2.10. Determinacao da atividade antioxidante do extrato
bruto hidroetandlico padronizado de E. dysenterica pelo
método captura do radical ABTS**

A determinagdo da atividade antioxidante total
pela captura do radical livre ABTS** (2,2’-azinobis
(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) do extrato bruto
hidroetandlico padronizado de E. dysenterica foi efetuada
de acordo com o método divulgado por Rufino ef al.*® Foram
preparadas solucdes do extrato nas concentragdes: 1,0; 0,8;
0,6; 0,4 e 0,2 mg mL"' em dlcool etilico. Posteriormente,
realizou-se a leitura das absorbancias em espectrofotometro
digital UV/VIS (Tecnal) a 734 nm, em triplicata. As
concentracdes foram plotadas no eixo x e os valores de
absorbancia correspondentes foram plotados no eixo vy,
gerando a equacdo: y =- 0,7195x + 0,7934, R*=0,9806. A
capacidade antioxidante foi expressa como equivalentes de
1 uM trolox g, usando como curva de calibracdo padrao
Trolox (y = - 0,0003x + 0,8866, R* = 1).

2.11. Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato
bruto hidroetanolico padronizado de E. dysenterica

Os microrganismos utilizados foram cepas
padrdao da American Type Culture Collection
(ATCC): Cryptococcus gattii ATCC 24.065,
Cryptococcus neoformans ATCC 28.957, C. neoformans
ATCC 90.112, Candida albicans ATCC 90.028,
C. albicans ATCC 10.231, Candida krusei ATCC 34.135,
C. krusei ATCC 6.285, Candida tropicalis ATCC 750,
Candida glabrata ATCC 90.030, C. glabrata ATCC
90.050, Candida parapsilosis ATCC 22.019, Escherichia
coli ATCC 8.739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27.853,
Salmonella sp. ATCC 14.028, Staphylococcus aureus
ATCC 29.213 e C. neoformans (L2) presente em amostra
bioldgica de pacientes com HIV fornecida pelo laboratério
de micologia do Instituto de Patologia Tropical e Sadde
Publica (IPTSP) da UFG. Os microrganismos foram
congelados a -15 °C em solugdo crioprotetora de glicerol
20% em agua no LPPN. A atividade antimicrobiana do
extrato bruto hidroetandlico padronizado de E. dysenterica
foi determinada de acordo com as diretrizes do Clinical and
Laboratory Standards Institute (M7-A10 e M27-A3).26%
O extrato bruto hidroetandlico padronizado foi preparado
usando 0,01% (v/v) Tween 80 e 1% (v/v) de dimetil
sulfoxido para testes de sensibilidade.?®

Realizou-se diluigdes em série variando de 2048 a
4 ug mL" do extrato bruto hidroetandlico padronizado em
microplacas de 96 pocos de fundo plano de poliestireno. Os
microrganismos foram preparados para uma concentracio
final de 10° UFC mL! para bactérias e 10° UFC mL" para
leveduras e fungos filamentosos. Utilizou-se o Agar Mueller-
Hinton para os testes com bactérias e o meio de cultura
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium
(com L-glutamina, sem bicarbonato, pH 7.0) para os testes
com leveduras e fungos filamentosos. A concentragio
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inibitéria minima (CIM) foi estabelecida a partir da menor
concentracdo do extrato bruto hidroetandlico padronizado
capaz de impedir o crescimento dos microrganismos
analisados, auséncia de turvagdo. Foi feito o controle do
crescimento dos microrganismos na auséncia de extrato
bruto hidroetandlico padronizado e o controle negativo
da esterilidade do meio de cultura. O controle positivo
foi determinado usando a ampicilina (Sigma-Aldrich),
fluconazol (Sigma-Aldrich), E. coli ATCC 25.922 e
C. parapsilosis ATCC 22.019. Incubou-se as placas a
35 £ 2 °C por 24 horas para bactérias, 48 horas para
Candida spp. e Saccharomyces cerevisiae, e 72 horas para
Cryptococcus spp.. Todos os testes foram feitos em triplica.

