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RESUMO

RIZZI, Fabio Ricardo. Otimizacdo do processo de extracdo de compostos
bioativos a partir das folhas de Moringa oleifera. 79 f. Trabalho de Concluséo de
Curso — Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Pato Branco, 2016.

A Moringa oleifera (Moringacea) é uma planta originaria da india que vem despertando
interesse de pesquisadores e cientistas, devido sua capacidade biolégica e suas
comprovadas propriedades medicinais, ja sendo usada no combate a hipertensao,
tumores, artrite e como reforgo alimentar. Tais propriedades medicinais sédo atribuidas
a sua composicao quimica que apresenta compostos fendlicos, compostos com
atividade antioxidante e grandes quantidades de vitaminas e sais minerais. Levando
em consideracdo essas propriedades, torna-se indispensavel determinar um método
de extracdo adequado que busque maximizar os teores de compostos presentes no
extrato da planta, sendo um método que possua uma boa aplicabilidade e que seja
eficaz, com viabilidade econémica e passivel de ser estendido a maiores escalas.
Para determinar o método de extracdo adequado, destaca-se a necessidade de bases
cientificas fornecidas por metodologias estatisticas, deste modo foi realizado um
planejamento fatorial 23, com o intuito de avaliar as influéncias das variaveis
independentes (temperatura, concentracdo do solvente etanol e tempo de extracao)
em relacdo as variaveis dependentes (respostas) que correspondem a atividade
antioxidante pelos métodos de sequestro do radical DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil),
sequestro do cation radical ABTS:-* (2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acido
sulfénico]), FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) e o teor de compostos fendlicos
pelo método de Folin-Ciocalteau. Para avaliar se as influéncias das variaveis
independentes sobre as respostas foram significativas estatisticamente foi utilizado o
software STATISTICA. Os resultados mostram que o experimento 9 que corresponde
ao ponto central (0) das varidveis independentes foi o que apresentou melhores
respostas para a avaliagdo da atividade antioxidante para o método de sequestro do
radical ABTS+*, FRAP e teor de fendlicos totais. Para a avaliacdo da capacidade
antioxidante pelo método de DPPHe, o experimento 4 que corresponde ao nivel
superior de solvente (+1), nivel superior de temperatura (+1) e o nivel inferior de tempo
(-1) foi o que apresentou melhor resposta. Estatisticamente, para os métodos de
avaliacdo da capacidade antioxidante ABTS e FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power), a variavel temperatura e a interacao entre temperatura e tempo tiveram
influéncia significativa na resposta. Para a resposta DPPH, as variaveis concentracao
do solvente, temperatura, tempo e a interagéo entre concentracéo do solvente e tempo
foram significativas. Para o0 método de determinacéo de fendlicos totais, as variaveis
tempo, temperatura e as interagcbes concentracdo do solvente/temperatura e
temperatura/tempo tiveram influéncia significativa nas respostas. A curvatura foi
significativa para todas as respostas, isso implica na evidéncia de que termos
quadraticos devem ser determinados. A solugdo € aumentar o planejamento fatorial
com quatro corridas axiais, resultando em um planejamento completo.

Palavras-chave: Moringa oleifera. Fendlicos Totais. Atividade Antioxidante.
Planejamento Fatorial.



ABSTRACT

RIZZI, Fabio Ricardo. Optimization of bioactive compounds extraction process
from the Moringa oleifera leaves. 79 f. End of Course Assignment — Federal
Technological University of Paran&. Pato Branco, 2016.

The Moringa oleifera (Moringacea) is a plant originally from India that has been
attracting the interest of researchers and scientists, because of its biological capacity
and its proven medicinal qualities, it has already been used to combat high blood
pressure, tumors, arthritis and also as a food reinforcement. Such medicinal properties
are attributed to its chemical composition, which presents phenolic compounds,
compounds with antioxidant activity and large amounts of vitamins and minerals.
Taking into account these properties, it is essential to determine a suitable extraction
method that seeks to maximize the yields of compounds present in the plant extract,
provided that it is a method that has a good applicability and to that it is effective,
economically feasible and likely to be extended to larger scales. To determine the
appropriate extraction method, there is the need for scientific basis provided by
statistical methods, so a 23 factorial design was performed, in order to evaluate the
influence of the independent variables (temperature, ethanol solvent concentration and
time extraction) over the dependent variables (responses) that match the antioxidant
activity by radical DPPHe (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) sequestering methods,
radical cation ABTSe* (2,2-azinobis-[benzotiazolin-3-ethyl-6-sulphonic-acid])
sequestering, FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) and phenolic content by
Folin-Ciocalteu method. To assess whether the influence of independent variables on
the responses were statistically significant, the STATISTICA software was used. The
results have shown that the experiment 9, which corresponds to the center point (0) of
the independent variables was the one who presented better responses for the
evaluation of antioxidant activity for the radical ABTS+*,FRAP and total phenolic. For
the evaluation of the antioxidant capacity by DPPHe method, the experiment 4
corresponding to top level solvent (+1), higher temperature level (+1) and the lower
level of time (-1) has shown the best answer. Statistically, for the ABTS and FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power) antioxidant evaluation methods, the temperature
variable and the interaction between temperature and time had a significant influence
on the response. For the DPPH response, the variables solvent concentration,
temperature, time and interaction between solvent concentration and time were
significant. For the total phenolics determination method, the variables time,
temperature and solvent/temperature and temperature/time interactions had a
significant influence on the responses. Curvature was significant for all responses, this
implies evidence that quadratic terms must be determined. The solution is to increase
factorial planning with four axial races, resulting in complete planning.

Keywords: Moringa oleifera. Total Phenolics. Antioxidant Activity. Factorial Design.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas e sua capacidade para tratamentos voltados a
saude humana € milenar, informac6es em grande parte empiricas, mas que ja
evidenciam o grande potencial que as mesmas carregam quando se trata de
compostos bioativos. Este conhecimento popular impulsiona as pesquisas e serve
como base para a descoberta de novos medicamentos (RODRIGUEZ-PEREZ et al.,
2015).

A avaliacdo da capacidade biologica e terapéutica de plantas e de seus
constituintes, tais como alcaloides, taninos e agentes antioxidantes, ja foi comprovada
em testes, assim confirmando que podem ser Uteis e aproveitadas como agentes
medicinais (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Dos constituintes a serem avaliados, destaca-se a importancia dos agentes
antioxidantes, que atuam na reducédo e inibicdo das lesGes causadas por radicais
livres nas células. Radicais livres sdo moléculas organicas ou inorganicas que contém
elétrons ndo emparelhados e, por isso, sao altamente instaveis e quimicamente muito
reativas, com um tempo de vida muito curto. Quando presentes em excesso no
organismo, os radicais livres podem causar danos aos tecidos e perda das fun¢cbes
dos 6rgaos (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Em busca de uma matriz com grande capacidade biolégica, uma planta que
vem despertando o interesse de pesquisadores € a Moringa oleifera (Moringacea),
também conhecida como lirio-branco e quiabo-de-quina (EPAGRI, 2013). Esta arvore
é originaria da india e considerada uma planta com enorme capacidade bioldgica, as
suas propriedades medicinais ja sdo usadas no combate a hipertensao, tumores, atrite
e outras doencas, e em algumas localidades € usada como reforgo alimentar e para
fins industriais. Essas propriedades medicinais sao atribuidas a sua composicéo
guimica, que apresenta compostos fendlicos e grande quantidade de vitaminas e sais
minerais (RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2015). A Moringa oleifera é vista com grande
capacidade, pois praticamente todas as suas partes sdo ricas em compostos
bioativos, como a raiz, casca, folhas, flores e frutos (EPAGRI, 2013).

De todas as partes da M. oleifera, as folhas sdo as que mais se destacam, e
constituem parte mais abundante da planta, um estudo recente identificou que o seu
extrato € rico em aminoacidos essenciais, fosforo, potassio e antioxidantes
(RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2015).
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Portanto, considerando essas ricas propriedades, torna-se indispensavel
determinar um método de extracdo adequado que mantenha os extratos com teores
maximos de seus compostos. Para determinar o método de extracdo adequado,
evidencia-se a necessidade de bases cientificas fornecidas por metodologias
estatisticas (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Neste contexto, destaca-se o planejamento fatorial, em que séo realizados
experimentos em todas as possiveis combina¢des dos niveis dos fatores ou variaveis,
e cada um desses experimentos é chamado de ensaio experimental. O planejamento
fatorial tem por objetivo determinar quantitativamente a influéncia das variaveis
escolhidas sobre a resposta de interesse, assim permitindo que os resultados sejam
obtidos com o0 menor nimero de experimentos possiveis, culminando em economia
de tempo e recursos (NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2010).