Para andlise da concentracdo inibitéria minima (CIM)
utilizou-se os pardmetros descritos por Holetz e al.*® que
classifica como bioatividade forte (CIM < 100 pg mL™"),
bioatividade moderada (CIM entre 100 a 500 ug mL"),
bioatividade fraca (CIM entre 500 a 1000 ug mL") e sem
bioatividade (CIM > 1000 ug mL").

3. Resultados e Discussao

3.1. Controle de qualidade do material vegetal

O controle de qualidade do material vegetal consiste
em verificar se ele atende os pardmetros de qualidade
preconizados pela Farmacopeia brasileira 6* edi¢ao’ ou por
outros compéndios oficiais. Devido a auséncia de dados do
controle de qualidade para o p6 das folhas de E. dysenterica
foi padronizado no presente estudo dados importantes para
o controle de qualidade da matéria prima. Determinou-se
a granulometria do p6 das folhas de E. dysenterica que foi
classificado como moderadamente grosso.'” Particulas com
didmetro uniforme aumenta a superficie de contato entre o
material vegetal e o solvente extrator, podendo interferir de
modo satisfatério na extragdo dos metabdlitos secundarios.™

A perda por dessecacdo (teor de volateis) do pd das
folhas de E. dysenterica que foi 9,06 +0,20%. Esse resultado
estd de acordo com a Farmacopeia Brasileira 6* edi¢ao'’
para as plantas em geral que preconiza o limite maximo de
20% de umidade residual no material vegetal. A perda por
dessecagdo € responsavel por determinar a quantidade de
substincias volateis presente na amostra em estudo.!” Isso
é importante para garantir o melhor controle de qualidade
do material vegetal, pois se houver uma quantidade de
dgua excessiva, ditos como 4dgua livre, pode propiciar a
proliferagdo de microrganismos e afetar a estabilidade
quimica, reacdo de hidrélise, do produto analisado.’!

O indice de intumescéncia do p6 foi de 0,83 mL g!
de amostra (dgua destilada) e 0,43 mL g' de amostra
(solucdo hidroetandlica 60%). Observa-se que a solugdo
hidroetandlica 60% teve o intumescimento inferior em
comparacdo a dgua destilada. Isso implica que o processo
de liberagdo dos metabdlitos secundarios durante o processo
de extrac@o serd mais eficiente na presenca dessa solucéo,

366

pois ndo ocorrerd o descontrole de dispersao dos mesmos.'”
Portanto, o indice de intumescimento permite identificar o
volume ocupado do material vegetal na presenca de dgua
e/ou outro agente intumescente e auxilia na determinacio
do volume de solvente necessario para a extracdo de modo
que ndo ocorra compactacio da amostra."”

O teor de cinzas totais do p6 das folhas foi de
1,99 + 0,01%. Esse resultado estd de acordo com a
Farmacopeia Brasileira 6* edi¢ao'” que informa o limite
maximo aceitdvel para plantas em geral de 5% de cinzas
totais presentes no material vegetal dessecado. O teor
de cinzas do p6 das folhas de E. dysenterica também foi
determinado por Couto ef al.*' que obtiveram um teor de
2,94 + 0,07%. A determinacdo de cinzas totais implica na
quantificaciio de matérias inorganicas metdlicas ndo volateis,
contidas na amostra, a partir da queima dos compostos
orginicos."Portanto, teores superiores a 5% indicam
presenca de adulteracdes no material vegetal em compostos
inorginicos.*

O teor de cinzas insoliveis em 4cido do p6 foi de
0,22 + 0,01%, estando conforme o limite estabelecido
na Farmacopeia Brasileira 6* edi¢do!” para plantas em
geral, cujo teor ndo pode exceder 2,0%, e préximo ao
valor encontrado por Couto et al.** no pé das folhas de
E. dysenterica (0,29 = 0,002%), coletada em Nova América,
Goids. O teor de cinzas insoliveis em 4cido informa a
quantidade de silica e seus constituintes na amostra que
ndo foram eliminadas na presenga do acido cloridrico.!”
Os dados do presente estudo sdo importantes para a
padronizacdo do p6 das folhas de E. dysenterica no controle
de qualidade da matéria prima vegetal.