Muitos fatores influenciam na extracdo de compostos antioxidantes em
matrizes vegetais, dentre eles pode-se citar a natureza do vegetal, o tamanho das
particulas que compdem este material, 0 solvente empregado na extracdo, o tempo
de contato entre o solvente e o extrato e a temperatura do processo, gerando extratos
que apresentam diferenca quanto a atividade antioxidante e ao teor de compostos
fendlicos (VONGSAK et al., 2013).

Assim, o presente trabalho possui como objetivo determinar o método de
extracdo adequado para a obtenc&o de compostos bioativos das folhas de M. oleifera,
considerando a matriz de estudo e os compostos a serem extraidos. O método deve
possuir boa aplicabilidade e ser eficaz, com viabilidade econémica e passivel de ser
estendido a maiores escalas.

11 DELIMITACAO DO TEMA

A pesquisa delimita-se a otimizacéo do processo de extracdo de compostos
bioativos das folhas de M. oleifera. As variaveis independentes avaliadas séao:
concentracédo do solvente (etanol), temperatura e o tempo de extragdo. A atividade
bioldgica sera avaliada pelo método de determinacéo do teor de fendlicos totais, por
meio do Folin-Ciocalteu, e da capacidade antioxidante, através dos métodos de

Sequestro do radical estavel orgéanico 2,2’-difenil-1-picrilidrazila (DPPH-), Reduc¢éo do
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cation radical 2,2’-azo-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS-*) e FRAP (Ferric

Reducing Antioxidant Power).

1.2 HIPOTESES

As variaveis temperatura, tempo de extragcdo e composicdo do solvente
influenciam na extracdo de compostos bioativos de matrizes vegetais. E possivel
determinar a melhor condicdo para a extracdo dos compostos com atividade

antioxidante das folhas de M. oleifera.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral da pesquisa é: definir a melhor condicdo para a extracao de

compostos bioativos das folhas de Moringa oleifera.

1.3.2 Objetivos Especificos

Para atender ao objetivo geral, estabeleceram-se 0s seguintes objetivos
especificos:
(1) Definir o teor de compostos fendlicos totais pelo método espectrofotométrico

de Folin-Ciocalteau em folhas de M. Oleifera;

(i) Determinar a atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical
DPPH-« (2,2-difenil-1-picrilhidrazil);
(i) Estabelecer a atividade antioxidante pelo método de reducéo do cation radical

2,2’-azo-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS-*);
(iv) Avaliar a atividade antioxidante pelo método de reducédo do Fe** a> Fe?*
(FRAP) (Ferric Reducing Antioxidant Power);



(V)

(vi)
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Analisar as variaveis de extracdo (temperatura, tempo de extracdo e
composicdo do solvente) que podem influenciar nos teores dos compostos
fendlicos totais e compostos com atividade antioxidante em folhas de M.
oleifera, por meio da ANOVA;

Analisar estatisticamente a significancia das variaveis independentes em

relacdo aos resultados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 IMPORTANCIA DO ESTUDO DE PLANTAS

Uma das principais bases para o descobrimento e sintese de novos
medicamentos é a medicina popular, sendo um dos requisitos primarios na procura
de substancias biologicamente ativas em plantas. Ha milhares de anos, as civilizacdes
utilizam plantas para o tratamentos de diversas patologias e essa vasta experiéncia
torna-se essencial nesse campo de pesquisa.

Com o avanco cientifico envolvendo elucidacdo estrutural e estudos
farmacoldgicos de plantas com capacidades medicinais somado ao interesse cientifico
no bem-estar e qualidade de vida da populacdo, ha uma motivacdo em torno da
pesquisa e da identificacdo de substancias naturais, que sejam benéficas ao
organismo. Neste contexto, estas matrizes naturais tém se mostrado fontes valiosas
para a descoberta de novos principios ativos com boas capacidades biolégicas. Os
desafios agora remetem a busca por novos compostos bioativos naturais, que possam
vir a substituir substéncias sintéticas na industria farmacéutica e na industria de
alimentos (OLDONI, 2010).

Um fator importante a ser avaliado na busca por novas matrizes é a grande
diversidade de plantas existentes no planeta. Segundo dados, existem entre 250-500
mil espécies de plantas e uma pequena porcentagem apenas € estudada
fitoquimicamente, e um percentual menor ainda, quando se fala de estudos biol6gicos
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Mostrando que ainda h& muitas substancias a

serem descobertas em matrizes naturais distintas.

2.1.1 Obtencgédo de Principios Ativos a partir de Plantas

Uma matriz natural contém metabolitos primarios que estdo diretamente
envolvidos nos processos de crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos
organismos e metabalitos secundarios ou especializados em sua composi¢ao, sendo
gue normalmente os metabdlitos primarios sdo 0os mais estudados, pois a sua

deteccédo e identificagdo tornam-se mais faceis, devido a alguns fatores, dentre eles,
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a maior concentragdo na matriz. Entretanto em muitos casos os metabolitos que
apresentam os melhores efeitos bioldégicos ndo sdo os de maior proporcao, e sim 0s
compostos em pequenas propor¢cdes, que tem seu estudo fitoquimico e isolamento
dificultados, pois 0s procedimentos tornam-se mais complexos e demorados
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Para a avaliagdo do potencial terapéutico de uma matriz natural € necessario
a analise dos constituintes que possuem atividade bioldgica e dentre as atividades
bioldgicas de produtos naturais, destaca-se a atividade antioxidante, que € a acao de
combate as oxidagdes, tanto no organismo como em alimentos, bem como a natureza

quimica dessas oxidacdes.

2.2  ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO) E NITROGENIO (ERN)

Os organismos vivos e alimentos em geral estdo sujeitos a a¢do oxidativa de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN), as quais podem causar
uma série de doencas degenerativas como cancer em organismos Vivos e a
deterioracdo acentuada quando se trata de alimentos. Radicais hidroxil (OHe),
peridroxil (HOO-), peroxido de hidrogénio (H202) e anion superdxido (O2¢) séo
exemplos de ERO’s e 6xido nitrico (NO¢) e peroxinitrito (ONOO") sdo exemplos de
ERN’s (ROLEIRA et al., 2015).

Os seres vivos como organismos aerobicos, necessitam de oxigénio
molecular (O2) para processos celulares essenciais. Como consequéncia desta
necessidade para a respiracdo celular e, devido a algumas atividades enzimaticas
essenciais, as células podem gerar algumas formas de oxigénio que sao parcialmente
reduzidas, as quais sdo denominadas como ERO. Para combater as ERO, formadas
por processos vitais, o organismo humano possui mecanismos de controle e defesa,
gue ajudam a manter essas espécies em niveis adequados. Entretanto pode ocorrer
a modificagdo ou degradag&o de compostos bioquimicos celulares quando a producgéo
dessas espécies € em excesso, resultando no estresse oxidativo (OLIVEIRA, 2011).

Além dos processos vitais e da producédo metabolica que é fundamentada na
reducdo do O2, h4 uma grande quantidade de agressores no meio que elevam a
producdo destas espécies reativas intracelularmente, como a queima de combustiveis

fosseis, radiacéo solar ultravioleta, fumaca de cigarros e o uso de alguns tipos de
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drogas por exemplo. Todos esses agressores representam um estresse oxidativo que
NOSSOo organismo nao € capaz de combater e esses danos cumulativos induzidos pelo
excesso dessas espécies, podem levar a perda funcional das células ou a propria
morte celular. Motivo pelo qual essas ERO estdo relacionadas diretamente ao
envelhecimento precoce (SEN et al., 2010).

O 02, é reativo e se dispbe no estado fundamental triplete, porém nesse
contexto de estresse oxidativo acumulado, pode dar origem a espécies ainda mais

reativas, onde se inclui a producéo de radicais livres.