3.2. Planejamento experimental do tipo Box-Behnken
para avaliacao da influéncia dos fatores no método de
extracao dos taninos totais das folhas de E. dysenterica

Os resultados obtidos na triagem experimental dos teores
hidroalcodlicos indicaram que a solucéo hidroetandlica 60%
foi capaz de extrair maior concentra¢do de taninos totais
(1,06 = 0,01 gEAT g') do p6 das folhas de E. dysenterica
(Figura 1), sendo considerada como solvente extrator
padrao no planejamento experimental do tipo Box-Behnken.
Portanto, esse nivel de graduag@o hidroalcodlica com
maior afinidade molecular com o metabdlito secundério
de interesse foi capaz de penetrar nas paredes celulares da
matriz vegetal, interagir e solubilizar elevada quantidade
das moléculas bioativas e dispersa-las para o meio externo.*

O planejamento experimental do tipo Box-Behnken
do pé (Tabela 3) determinou-se, através do teste ANOVA,
onde o fator proporc¢ao material vegetal/solvente apresentou
significincia ao nivel de 5% com valor de R* de 0,8262
e R ajustado de 0,5135. Observa-se na Tabela 3 que a
concentragio de taninos totais do pé foi superior no
experimento 14 com propor¢ao material vegetal/solvente
de 12 mg mL"', temperatura de extracdo de 25 °C e tempo
de extracdo de 20 minutos.
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OTIMIZACAO DO PROCESSO EXTRATIVO EM TANINOS TOTAIS
DO PO DAS FOLHAS DE E. dysenterica
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Figura 1. Triagem experimental dos teores hidroalco6licos para selecionar o nivel
com maior influéncia na extracéo dos taninos totais presentes no pé das folhas de
E. dysenterica

Tabela 3. Planejamento experimental do tipo Box Behnken e as concentracdes de taninos totais no pé

das folhas de E. dysenterica

EXPERIMENTO (mg)f;lL_‘) (f‘cz) (mif]itos) Ta:rgngn:;t;tl:;us
! 16 40 10 047
2 16 35 20 0,60
3 16 25 30 0,46
4 20 35 10 0,41
5 12 40 20 0,65
6 20 40 20 0,38
7 20 35 30 0,47
8 12 35 10 0,62
? 12 35 30 051
10 16 35 20 0,52
1 16 40 30 0,44
12 20 25 20 0,36
13 16 35 20 051
14 12 25 20 0,79
15 16 25 10 0,54

X, propor¢ao material vegetal/solvente, X, temperatura de extracio e X, tempo de extragdo

Ao analisar o Diagrama de Pareto (Figura 2) nota-se que
a varidvel propor¢ao material vegetal/solvente linear (L)
foi significativa ao nivel de 5%, apresentando influéncia
significativa no processo de extragdo dos taninos totais no
pé. A determinagdo da proporcdo material vegetal/solvente
com melhor contetido de taninos totais foi estabelecida
através da metodologia de superficie de resposta (Figuras 3
e 4), sendo 12 mg mL"! mais efetiva em comparagdo com as
demais concentracoes incluidas no estudo (16 € 20 mg mL™").
As varidveis tempo e temperatura de extragdo, envolvidas
no planejamento experimental do tipo Box-Behnken, ndo
apresentaram interferéncia significativa frente a concentracao
de taninos totais extraidos do p6 (Figuras 3 e 4).

Cada solugdo possui o seu coeficiente de solubilidade
especifico que € responsdvel por indicar a quantidade
maxima de soluto (material vegetal) que pode se dissolver
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em uma quantidade padrio de solvente, a uma determinada
temperatura e pressdo.'® Ao analisar o resultado fornecido
através da metodologia de superficie de resposta (Figuras 3
e 4), nota-se que os metabolitos secunddrios presentes em
12 mg do p6 foram solubilizados em 1 mL de solucio.
Contudo ndo atingiram o dpice do coeficiente de solubilidade.
Esse processo pode ser classificado como solug@o insaturada
ou ndo saturada, conforme observado nas concentracdes de
13 e 14 mg mL", estabelecida pelo Software Statistica 7.0,
que continuam mostrando resultados significativos, embora
inferiores em comparagio a 12 mg mL", frente a extracio
dos taninos totais. Ja4 a quantidade de material vegetal
existente nas concentragdes de 16 e 20 mg mL"! atingiram a
supersaturagdo, ha mais soluto dissolvido de acordo com as
condi¢des normais. Apds a extracdo o extrato obtido passa
pelo processo de filtragdo, cujas particulas dos metabdlitos
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Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados; Varidvel: Taninos totais (gEAT.g7)
3 Fatores de 3 niveis, 1 Bloco, 15 Corridas; MS Residual = 0,005655

DV: Taninos totais (gEAT.g'l)
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Figura 2. Grifico de Pareto referente as varidveis analisadas na extracéo de taninos totais
presentes no pé das folhas de E. dysenterica

Superficie ajustada; Variavel: Taninos totais (gEAT.g'l)
3 Fatores de 3 niveis, 1 Bloco, 15 Corridas; MS Residual = 0,0051137
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2R s souwe)

o7
o6
[Jos
o4

Figura 3. Grifico de superficie de resposta da concentracdo de taninos totais
obtido da extragdo do p6 das folhas de E. dysenterica em funcdo da proporcdo
material vegetal (mg mL") vs tempo de extragdo (min)

secunddrios que precipitaram no meio externo e/ou ndo
foram dispersos para o meio extracelular podem ficam
retidos no papel filtro. Assim, ndo fornecendo resultados
significativos em rela¢do ao contetido de taninos totais.

3.3. Obtencdo do extrato bruto hidroetandlico padroni-
zado de E. dysenterica

A solugdo hidroetanélica 60% e a concentragdo de
12 mg mL! (proporcdo material vegetal/solvente) definida
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respectivamente pela triagem experimental dos teores
hidroalcodlicos e pelo planejamento experimental do tipo
Box-Behnken foram significativas no processo de extragdo
dos taninos totais e, portanto, consideradas como fatores
essenciais para a obtencdo do extrato bruto hidroetandlico
padronizado.

O extrato padronizado com elevado teor de taninos
totais foi empregado para quantificar os compostos
fitoquimicos (taninos totais, fendis totais e flavonoides
totais), avaliar a atividade antioxidante (DPPH e ABTS™)
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Superficie ajustada; Varidvel: Taninos totais (gEAT.g'l)
3 Fatores de 3 niveis, 1 Bloco, 15 Corridas; MS Residual = 0,0058954

DV: Taninos totais (gEAT.g™2)
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Figura 4. Grifico de superficie de resposta da concentracio de taninos totais
obtido da extragdo do p6 das folhas de E. dysenterica em funcdo da proporcdo
material vegetal (mg mL™") vs temperatura de extracdo (°C)

e atividade antimicrobiana. O rendimento do extrato bruto
hidroetanélico padronizado apds todo o processo de extragdo
e evaporacdo do solvente extrator foi de 30,80%.

3.4. Doseamento de taninos totais do extrato bruto hi-
droetandlico padronizado de E. dysenterica

A quantidade de taninos totais encontrado no extrato
bruto hidroetandlico padronizado foi de 1,71 + 0,001 g
EAT g de amostra. Outros estudos encontraram valores de
95,22 + 1,84 ug mg!' de taninos totais no pé das folhas de E.
dysenterica coletadas em Nova América, Goias,*> e 19,32
+ 0,15% (m m!) no extrato hidroalcodlico das folhas.?
Estudos mostraram que taninos, tais como: procianidina,
prodelfinidina e procianidina o-galato, identificadas no
extrato aquoso das folhas de E. dysenterica por ioniza¢ao
e dessor¢do a laser assistida por matriz (MALDI) podem
estar associados a atividade citoprotetora da mucosa
gastrica e efeito antidiarreico em camundongos.’ Efeito
protetor sobre a mucosa intestinal também foi relatado por
Lima et al.** que observaram a acdo inibidora do extrato
etandlico das folhas de E. dysenterica, na dose de 400
mg kg'!, frente ao trinsito intestinal em ratos, estando
em conformidade com o uso popular dessa planta como
antidiarreico. Silva et al.* sugerem que os metabdlitos
secunddrios volateis e ndo volateis presentes nas folhas de
E. dysenterica podem auxiliar no processo de cicatriza¢do
de feridas na pele a partir da estimulagdo da migragdo
celular promovendo a inibicdo do 6xido nitrico, efeito
anti-inflamatério. As fungdes terapéuticas atribuidas
pelos taninos de E. dysenterica demonstraram seu efeito
medicinal.
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3.5. Doseamento dos compostos fenodlicos totais
do extrato bruto hidroetandlico padronizado de
E. dysenterica