2.2.1 Radicais Livres

Elementos quimicos séo constituidos por camadas eletrbnicas, essas sdo
denominadas K, L, M, N, O, P e Q e os seus subniveis s, p, d, f. Quando um atomo
ou molécula contém um numero impar de elétrons em sua camada eletronica, é
definido como radical livre. E esse ndo emparelhamento de elétrons que confere uma
alta reatividade a esses atomos ou moléculas, pois para se estabilizar “roubam”
elétrons de qualquer molécula vizinha, oxidando-a. Esta oxidacdo ocasiona a
deterioracdo de componentes dos alimentos e, no organismo, oxida componentes
celulares. Lembrando que reacédo de reducao implica em ganho de elétrons, e a de
oxidacgdo na perda de elétrons (FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, 1997).

Os radicais livres tem fungdes importantes no organismo, seja na producéo
de energia ou na sintese de substratos biolégicos. Entretanto, por terem uma alta
reatividade, tendem a desencadear reacdes de oxidacdo com tais substratos, como
proteinas, acidos graxos poli-insaturados dos lipidios, RNA e DNA, danificando essas

biomoléculas e afetando diretamente a salde (ROLEIRA et al., 2015).

2.2.2 Lipoperoxidagao

As espécies reativas tém capacidade de atacar todos 0s componentes
celulares, mas os acidos graxos poli-insaturados da cadeia lipidica sdo os mais
vulneraveis, devido ao fato da estrutura desses acidos graxos conterem duplas

ligacBes, que sdo mais susceptiveis a esses ataques. A oxidacao dessas estruturas é
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denominada de peroxidacéo lipidica e seu mecanismo €é dividido em trés principais
etapas: iniciacdo, propagacdo e terminacdo conforme segue no Esquema 1
(FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, 1997).

LH + OH (ouLO) > L'+ H,0 (ou LOH) Iniciagao

AN NSNS, CO0H L" +0, - LOO Propagacio
L_. LH +L00O’ > L'+ LOOH Propagagao

HO ', H,0 LOO™ + L' = LOOL Terminacao

PAVAV RNV N VR YA LOO + LOO’ > LOOL + 0, Terminagao
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/

ANV

o
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Esquema 1 - Peroxidacgao Lipidica
Fonte: Adaptado de Ferreira e Matsubara (1997) e Oliveira (2011).

Conforme observado no Esquema 1, a iniciagdo acontece, pois o radical livre
altamente reativo deve abster o hidrogénio nos sitios mais suscetiveis, transformando
essa estrutura estavel do acido graxo em um centro radicalar instavel. Na proxima
etapa acontece a propagacao, ja que esse novo centro radicalar pode reagir com
qualquer estrutura na membrana celular, porém a reacdo mais provavel € com o
oxigénio (Oz), assim originando o radical peroxila. O radical lipidio e peroxila formados
nas etapas de iniciacdo e propagacdo podem continuar abstraindo um novo
hidrogénio da cadeia lipidica continuando as rea¢c6es em cadeia radicalar, ou podem
se propagar até se destruirem, etapa essa definida como terminagdo (OLIVEIRA,
2011).

Esse mecanismo de oxidacao lipidica afeta e causa alteragdo na membrana
celular, alterando sua estrutura e permeabilidade, que acaba gerando a perda da
seletividade na troca i6nica e liberagdo do contetdo de organelas, assim culminando
na morte celular. Por conta da morte celular, estas oxidacbes estdo diretamente

relacionadas a mecanismos de envelhecimento e de desenvolvimento de disfuncdes
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reprodutivas celulares, como é o caso do cancer (FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA,
1997).

A lipoperoxidacéo pode ser retardada ou inibida por agentes com capacidade
antioxidante, como mostra o Esquema 2, os quais interrompem a etapa de
propagacdo da peroxidacdo, desta forma gerando um hidroperdxido estavel e um
radical livre, que é formado a partir do antioxidante (OLIVEIRA, 2011).

AVAVARV ARV EANAVE

COOH

COOH

AQ"

0 OH
' 0

ANAAN T/ NALOH 4 AoH ANAAAAA L0

Esquema 2- Interrupc¢ao da cadeia radicalar na peroxidagao lipidica por um antioxidante (AOH)
Fonte: Oliveira (2011).

2.3 AGENTES ANTIOXIDANTES

Uma definicdo abrangente do termo antioxidante, que envolve todos o0s
substratos oxidaveis, é a seguinte: “qualquer substancia que diminui ou previne
significativamente a oxidacdo de outra substancia, sempre que presente em menor
concentracdo comparada a substancia oxidavel de interesse” (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1990).

Os antioxidantes podem ser originados a partir de substancias naturais ou
sintéticas, sendo que hoje, dentro da industria alimenticia, os mais utilizados sejam os
sintéticos. Orgéos responsaveis pelo controle de substancias estabelecem limites de
ingestao diaria para seres humanos e limites de quantidades em alimentos. Portanto,
estdo sujeitos a legislacbes especificas de cada pais ou 6rgédo responsavel, ou

unificados em normas internacionais (TIVERON, 2010).



22

Dentre os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria, destacam-se o
butilidroxianisol (BHA), o butilidroxitolueno (BHT) e o propril galato (PG), usados na
industria de 6leos e derivados lipidicos, agindo como conservantes. Todavia, sabe-se
gue tais antioxidantes sintéticos podem apresentar alguns efeitos adversos e nocivos
a saude. Neste contexto, torna-se evidente a importancia da busca em obter
substancias naturais, que apresentem funcdes para inibir ou retardar as oxidagoes,
podendo ainda apresentar vantagens funcionais (OLIVEIRA, 2011).

Antioxidantes naturais sdo compostos extraidos a partir de matrizes naturais,
dentre os quais destacam-se 0s compostos fendlicos, o &cido ascérbico, o0s

carotendides e algumas vitaminas.

2.3.1 Compostos Fendlicos

S&o os antioxidantes mais abundantes da dieta humana, caracterizados por
uma estrutura de anel aromatico, com uma ou mais hidroxilas como grupos funcionais.
S&o encontrados em sua grande maioria na natureza sob a forma de heterosideos e
ésteres, assim os tornando sollveis em solventes organicos polares e agua. A
caracteristica antioxidante dos compostos fendlicos deve-se as propriedades de
oxirreducdo que esses compostos apresentam, portanto, absorvem e neutralizam
radicais livres, ERO e atuam na decomposi¢cdo de peréxidos (CERQUEIRA; DE
MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

Os compostos fendlicos podem ser divididos em dois grupos: os flavonoides
e os nao flavonoides, sendo ambos oriundos do metabolismo especializado das

plantas.

2.3.1.1 Flavonoides

S&o pigmentos naturais presentes em plantas, capazes de ajudar na protecéo
do organismo contra danos por agentes oxidantes, como por exemplo: raios
ultravioleta, poluicdo ambiental, contaminacdo de alimentos por produtos quimicos.
Flavonoides séo &cidos fracos com caracteristicas polares, solUveis em etanol,

metanol, butanol e em combina¢cdes de solventes com agua. Compostos que
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apresentam um baixo peso molecular, e tem em comum um anel pirano (C), que liga
dois anéis aromaticos (A e B), sendo um difenilpirano Ces-C3-Cs, cOMmo segue na Figura
1 (DORNAS et al., 2007).

=
=

!_‘)]

Figura 1 - Estrutura Basica dos Flavonoides
Fonte: (DORNAS et al., 2007)

Os flavonoides apresentam 6tima efetividade como agente antioxidante, e sdo
encontrados nos vacuolos celulares das plantas, estando assim, presentes em todas
as partes das matrizes naturais. Nas plantas, os flavonoides desempenham
importante defesa frente a diversos agentes capazes de danificar a planta, como por
exemplo: insetos, geadas, grandes volumes de chuva, radiagdo ultravioleta etc. A
radiacao ultravioleta € um dos mais pertinentes agentes estressantes em uma matriz
natural e a quantidade de flavonoides encontrados é diretamente proporcional a
classe da planta e a necessidade ou ndo de defesas contra os raios ultravioleta.
Assim, quando h& auséncia de raios ultravioleta, as plantas tendem a ter uma
concentragdo menor de flavonoides (OLIVEIRA, 2011).

Os flavonoides possuem grandes efeitos bioquimicos e farmacolégicos, além
da atividade antioxidante, apresentam atividade antiinflamatéria, antialérgica e séo
eficazes na inibicdo de enzimas degradadoras e estimulo a enzimas desintoxicantes

no organismo humano (FATIMA et al., 2009).
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2.3.1.2 Nao flavonoides

Os compostos fendlicos mais simples sdo chamados de néo flavonoides. Os
acidos fendlicos tem base estrutural (Cs-C1), acidos fenilacéticos (Ce-C2), acidos
cindmicos (Cs-Cs3) e estilbeno (resveratrol) (Ce-C2-Cs). Fazem parte destes grupos os
acidos benzoicos que tém uma cadeia estrutural do tipo (Ce-C1) como o0 p-
hidroxibenzoico, protocatéquico, vanilico, galico e siringico, Figura 2a. Os acidos
cafeico, ferdlico, sinapico e p-cumarico também fazem parte deste grupo, e séo
representados por uma cadeia lateral insaturada (Cs-C3) que aparece na Figura 2b, e
o resveratrol (trans-3,5,4-trihidroxiestilbeno) Figura 2c (ROBARDS et al., 1999).
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R=OHR'=H Acido protocatéquico R=OHR=H  Acido caféico
R=OCH; R'=H Acido vanilico R=0CH; R'=H  Acido fertlico
R=R’=0H Acido galico R=R’=0CH;  Acido ssindpico
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Figura 2 - Ndo Flavonoides - Estrutura e Nome
Fonte: (FATIMA et al., 2009).

2.4 MATRIZ NATURAL DE ESTUDO - Moringa oleifera

Em busca de uma matriz com grande capacidade biologica, destaca-se a
planta Moringa oleifera, conhecida popularmente como lirio-branco. Esta arvore é
originaria da india e cresce cerca de trés a quatro metros por ano, se adaptando a
climas tropicais e subtropicais de solos férteis e preferencialmente alcalinos e
podendo chegar a doze metros de altura. E considerada uma planta com enorme
capacidade biologica e por suas propriedades medicinais € usada no combate a

hipertensdo, tumores, atrite e outras doencas, e em algumas localidades é usada
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como reforgco alimentar e para fins industriais. Essas propriedades medicinais séo
atribuidas a sua composicao, contendo compostos fendlicos e grande quantidade de
vitaminas e sais minerais, como exemplo contém quatro vezes a quantidade de
vitamina A presentes nas cenouras, e quatro vezes a quantidade de calcio presente
no leite - (Figura 3). A M. oleifera € vista com grande capacidade, pois praticamente
todas as suas partes s&o ricas em compostos antioxidantes, como a raiz, casca,
folhas, flores e frutos (EPAGRI, 2013).
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Figura 3 - Comparacé&o de nutrientes encontrados na M. oleifera com outras fontes conhecidas
Fonte: https://iwww.kulikulifoods.com/moringa

Em particular, as folhas da M. oleifera podem ser consumidas frescas em
saladas ou cozidas e, ainda, armazenadas como um po6 seco durante muitos meses
sem perda do valor nutricional (Figura 4). Além disso, um estudo recente identificou
gue o extrato possui rigueza em aminoacidos essenciais, fésforo, potassio e
antioxidantes (RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2015).


https://www.kulikulifoods.com/moringa
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Figura 4 - Folhas e p6 das folhas da Moringa oleifera
Fonte: http://greatlifeandmore.com/index.php/2015/07/06/the-amazing-health-benefits-of-
moringa-oleifera/

Portanto, levando em consideracdo o potencial farmacoldgico das folhas de
M. oleifera, torna-se indispensavel a determinagdo de um método que permita extrair
ao maximo seus compostos bioativos, visando constantemente a aplicabilidade

industrial e na pesquisa.

2.5 OTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO

O método de extracdo deve apresentar algumas caracteristicas para ser
considerado o ideal. Deve ser o método mais simples possivel, portanto evitando
procedimentos desnecessarios ou ndo viaveis, que acabam por tornar o processo
moroso. Deve-se avaliar o aspecto econémico de extracdo, que possibilite que esse
método possa ser reproduzido em maiores escalas (RODRIGUEZ-PEREZ et al.,
2015).

Nesse contexto, evidencia-se a importancia do conhecimento de ferramentas
que aperfeicoem esses meétodos e possam elucidar a exata influéncia na resposta que
cada alteracdo do nivel do fator possa gerar. Assim possibilitando o desenvolvimento
de relacbes matematicas e estatisticas de inferéncia que possam ser aplicadas na
analise do conjunto de dados.

O planejamento fatorial € uma ferramenta utilizada para desvendar a
influéncia direta dos fatores ou variaveis independentes sobre as respostas desejadas
e e fundamentado em principios estatisticas que levam a maior confiabilidade no

fornecimento de informacdes do que por métodos aleatorios. Nesse contexto, 0


http://greatlifeandmore.com/index.php/2015/07/06/the-amazing-health-benefits-of-moringa-oleifera/
http://greatlifeandmore.com/index.php/2015/07/06/the-amazing-health-benefits-of-moringa-oleifera/

27

planejamento fatorial permite a redu¢do no nimero de ensaios experimentais. Esta
metodologia também analisa a influéncia simultanea, de varios fatores.

O método consiste em realizar experimentos em todas as possiveis
combinac¢des dos niveis dos fatores ou variaveis, onde cada um desses experimentos
€ chamado de ensaio experimental (NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2010).

2.6 INFLUENCIA DAS VARIAVEIS SELECIONADAS PARA A EXTRACAO DE
COMPOSTOS BIOATIVOS

Muitos fatores influenciam a extracdo de compostos antioxidantes em
matrizes vegetais, sendo de extrema dificuldade definir um Unico método ideal para
todos as extracdes. Dentre os fatores pode-se citar a natureza do vegetal, o tamanho
das particulas, o solvente empregado na extracao, o tempo de contato entre o solvente
e 0 extrato e a temperatura do processo, gerando extratos que apresentam diferenca
quanto a atividade antioxidante e ao teor de compostos fendélicos (VONGSAK et al.,
2013).

O tipo de solvente e sua polaridade tém influéncia direta e podem afetar a
transferéncia de elétrons e de atomos de hidrogénio, que € determinante na medida
da capacidade antioxidante (OLDONI, 2010). O rendimento da extracao e a variacao
na composi¢cdo do mesmo dependem tanto do solvente utilizado quanto do método
aplicado, que pode ser baseado em diferentes mecanismos. No isolamento de
compostos bioativos, os solventes organicos sao frequentemente mais utilizados,
como etanol, agua e metanol. A mistura desses solventes acarreta em uma melhor
solubilidade dos compostos bioativos de interesse no extrato da matrizes vegetais
(ANDREO; JORGE, 2008).

O tempo de contato entre o extrato e o solvente € outro fator importante a ser
avaliado na extragcdo de compostos de matrizes vegetais, de acordo com Andreo,
Jorge (2006) “Longos periodos de extracdo aumentam a possibilidade de oxidacéo
dos compostos fendlicos”.

A temperatura tem influéncia direta no processo de extracdo dos compostos
bioativos. Em alguns casos, dependendo da natureza do composto, o0 aumento da

temperatura pode ocasionar a degradacdo dos mesmos, acarretando na perda no
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rendimento da extragdo. Termodinamicamente, as taxas de difusdo e solubilidade dos
analitos tem um aumento significativo, diretamente proporcional ao aumento da
temperatura e inversamente proporcional ao aumento da temperatura a tenséo
superficial e a viscosidade diminuem. Essas alteracdes diminuem as barreiras de
contato entre o solvente e os analitos, consequentemente acelerando o processo de
extracdo (ERDOGAN et al., 2011).

2.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Ha um grande nimero de metodologias para a determinacdo da atividade
antioxidante de alimentos e de produtos naturais nos dias atuais, devido ao
reconhecimento benéfico desta atividade para a saude. Com o objetivo de encontrar
um método de facil reproducéo, rapido e que necessite de pequenas quantidades de
reagente, e que nao seja afetado pelas propriedades fisicas do composto, por
exemplo (OLDONI, 2010). Entretanto, os métodos tém fundamentos e mecanismos
de acdo e maneiras de expressar os resultados totalmente distintos, o que torna
complicado escolher o melhor método. Nesse contexto devem-se escolher os
métodos comumente aceitos, validados e padronizados ja existentes na literatura
(TIVERON, 2010).