A concentracdo de fendis totais encontrada no extrato
bruto hidroetandélico padronizado foi de 6,23 mg EAG mg!
de amostra no presente estudo. Couto et al.** que verificaram
no pé das folhas de E. dysenterica concentragdo de fendis
totais de 177,32 + 5,35 pg mg’!, Takao er al.*® observaram
no extrato aquoso do pé das folhas de E. dysenterica
concentracdo de 412,10 = 17,20 mg EAG g, no extrato
etandlico das folhas de E. dysenterica concentracdo de
204 + 1,10 mg g'.¥” Tomborelli et al.*® observaram para
a fracdo de acetato de etila da polpa de E. dysenterica
concentraco de fendis totais de 2,98 mg EAG g e para a
fragdo butandlica de 1,47 mg EAG g' e Rocha ef al.*® de
111 a 90 mg de EAG por 100 g de polpa. Donado-Pestana
et al.*® comprovaram que o extrato bruto metandlico da
polpa de E. dysenterica rica em polifendis protegeu os
camundongos machos e obesos contra a dislipidemia,
hiperglicemia de jejum, intolerdncia a glicose, reduziu a
gliconeogénese hepdtica e a inflamag@o. Os compostos
fendlicos presentes nos frutos de E. dysenterica pode ter
influenciado na reducdo do peso corporal, das gorduras
excessivas nos tecidos, do LDL-colesterol e dos niveis
de triglicerideos no figado; na preven¢ao da hipoglicemia
em jejum, da hipertrigliceridemia e do acimulo hepatico
de triacilglicerol e na excrecdo fecal de triglicerideos em
camundongos que receberam uma dieta rica em gordura e
sacarose.*! Os niveis de glicose no sangue apds ingestao
de alimentos ricos em carboidratos reduziram 64% apéds a
ingestao de sucos dos frutos da cagaita que pode ser devido
a presenca dos compostos fendlicos.*

369



Otimizagao do Extrato Bruto Hidroetandlico das Folhas de Eugenia dysenterica DC.

Silva et al.#identificaram, por espectrometria de massas
com ionizagdo paper spray (PS-MS), a presenca de dcidos
organicos, acuicares, flavonoides e dcidos fendlicos (4cido
p-cumadrico) na polpade E. dysenterica. Estudos na literatura
relatam a presenga de compostos fendlicos em outras
espécies de Myrtaceae como 4cido gdlico e antocianinas
na polpa dos frutos de Eugenia punicifolia (Kunth) DC.,
identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC);* rutina, isoquercitrina, luteolina-7- O -rutinosideo,
dcido mandélico, naringenina, luteolina-7- O -glicosideo,
quercetina, dcido eldgico e 4cido salicilico foram detectados
nas folhas de Eugenia involucrata DC. por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas em Tandem
HPLC-MS/MS* e no extrato etanélico dos frutos foram
identificados por cromatografico liquido de alta performance
com detector de arranjo de diodos (PDA) os compostos
fendlicos epicaquina, catequina, rutina, acido eldgico,
miricetina e quercetina.*

3.6. Doseamento de flavonoides totais do extrato bruto
hidroetandlico padronizado de E. dysenterica

O conteudo de flavonoides totais no extrato
bruto hidroetandlico padronizado encontrado foi de
4,70 = 0,003 mg de rutina por mg de amostra. Outros
estudos mostraram teor de flavonoides totais no extrato
hidroetandlico das folhas de E. dysenterica coletadas em
Campo Grande, Minas Gerais, de 147 = 1,40 mg g%’
no pé das folhas coletadas em Nova América, Goids, de
6,10+ 0,19 ug mg ',*? na fracao metandlica de 0,04 ug mg',
na fracdo acetato de etila de 0,05 mg mg"' e na fracao
butandlica de 21 mg g'.*’ Santos et al.*® observaram teores
de flavonoides na polpa de E. dysenterica atomizada
de 42,93 mg por 100 g de amostra, nos frutos fresco de
7,07 mg por 100 g de amostra e na polpa congelada dos
frutos de 4,86 mg por 100 g de amostra. Foi encontrada
teores de flavonoides nas fracdes organicas dos extratos
aquoso bruto de 14 + 9 mg equivalente a quercetina (EQ) g!
de amostra e extrato bruto hidroetandlicode 6,30 +3 mg EQ g!
de amostra da polpa dos frutos de E. dysenterica.”