2.7.1 Método de Avaliacdo do Conteudo Total de Compostos Fendlicos — Folin-
Ciocalteau

O método de Folin-Ciocalteu consiste na avaliacdo do conteudo total de
compostos fendlicos em matrizes. Esse método consiste na reacdo dos compostos
fendlicos com o reagente de folin-ciocalteu, que € composto por uma mistura de acidos
de tungsténio (W) e molibdénio (Mo) no estado de oxidagéao (VI), (NazMoO4-2H20)
apresentando coloragcdo amarela. Na presenca de agentes redutores, que Sdo 0sS
compostos fendlicos, formam-se os complexos de tungsténio e molibdénio azuis
[(PMoW1104)*] (SOUSA et al., 2007).

A reacéo de oxirreducdo ocorre em meio alcalino, com adicao de carbonato

de calcio. A reagdo ocorre entre 0s anions que sado gerados a partir da desprotonacao
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dos compostos fendlicos e o reagente de folin-ciocalteu, fazendo com que o
molibdénio (Mo) sofra reducdo (Esquema 3). A coloracao do meio reacional € alterada
de amarela para azul, gerando assim um sinal que pode ser detectado por
espectrofotometria, e que permite a determinacdo da concentracdo de compostos
fendlicos no meio (OLIVEIRA, 2011).

COOH

(el0]0) Ccoo’
Na,CO,
—_— +2Mo®* —» +2 Mo + 2 H*
HO OH HO OH @] OH
OH OH 0]

Esquema 3 - Reacgéo do acido galico reduzindo o Molibdénio (Mo) em meio alcalino.
Fonte: (OLIVEIRA, 2011)

2.7.2 Método de Avaliacdo da Capacidade Antioxidante — Sequestro do Radical
DPPHe (2,2-difenil-1-picrilidrazil)

O método consiste na medida da habilidade de um composto antioxidante em
reduzir o radical DPPHe. O DPPH+ é um radical organico de nitrogénio vendido
comercialmente, que tem por caracteristica ser estavel. Sua cor é violeta e possui
absorcdo maxima na faixa de 515nm. Este método permite ensaios rapidos, simples,
precisos e com boa reprodutibilidade e ndo necessita de altas temperaturas (OLDONI,
2010).

O radical DPPH+ quando entra em contato com o antioxidante (AOH), sofre
reducdo e € estabilizado (Esquema 4). Como consequéncia, ocorre a descoloracao
da solucéo para amarelo palido, extinguindo a banda de absor¢cdo em 515nm. Essa
mudanca pode ser monitorada espectrofotometricamente pela variacdo da

absorbéancia do sistema.
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Esquema 4 - Reacdo entre o radical estavel (DPPH¢) e um agente antioxidante
Fonte: (OLIVEIRA, 2011)

2.7.3 Método de Avaliacdo da Capacidade Antioxidante — FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power)

O método do FRAP € um indicador da atividade antioxidante, considerado
como simples e de baixo custo. Muitos estudos em matrizes alimenticias, bebidas e
plantas, utilizam o método FRAP em conjunto com outros ensaios para determinacao
da atividade antioxidante. O método € baseado na capacidade de um antioxidante em
reduzir o Fe®* para Fe?*, portanto envolve reacdes de transferéncia de elétrons
(TIVERON, 2010).

A reacéo ocorre com a formacao de um complexo de 2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ) com o Fe?*, cuja cor é amarela. Quando adicionado um antioxidante, o ferro é
reduzido, dando origem ao [Fe?*(TPTZ)2]** (Esquema 5), de coloracédo azul e absorcéo

maxima em 593nm. Esta reacdo ocorre em pH &cido, entre 3 e 4.
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¢
=
Fe"-TPTZ + reducing antioxidlant ————— 4  Fe '-TPTZ (intense blue at 595 nm)

Esquema 5: Reducdo do Fe® para Fe?" na presenca de um agente antioxidante (AOH)
Fonte: (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005)

2.7.4 Método de Avaliacdo da Capacidade Antioxidante - Reducdo do Cétion
Radical ABTSe+ (2,2-azo-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)

O cation radical ABTS+* € gerado por reacdes quimicas ou enzimaticas e é
um dos métodos mais utilizados para avaliacdo da atividade antioxidante em matrizes
naturais. O céation ABTS<* é sollavel em agua e em &cidos organicos, portanto
diferencia-se dos demais métodos pela capacidade de avaliacdo de amostras de
natureza hidrofilicas e lipofilicas (DARONCHO, 2012).

O radical ABTS+* é formado pela reacdo com persulfato de potassio e tem
coloracdo azul-esverdeada. Na presenca de um agente antioxidante o radical se reduz
(Esquema 6), ocasionando uma mudanca na coloracdo do meio reacional, assim
sendo possivel ser determinada espectrofotometricamente pela absorbancia a
734nm. Os resultados sdo obtidos com a leitura da absorbancia da amostra
comparada com a absorbancia do antioxidante sintético trolox, usado como padrédo
(OLDONI, 2010).
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Esquema 6 - Formacgao do radical ABTS<+ na presenca de persulfato de potassio e reducgao por
um agente antirradicalar.
Fonte: (HUAN, PRIOR, 2005)
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Folhas de M. oleifera foram fornecidas pela EPAGRI — Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina, localizada no municipio de Itajai,
estado de Santa Catarina. As folhas foram secas em estufa com circulacdo de ar
forcada, regulada a uma temperatura de 40-45 °C, moidas em liquidificador e

armazenadas sob refrigeracdo até as analises.

3.2 DESIGN EXPERIMENTAL — PLANEJAMENTO FATORIAL 23

A otimizagédo das condi¢Oes de extragcdo de compostos bioativos das folhas
de M. oleifera foi realizada utilizando planejamento experimental fatorial 23. As
variaveis independentes a serem estudadas e alteradas foram a concentracdo do
solvente (etanol), temperatura e tempo da extracao. As variaveis dependentes foram
o teor de compostos fendlicos e a atividade antioxidante. Os dados foram analisados
por meio da metodologia de superficie de resposta

O planejamento fatorial foi selecionado para cada variavel do processo de
otimizacdo em trés niveis com onze experimentos, incluindo repeticbes em triplicata
no ponto central (Tabela 1). Sendo que o indice (-1) representa o0 menor nivel, o indice
(0) representa a média entre o maior e o menor nivel e o indice (+1) representa o

maior nivel da varidvel em questéo.

Tabela 1 - Varidveis independentes e seus niveis - Planejamento Fatorial

Amostra Variavel 1: Concentracao do Variavel 2: temperatura  Variavel 3: tempo
solvente (%) CC) (min)
1 30 (-1) 30 (-1) 15 (-1)
2 80 (+1) 30 (-1) 15 (-1)
3 30 (-1) 70 (+1) 15 (-1)
4 80 (+1) 70 (+1) 15 (-1)
5 30 (-1) 30 (-1) 45 (+1)
6 80 (+1) 30 (-1) 45 (+1)
7 30 (-1) 70 (+1) 45 (+1)
8 80 (+1) 70 (+1) 45 (+1)
9 55 (0) 50 (0) 30 (0)
10 55 (0) 50 (0) 30 (0)
11 55 (0) 50 (0) 30 (0)

Fonte: Dados da Pesquisa (2016).
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3.3 EXTRACAO SOLIDO-LIQUIDO

O processo para obtencéo dos extratos de M. oleifera foi baseado no método
proposto por Rodriguez-Pérez et al. (2015) com modifica¢cdes. Cada ensaio consiste
em pesar 2,0 g de M. oleifera seca e triturada e adicionar 25 mL de solvente
etanol/agua na concentracdo correspondente previamente definidas.

Em seguida, cada amostra ficou sobre agdo de temperatura e agitagéo
durante um tempo definido para cada ensaio. A temperatura a que cada amostra foi
submetida foi definida pelo planejamento fatorial (Tabela 1) em banho de aquecimento
(banho-maria) digital. Apds, os extratos foram submetidos a centrifugacao a 2400 rpm
(rotagdes por minuto) durante 10 minutos para a separacao da fragdo solida e da
aguosa. A remocao completa dos solidos foi obtida ao filtrar as amostras usando uma
bomba compressora a vacuo. Os extratos foram armazenados em tubo Falcon
graduados de 50 mL sob refrigeracdo de a proximamente -10 ‘C até o momento das

anéalises.

3.4 METODOLOGIA PARA DETERMINACAO DE FENOLICOS TOTAIS -
FOLIN-CIOCALTEAU

O procedimento para a quantificacdo do teor de fendlicos totais presente no
extrato da planta foi realizada em triplicata, utilizando o método colorimétrico de Folin-
Ciocalteau descrito por Singleton et al (1999), com modificacdes. O método consiste
na mistura de 0,5 mL do extrato com 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluido 1:10
(10%) e 2,0 mL de carbonato de sédio (Na2COs) na concentracdo de 4%. A mistura
foi deixada em incubacéo no escuro durante um periodo de 120 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, realizadas as leituras da absorbancia em
espectrofotdbmetro a 740 nm (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS,
1999).

Para a quantificagdo do conteudo de fendlicos totais, foi construida uma curva
analitica utilizando o acido galico como padrédo, o resultado expresso em mg de

equivalente acido gdlico por grama de amostra (mg EAG.gt). As amostras foram
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diluidas 1:50 (v/v) em solvente na mesma concentracdo utilizado na extracdo e os

resultados foram expressos em ug de EAG por grama de amostra

3.5 METODOLOGIA DE AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE -
SEQUESTRO DO RADICAL DPPH- (2,2-DIFENIL-1-PICRILIDRAZIL)

A determinacao da atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical
DPPH?- foi realizada segundo metodologia descrita por Brand-Willians et al (1995).

A técnica de avaliacao consiste na adi¢cdo de 0,5 mL do extrato de M. oleifera,
3 mL de etanol P.A e 0,3 mL da solugdo do radical de DPPH+ 0,5 mmol L1. Em
seguida, a mistura de reacao foi deixada em repouso durante o periodo de 60 minutos
para posterior leitura em espectrofotometro a 517 nm, utilizando etanol P.A para
confeccdo do branco analitico. A quantificacdo foi realizada a partir de uma curva
analitica utilizando trolox, o resultado foi expresso em pmol de trolox por grama de
amostra (umol Trolox.g?) (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

As amostras foram diluidas 1:200 (v/v) em solvente nha mesma concentracéo
utilizado na extracao, e todas as andlises foram feitas em triplicata, utilizada a média

ponderada nos calculos.

3.6 METODOLOGIA DE AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE -
FRAP (FERRIC REDUCING ANTIOXIDANT POWER)

A metodologia para avaliacdo da capacidade antioxidante através de reducéo
do ferro (FRAP) foi proposta por Benzie e Strain (1996), com modificagdes. O reagente
FRAP foi obtido a partir da mistura de 25 mL de tampé&o acetato 0,3 mol L, 2,5 mL
da solucdo de TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) na concentracéo de 10 mmoL™* e
2,5 mL de cloreto de ferro em solugdo aquosa na concentracdo de 20 mmol L%, sendo
necessario preparar apenas na hora da utilizacdo evitando a degradacéao.

O método consiste na mistura de 0,1 mL do extrato de M. oleifera com 3 mL
do reagente FRAP. A mistura foi homogeneizada e mantida em banho-maria a 37°C

por 30 min e em seguida foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro
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a 595 nm. A quantificacao foi realizada a partir de uma curva analitica utilizando sulfato
ferroso como padrao, o resultado foi expresso em ymol de sulfato ferroso por grama
de amostra (umol FeS0a4.gt) (BENZIE; STRAIN, 1996). As amostras foram diluidas
na proporcdo de 1:100 (v/v) em solvente na mesma concentracdo utilizado na

extragao, e todas as analises foram feitas em triplicata.

3.7 METODOLOGIA DE AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE -
REDUCAO DO CATION RADICAL ABTSe+ (2,2-AZ0O-BIS-(3-
ETILBENZOTIAZOLINA-6-SULFONATO)

A metodologia utilizada para a captura do cation radical ABTS<* foi descrita
por Re et al (1999), com algumas modificacdes. O cétion radical ABTS+* foi formado
pela reacdo de 5 mL de ABTS na concentragéo de 7 mmol.Lt com 8,8 uL de persulfato
de potassio na concentracdo de 140 mmol.L?, incubados em temperatura ambiente
por 16 horas na auséncia de luz. Apés a incubacao, a solucéo foi diluida em etanol
P.A até absorbéancia de aproximadamente 0,700 + 0,200 a 734 nm.

O método consiste na adi¢do de 0,03 mL do extrato de M. oleifera e 3 mL do
radical formado, tendo como branco etanol P.A. A leitura da absorbancia foi realizada
em espectrofotdbmetro a 734 nm apds 6 minutos de reacdo. Para a quantificacdo sera
construida uma curva analitica utilizando o antioxidante trolox como padrdo, o
resultado foi expresso em ymol de trolox por grama de amostra (umol Trolox.g') (RE
et al.,, 1999). As amostras foram diluidas 1:100 (v/v) em solvente na mesma
concentracdo utilizado na extracdo, e todas as analises foram feitas em triplicata,

utilizada a média ponderada nos célculos.
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4 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1 PREPARACAO DOS EXTRATOS

A extracao sélido-liquido das folhas da Moringa oleifera geraram extratos com
coloragbes e tonalidades distintas. A polaridade do solvente, bem como sua
concentracdo sdo alguns dos fatores que definem essa caracteristica (ANDREO;
JORGE, 2006). O nivel de maior concentracdo do solvente etanol (+1) que
corresponde a 80% etanol e 20% &agua, gerou extratos com uma coloracdo verde
escuro intenso, e conforme a concentragao do solvente etanol foi diminuindo, diminui-

se a intensidade de tonalidade dos extratos (Figura 5).

Figura 5 - Extratos obtidos para a Moringa oleifera.
Fonte: Dados da pesquisa (2016).

A coloragédo verde escura dos extratos obtidos com o solvente etanol em seu
nivel mais alto, deve-se a polaridade do solvente utilizado, que proporcionou uma
maior interacdo com a clorofila presente nas células fotossintéticas, assim
maximizando a extragdo da clorofila presente em matérias vegetais como as folhas

da Moringa oleifera (STREIT et al., 2005). Apesar das caracteristicas da clorofila como
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agente bioldgico, tal tonalidade é apenas uma caracteristica, ndo sendo determinante

para definir qual extrato € mais rico em agentes antioxidantes.

4.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O planejamento fatorial na ordem de 22 foi utilizado para avaliar a influéncia
das variaveis independentes sobre as respostas (variaveis dependentes) escolhidas
na extracado de compostos bioativos das folhas da Moringa oleifera. A Tabela 2 mostra
os resultados do planejamento fatorial e as influencias das variaveis sobre as
respostas obtidas.

Tabela 2 — Planejamento fatorial e dados experimentais sobre as variaveis dependentes para a

atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPHe, redugao do cation radical
ABTS+*, FRAP e teor de fendlicos totais

Experimento DPPH (umol de ABTS (umol de Folin-Ciocalteau FRAP (pmol
trolox g%) trolox g1) (mg EGA g FeSO4g?)
1 95,96 + 1,35¢ 330,93 + 8,83¢ 29,74 + 0,09 643,00 * 0,00
2 153,65 + 1,35¢ 321,56 + 4,419 27,65 + 0,689 618,00 + 7,079
3 108,46 + 0,00¢ 388,75 £ 15,46¢def 32,13 £ 0,14¢ 714,25 + 5,30
4 215,19 + 9,512 445,00 + 6,622 34,39 + 0,39bc 731,75 + 12,37k
5 129,13 + 6,119 354,37 + 11,04 33,42 + 0,04bc 671,75 £ 5,30¢
6 154,13 + 0,67¢ 421,56 + 26,512abcd 30,40 * 0,54¢f 675,50 + 3,53¢
7 196,44 + 11,552 380,93 + 13,259%f 33,04 + 0,24 699,25 + 5,300
8 188,75 + 2,03 365,31 + 0,00¢f 33,38 + 0,44 729,25 + 8,83b¢
9 208,94 + 0,672 463,75 + 11,042 38,97 + 0,782 803,00 + 10,602
10 201,23 + 4,75 429,37 £ 2,202 34,18 + 0,19b¢ 749,25 + 1,76
11 156,54 + 1,35¢ 410,37 + 2,20 bede 35,26 + 0,24 748,00 + 7,07°

Fonte: Dados da Pesquisa (2016)

A analise das resposta na Tabela 2 demonstra que o experimento 4, que
corresponde aos niveis superiores (+1) das varidveis concentracdo do solvente e
temperatura e o nivel inferior (-1) da variavel tempo foi 0 que apresentou maior
resposta para a avaliacdo da capacidade antioxidante método de sequestro do radical
DPPHe, obtendo uma extragdo maxima de 215,19 umol de trolox.g*. O experimento
9 que corresponde ao ponto central (0) foi o que apresentou melhores respostas na
avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical ABTS** e
FRAP, onde obteve-se valores maximos de 463,75 umol de trolox.g* e 803,00 umol
de FeS0a.g! respectivamente. Para o teor de fendlicos totais o valor maximo foi de
38,97 mg EAG.g?, também obtida a partir do experimento 9, nas mesmas condicées

do ponto central (0).
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A fim de investigar a influéncia das variaveis e suas interagfes que de fato
sao estatisticamente relevantes nas respostas, os dados obtidos foram submetidos a
um tratamento estatistico utilizando o software STATISTICA verséo 8.0.