Vitek®® identificaram os flavonoides derivado da
quercetina [3-O-3-(6"-galoilglicopiranosideo) e 3-O-f3-
galactopiranosil] no extrato bruto metanélico das folhas
de E. dysenterica coletadas em Poconé, Mato Grosso. O
uso popular das folhas dessa espécie como antidiarreico
pode estar relacionado com o metabdlito secundario
quercetina que foi capaz de controlar o efeito da diarreia
em camundongos.’! A quercetina possui como mecanismo
de acdo a inibicdo do movimento intestinal, diminuicao da
permeabilidade da cavidade abdominal e acio antioxidante
nos hepatécitos primdrios de ratos intoxicados com
etanol,’> podendo ser utilizado como medicamento
fitoterdpico para prevenir o estresse oxidativo.* Vitek er al.’*
isolaram das folhas de E. dysenterica os flavonoides
3-0-B-glucopiranosil-p-sitosterol, metil 3-hidroxi-
4-metoxibenzoato, metil 4-hidroxifenil propionato, E-metil-
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4-hidroxicinamato, quercetina-3-O-[3-d-galactopiranosideo
e quercetina-3-0-(6"-0O-galloil)-3-d-glucopiranosideo.
Verificaram efeito citotéxico da quercetina-3-O-(6"-O-
galloil)-B-d-glucopiranosideo contra leucemia de célula
T aguda e linhagens de células Kasumi-1, apresentando
potencial antileucémico.

Os metabdlitos secunddrios produzidos pelas espécies
vegetais sdo influenciados pelas condigdes ambientais,
tais como: sazonalidade, temperatura, disponibilidade
hidrica, radiacdo ultravioleta e nutrientes do solo,”® o que
pode justificar a variabilidade da concentracdo de taninos
totais, fendis totais e flavonoides totais entre o extrato bruto
hidroetandlico padronizado e os dados da literatura.

O processo extrativo e o método de doseamento também
sdo fatores que podem contribuir na melhor quantificagdo
desses compostos bioativos. Isso justifica o presente trabalho
que ao padronizar as caracteristicas do processo de extracio
e método de doseamento, contribui para um extrato de
melhor qualidade fornecendo teores de taninos totais, fendis
totais e flavonoides totais padrdes.

3.7. Determinacdo das atividades antioxidantes do extrato
bruto hidroetandlico padronizado de E. dysenterica pelo
método de captura do radical livre DPPH

O extrato bruto hidroetandlico padronizado de
E. dysenterica apresentou uma atividade antioxidante muito
forte pelo método DPPH com concentracao inibitéria (ICs,)
de 2,70 + 0,005 pug mL'. Malheiros et al.’ verificaram a
atividade antioxidante por DPPH dos extratos etandlico,
hidroetandlico (70:30) e hidroetandlico (50:50) das folhas
de E. dysenterica com ICy, de 730; 1680 e 1830 ug mL!,
respectivamente. A polaridade do solvente extrator
pode ser um dos fatores que influencia na extragdo dos
metabdlitos secundarios com potencial antioxidante visto
que a proporcao hidroetanélica de 70:30 e 50:50 ndo teve
uma boa afinidade com os compostos de interesse quando
comparado com a soluc@o hidroetandlica 60% (m m™).%’
A IC4, encontrada no presente estudo também foi boa em
comparacio com a atividade antioxidante encontrada na
literatura por DPPH das folhas (8,30 ug mL™"), do extrato
da polpa (132,50 ug mL™"), da casca (21,50 uyg mL") e da
semente (23,80 ug mL™") de E. dysenterica.>® Justino et al.”®
observaram pelo método DPPH a atividade antioxidante no
extrato aquoso bruto com IC, de 240 ug mL!, na fracao de
acetato de etila do extrato aquoso com ICs, de 230 ug mL!
e no extrato etandlico com ICs, de 10 ug mL™!' da polpa dos
frutos de E. dysenterica.