4.3 RESULTADOS PARA O METODO DE SEQUESTRO DO RADICAL DPPHs

Apbs efetuar as leituras no espectrofotdbmetro e coletadas as absorbancias da
curva padréo e das amostras, foi plotado o gréfico de calibragéo (Grafico 1) utilizando
as absorbancias da curva padrao, e através da equacdo da reta gerada foi possivel

calcular a concentracdo das amostras.

DPPH

0,6
y =-0,0026x + 0,5008
0,5 R2 =0,9986

0,4

Absorbancia

0,3

0,2

0,1

0 20 40 60 80 100 120 140 160
[ 1uM Trolox

Gréfico 1 - Grafico de calibragado para o método de sequestro do radical DPPHe
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

A tabela 3 apresenta os resultados para a avaliagéo da atividade antioxidante

pelo método de sequestro do radical DPPH-.
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Tabela 3 - Resultados para o0 método de avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de
sequestro do radical DPPH«

Experimento DPPH (umol de trolox g?)

=

95,96 + 1,35¢
153,65 + 1,35¢
108,46 + 0,00¢
215,19 + 9,512
129,13 + 6,114
154,13 + 0,67¢
196,44 + 11,552
188,75 £ 2,03°
208,94 + 0,672
201,23 + 4,75
156,54 + 1,35¢
Dados da Pesquisa (2016)

O©CoO~NO U~ WDN

B
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Os resultados obtidos para o sequestro do radical DPPHe, apresentaram
valores que variam entre 95,96 a 215,19 umol de trolox.g*. A literatura traz alguns
estudos sobre a M. oleifera, mas ndo foram encontrados trabalhos de avaliacdo da
capacidade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPHe« nestes moldes
de andlise, que expressa o0s valores em unidades de concentracdo do padrao
escolhido (trolox) por grama de amostra. Goncalves (2008) avaliou a capacidade
antioxidante de frutas e obteve para o maracuja doce 21 pmol de trolox.g* e para o
tucuma 131 pumol de trolox.g. Assim pode-se avaliar que extratos de M. oleifera sdo
consideraveis e que a matriz contém grande capacidade antioxidante (GONCALVES,
2008).

Os resultados foram submetidos ao teste de Tukey, a fim de investigar quais
tratamentos estatisticamente diferem ou ndo entre si. A escala é representada por
letras, onde os maiores valores das respostas seguem em ordem alfabética. A tabela
3 mostra que os experimentos 4, 7, 9 e 10 apresentam a letra “a’”, assim, néo
apresentam diferenca significativas entre si, pois experimentos com a mesma letra
nao sao significativamente diferentes uns dos outros. Para melhor visualizagido dos
resultados, o Gréfico 2 apresenta o teste de Tukey para a atividade antioxidante pelo

método de sequestro do radical DPPHs-.
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Gréfico 2 - Teste de Tukey para a atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical
DPPH-
Fonte: Dados da Pesquisa (2016)

A analise do Gréfico 2 permite visualizar que nos experimentos 4, 7, 9 e 10 as
barras verticais se interceptam horizontalmente, portanto para um intervalo de
confianca de 95%, os experimentos citados ndo apresentam diferencas entre si.

Para entender melhor o comportamento do sistema, o software STATISTICA
fornece resultados sobre os efeitos das interacdes entre as variaveis, coeficientes de
regressao e assim é possivel verificar se os fatores (variaveis independentes) foram
significativos. A tabela 4 apresenta os valores do efeito da curvatura e das variaveis

independentes e suas interagdes para o sequestro do radical DPPHe.
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Tabela 4 - Estimativa dos efeitos para o método de sequestro do radical DPPH-

Limite de Limite de
. Erro . .
Efeito Padrio tealc p-valor confianca confianca
(-) 95% (+) 95%

Fatores
Modelo 155,2160 4,80301 32,31642 0,000000 144,9146 165,5174
Curvatura 67,3783  18,39412 3,66304 0,002558 27,9269 106,8298
[EtOH] (%) 45,4328 9,60602 4,72961 0,000323 24,8299 66,0356
Temperatura (°C) 43,9905 9,60602 4,57947 0,000429 23,3876 64,5934
Tempo (min) 23,7980 9,60602 2,47741 0,026602 3,1951 44,4009
[EtOH] x Temperatura 4,0868 9,60602 0,42544 0,676986 -16,5161 24,6896
[EtOH] x Tempo -36,7788 9,60602 -3,82872 0,001843 -57,3816 -16,1759
Temperatura x Tempo 6,9715 9,60602 0,72574 0,479953 -13,6314 27,5744

Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

O p-valor pode variar de 0 a 1 e representa a probabilidade ou chance do
efeito observado pelas varidveis ser devido ao acaso, e ndo aos fatores que estdo
sendo avaliados. Para que os efeitos observados sejam significativos estatisticamente
o p-valor deve ser menor ou igual a 0,05 assumindo como margem de seguranca 5%
de chances de erro (FERREIRA; PATINO, 2015). Portanto estatisticamente para o
método de sequestro do radical DPPHe, o0 modelo experimental, a curvatura e todas
as variaveis independentes (concentracdo do solvente, tempo e temperatura) foram
significativas, além da interacdo entre concentracdo do solvente e tempo (linhas em
vermelho na Tabela 4).

Com o Gréfico de Pareto (Gréafico 3), é possivel uma melhor compreensao
visual, a linha tracejada indica a regido onde as variaveis devem alcancar para

demonstrar significAncia estatistica.
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Gréfico Parsto de Efeitos Padronizados; Variavel: DPPH (umol de trolox g™
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Deste modo pode-se visualizar que as variaveis concentracdo do solvente,
tempo, temperatura e a interagdo entre concentracdo do solvente e tempo foram
significativas para o método de sequestro de radical DPPHe. A partir do Gréfico 4

pode-se avaliar a interacdo entre as variaveis concentracdo do solvente e tempo.
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Gréfico 4 - Meios preditos para a resposta sequestro do radical DPPH«

Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

Ao avaliar o Gréfico 4, verifica-se que o maior valor foi de 193,61 pmol de

trolox.g™* obtido para a interagéo entre as variaveis, e foi obtida com o tempo em seu

nivel inferior (-1) e a concentracdo do solvente em seu nivel superior (+1), aonde 0s

valores entre parentes sdo os intervalos de confianga a 95%. Partindo no nivel inferior,

ao aumentarmos a variavel concentracao do solvente e tempo, percebe-se que ha um

aumento das respostas.

Outra forma de visualizar a confiabilidade do modelo estatistico proposto é

através da Reta de Equalidade (Gréafico 5), que relaciona os valores observados com

o valores preditos pelo modelo. Quanto menor for a disperséo dos valores observados

em relacdo a reta que representa os valores preditos, melhor e mais ajustado é
considerado o modelo estatistico (OLIVEIRA; ANDOLFATTO, 2014).
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Gréfico 5 - Valores observados x preditos para o método de sequestro do radical DPPHe
Fonte: Dados da Pesquisa(2016).

Por meio da analise do Grafico 5, pode-se afirmar que houve pouca dispersao
dos valores observados em relacdo a reta de valores preditos, confirmando assim o
bom ajuste do modelo para a avaliagdo da atividade antioxidante pelo método de
sequestro do radical DPPHs-.

O Gréafico de Superficie de Resposta (Grafico 6) avalia a influéncia das

variaveis independentes em relacao a resposta desejada.



46

DPPH (umol de trolox g™)

|w)

0

e

et B

=

5

=3

= E > 180

el B < 180

& Bl < 160

2= [ <140
B < 120
B < 100

Gréfico 6 - Grafico de superficie de resposta para o método de sequestro do radical DPPH-.
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

Ao analisar o Grafico 6 € possivel visualizar uma regido de vermelho mais
intenso que indica que a maior resposta foi obtida no nivel superior (+1) de
concentracdo do solvente (80:20 etanol:agua (v/v), e no nivel inferior (-1) da variavel
tempo que corresponde a 15 minutos de contanto entre o solvente e o extrato.