3.8. Determinacgdo da atividade antioxidante do extrato
bruto hidroetanélico padronizado de E. dysenterica pelo
método captura do radical ABTS**

Os metabdlitos secunddrios presentes no extrato bruto
hidroetanélico padronizado foram analisados quanto a
capacidade em reduzir o radical ABTS™* e, assim, atuando
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quimicamente como antioxidante pela estabilizagdo desse
radical livre.” A atividade antioxidante do extrato bruto
hidroetandlico padronizado apresentou uma étima atividade
antioxidante pelo método de captura do radical ABTS™
com concentracdo de 3479,21 + 0,001 uM trolox g'.
Silva et al.'* observaram atividade antioxidante utilizando
o mesmo método dos frutos de E. dysenterica em diferentes
regides, cujos valores foram de 9,34 + 0,34 uM trolox g' de
amostra (Paraopeba), 6,44 + 0,26 uM trolox g' de amostra
(Sete Lagoas) e 6,80 = 0,19 uM trolox g' de amostra
(Prudente de Morais). Santos et al.*® que verificaram
atividade antioxidante dos frutos de E. dysenterica
coletados na Escola de Agronomia da Universidade
Federal de Goids de 517,04 uM Trolox g (polpa
atomizada), de 357,73 uM Trolox g (polpa congelada) e de
276,07 uM Trolox g'na polpa fresca. Nao foi encontrado
na literatura estudos antioxidantes empregando o método
ABTS nas folhas de E. dysenterica.

Os radicais livres sdo moléculas instdveis que
desencadeiam diversas anormalidades a satide humana como
o envelhecimento precoce, na patogé€nese de doencas cronicas
incluindo o cancer, aterosclerose, doenca cardiovascular,
diabetes, doenga de Parkinson e Alzheimer, lesdo hepatica
e imunoldgica.® Thomaz et al.”® observaram através dos
ensaios eletroquimicos que a atividade antioxidante do
extrato hidroalcodlico das folhas de E. dysenterica coletadas
em Trindade, Goias, foi termodinamicamente viavel,
auxiliando no efeito neuroprotetora em camundongos.
O extrato aquoso das folhas de E. dysenterica, coletadas
em Brasilia, em combinag¢do com o digluconato de
clorexidina promoveram o aumento da acio citoprotora na
mucosa gengival humana, o efeito sinérgico na viabilidade
celular pode estar associado aos compostos antioxidantes
presentes no extrato.' Ferreira-Nunes et al.%' verificaram
que as formulagdes do sistema microemulsionante do tipo
6leo em dgua (O/A) ou agua em 6leo (A/O) do extrato
aquoso de folhas de E. dysenterica, coletadas em Brasilia,
resultaram no aumento da atividade antioxidante in vitro
em comparagdo com a catequina isolada, proporcionando
tecnologia farmacéutica para o desenvolvimento de novos
produtos dermatolégicos promissores no tratamento de
doengas da pele.

3.9. Avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato
bruto hidroetanolico padronizado de E. dysenterica

O extrato bruto hidroetandlico padronizado apresentou
atividade antimicrobiana moderada contra C. gattii ATCC
24.065 (CIM de 256 pg mL") e C. neoformans ATCC
28.957 (CIM de 128 ug mL™") e fraca contra C. neoformans
ATCC 90.112 (CIM de 512 pg mL™"), C. neoformans (L2)
(CIM de 512 pg mL") e C. glabrata ATCC 90.050 (CIM
de 512 pg mL™") (Tabela 4).

De acordo com a literatura verificou-se a atividade
antimicrobiana do extrato aquoso das folhas de
E. dysenterica forte contra C. neoformans (CIM de
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24 yg mL") e C. gattii (CIM de 24 pg mL").%" As fracdes
aquosas do extrato das cascas e folhas de Eugenia calycina
foram fortes contra Cryptococcus sp. (CIM de 15,62 pg
mL") e as fracdes hexénicas do extrato aquoso foram
fortes frente C. gattii L48, C. neoformans L3 (CIM de
31,20 pug mL") e Cryptococcus sp. D (CIM de 62,50
pg mL7").%2 O 6leo essencial extraido das folhas de E.
dysenterica apresentou atividade moderada contra 22 cepas
de Cryptococcus com CIM de 250 ug mL! e forte contra
trés cepas de Cryptococcus com CIM de 62,50; 31,25 e
15,60 pg mL1.%3

A criptococose é uma micose sistémica adquirida através
da inalagdo dos propdgulos dos fungos C. neoformans
(agente oportunista encontrado nas excretas de aves
como Columba livia) e C. gattii (localizado em eucaliptos
e material vegetal em decomposicdo) dispersos no
meio ambiente. A doenca afeta inicialmente o pulmao
(criptococose pulmonar) podendo se desencadear para
o sistema nervoso central resultando em meningite
criptocdcica e meningoencefalite (sua forma clinica mais
grave e recorrente).* O tratamento medicamentoso dessa
micose geralmente é a anfotericina B (AmB), associada
ou ndo a outros antifingicos, principalmente, fluconazol
(FZ) e 5-fluorcitosina (5-FC). No entanto, pesquisas
relatam a resisténcia dos mesmos aos antiflingicos
administrados.

O extrato bruto hidroetandlico padronizado ndo
apresentaram atividade antibacteriana contra os
microrganismos testados (Tabela 4).

Tabela 4. Concentrag@o inibitéria minima (CIM) do extrato bruto
hidroetanélico padronizado de E. dysenterica frente ao crescimento ou
inibicdo microbiana visivel

. . Extrato bruto hidroetanélico
Microrganismos

padronizado (ug mL™)
Fungos
C. gattii ATCC 24.065 256
C. neoformans ATCC 28.957 128
C. neoformans ATCC 90.112 512
C. neoformans (L2) 512
C. albicans ATCC 90.028 1024
C. albicans ATCC 10.231 > 2048
C. krusei ATCC 34.135 1024
C. krusei ATCC 6.285 1024
C. tropicalis ATCC 750 2048
C. glabrata ATCC 90.030 1024
C. glabrata ATCC 90.050 512
C. parapsilosis ATCC 22.019 > 2048
Bactérias Gram-negativas
E. coli ATCC 8.739 > 2048
P. aeruginosa ATCC 27.853 > 2048
Salmonella sp. ATCC 14.028 > 2048
Bactérias Gram-positivas
S. aureus ATCC 29.213 > 2048
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4. Conclusoes

O teor de volateis do p6 das folhas de E. dysenterica foi
de 9,06 +0,20%, indice de intumescéncia de 0,83 mL g' de
amostra (dgua destilada) e 0,43 mL g' de amostra (solugao
hidroetandlica 60%), teor de cinzas totais de 1,99 + 0,01%
e cinzas insoldveis em 4cido de 0,22 + 0,01%. O presente
estudo fornece dados para o controle de qualidade do pé
das folhas de E. dysenterica ainda nido padronizados na
literatura.

Foi padronizado o extrato bruto hidroetandlico
padronizado de E. dysenterica a partir da solugdo
hidroetandlica 60% e proporcdo material vegetal/solvente
de 12 mg mL" a 25 °C por 20 minutos. A concentragio de
taninos totais no extrato bruto hidroetandlico padronizado
foi de 1,71 = 0,001 g EAT g, de fendis totais de
6,23 mg EAG mg' e de flavonoides de 4,70 + 0,003 mg
de rutina por mg. Observou-se a atividade antifingica
moderada do extrato bruto hidroetandlico padronizado
contra C. gattii (CIM de 256 ug mL") e C. neoformans
(CIM de 128 pg mL") e elevada atividade antioxidante
pelo método DPPH (IC,, de 2,70 + 0,005 pg mL") e
pelo método ABTS (3479,21 + 0,001 uM trolox g'). O
potencial antioxidante estd relacionado aos compostos
fenolicos presentes nesse extrato. Este trabalho representa
a primeira padronizagdo do extrato bruto hidroetandlico de
E. dysenterica em taninos totais.

A boa atividade antifingica do extrato bruto
hidroetandlico padronizado faz da E. dysenterica uma
espécie promissora como alternativa no tratamento de
patologias ndo responsivas aos antiflingicos existentes
no mercado. A boa atividade antioxidante, possivelmente
associada a presenca dos compostos fendlicos, estimula
novos estudos deste extrato padronizado para ser utilizado
na inddstria de alimentos e/ou de cosméticos.
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