E possivel descrever o modelo obtido a partir do tratamento estatistico dos
dados por meio de uma equacao matematica gerada pelos efeitos significativos e os
valores codificados das variaveis. A Tabela 5 apresenta os coeficientes de regresséo

para a avaliacdo da atividade antioxidante para o método de sequestro do radical
DPPHe.
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Tabela 5 - Coeficientes de regresséo para a avaliacédo da capacidade antioxidante pelo método
de sequestro do radical DPPHe

Limite de Limite de
fcalc p-valor confianca confianca
(-) 95% (+) 95%

Coeficiente Erro
de Regressdo Padréo

Fatores
Modelo 155,2160 4,803008 32,31642 0,000000 144,9146 165,5174
Curvatura 33,6892 9,197060 3,66304 0,002558 13,9634 53,4149
[EtOH] (%) 22,7164 4,803008 4,72961 0,000323 12,4149 33,0178
Temperatura (°C) 21,9953 4,803008 4,57947 0,000429 11,6938 32,2967
Tempo (min) 11,8990 4,803008 2,47741 0,026602 1,5976 22,2004
[EtOH] x Temperatura 2,0434 4,803008 0,42544 0,676986 -8,2581 12,3448
[EtOH] x Tempo -18,3894 4,803008 -3,82872 0,001843 -28,6908 -8,0879
Temperatura X Tempo 3,4858 4,803008 0,72574 0,479953 -6,8157 13,7872

Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

No caso da curvatura ter sido significativa, implica na necessidade de
adicionar mais pontos, com termos quadraticos. A equacado (1) descrita abaixo &
composta pelo coeficiente linear do modelo seguido pelos coeficientes das variaveis
gue foram significativas na resposta: concentracdo do solvente (X1), temperatura (X2),

tempo (X3) e a interacéo entre concentracao do solvente e tempo (Xs).

DPPH (umol de trolox gt) = 155,21 + 22,71 X1 + 21,99 X2+ 11,89 X3— 18,34 Xs (1)

Os coeficientes das variaveis individuais apresentam valores positivos,
indicando que as melhores respostas sao obtidas ao aumentar os niveis das variaveis.
A Tabela 6 apresenta de forma reduzida a tabela da ANOVA para o avaliacao

da capacidade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPHe.

Tabela 6 - Tabela ANOVA para o método de sequestro do radical DPPHe

Fonte de Variacdo SQ GL QM Fealc Ftab Fcaic/Ftab R?
Modelo 28887,05 7 4126,72091 11,18043 2,76 4,05088 0,8442
Residuo 5167,43 14 369,102168
Total 34054,48 21

SQ - Soma dos Quadrados; GL — Graus de Liberdade; QM — Quadrado Médio
Fonte: Dados da Pesquisa (2016)

Analisando os resultados obtidos na Tabela 6, percebe-se que para o Teste
F, o valor de F calculado foi 4,05 vezes maior do que o valor de F tabelado para p <
0,05 e o coeficiente de correlacdo do modelo foi de R? = 0,8482, indicando que o
modelo foi predito e adequado.



48

4.4 RESULTADOS PARA O METODO DE REDUCAO DO CATION RADICAL
ABTSe*

Anéalogo ao procedimento de avaliacdo anterior, foram efetuadas as leituras
no espectrofotbmetro e coletado as absorbéncias da curva padréo (trolox) e dos
extratos, ambos em triplicata e plotado um Grafico de Calibracdo (Grafico 7),
permitindo o calculo das concentracfes através da equacgéo da reta que representa o

modelo.

ABTS

0,8 y =-0,0004x + 0,7169
0,7 R2=0,9972

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbancia

0 500 1000 1500 2000 2500
[ 1uM Trolox

Gréfico 7 - Grafico de calibragao para o método de sequestro do cation radical ABTS-*

Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

A tabela 7 apresenta os resultados para a avaliagdo da atividade antioxidante

pelo método de sequestro do cétion radical ABTSe*.
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Tabela 7 — Resultados para o método de avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de
sequestro do cation radical ABTS-*

Experimento ABTS (umol de trolox g?)

330,93 + 8,839
321,56 + 4,419
388,75 + 15,46¢0f
445,00 + 6,62%
354,37 £ 11,04f¢
421,56 + 26,514abcd
380,93 + 13,25¢%f
365,31 + 0,00
463,75 + 11,042
429,37 + 2,20%
410,37 + 2,20 bede

Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

B
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Os resultados obtidos para o0 sequestro do cation radical ABTSe*,
apresentaram valores entre 321,56 a 463,75 umol de trolox.gt. Em comparacéo a
outros estudos que testaram o sequestro do cétion radical ABTS** nos mesmos
moldes de analise, Bergamaschi (2010) encontrou em talos de beterraba 121,48 pmol
de trolox.g! e em cascas de maracuja 23,21 pumol de trolox por grama de amostra,
enquanto a Moringa oleifera apresentou valores maximos de 463,75 umol de trolox.g-
1, Extratos de Moringa oleifera demonstram que o processo de extracéo foi eficiente e
que a matriz de estudo tem um alto poder antioxidante em comparacdo a outras
amostras vegetais.

Os resultados foram submetidos ao teste de Tukey, a fim de investigar se 0s
experimentos diferem estatisticamente entre si ou ndo. A tabela 7 mostra o
experimento 9 que diz respeito ao ponto central das variaveis independentes foi o que
apresentou o maior resposta. Estatisticamente através do teste de Tukey, pode se
verificar que os experimentos 4, 6, 9 e 10, ndo apresentam diferenca significativa entre
Si.

Para melhor visualizacdo dos resultados, o Grafico 8 apresenta o teste de
Tukey para a atividade antioxidante pelo método de sequestro do cation radical
ABTSe*.
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Gréfico 8 - Teste de Tukey para a atividade antioxidante pelo método de sequestro do cation
radical ABTS+*
Fonte: Dados da Pesquisa (2016)

A tabela 8 apresenta os valores do efeito da curvatura e das variaveis

independentes e suas interacdes para o0 sequestro do céation radical ABTSe".

Tabela 8 - Estimativa dos efeitos para o método de sequestro do cétion radical ABTSe*

Limite de Limite de
Erro

Efeito ~ tealc -valor confianca confianca
Padrao P ) o5 +) 05%
Fatores

Modelo 376,0551 6,65665 56,49313 0,000000 361,7780 390,3322
Curvatura 117,0575 25,49303 4,59175 0,000419 62,3804 171,7347
[EtOH] (%) 24,6096 13,31330 1,84850 0,085760 -3,9446 53,1638
Temperatura (°C) 37,8909 13,31330 2,84609 0,012949 9,3367 66,4451
Tempo (min) 8,9846 13,31330 0,67486 0,510756 -19,5696 37,5388
[EtOH] x Temperatura -4,2971 13,31330 -0,32277 0,751640 -32,8513 24,2571
[EtOH] x Tempo 1,1716 13,31330 0,08800 0,931120 -27,3826 29,7258
Temperatura x Tempo -52,7346 13,31330 -3,96105 0,001421 -81,2888 -24,1804

Fonte: Dados da Pesquisa (2016).
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A andlise da Tabela 8 permite identificar os fatores significativos em vermelho.
Portanto, para o método de sequestro do cétion radical ABTSe<*, o modelo
experimental, a curvatura, a variavel temperatura e a interacdo entre temperatura e
tempo foram estatisticamente significativas no trabalho, afinal apresentaram o p-valor

menor ou igual a 0,05. O Grafico de Pareto (Grafico 9) demonstra visualmente tal

afirmacao.
Curvatura //// 4591746
Temperatura x Tempo /// -3,96105
Temperatura (°C) //// 2,846091
Concentracio do solvente (%) 1.8558499
Tempo (min) 6743607
Concnetragdo do Solvente x Temperatura -,322769
Concentraccdo do Solvente x Tempo 0880041

p = 0,05

Grafico 9 - Grafico de Pareto para o método de sequestro do cation radical ABTSe+
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

A partir do Gréfico 10 pode-se avaliar a interagcdo entre as variaveis tempo e

temperatura.
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Meios preditos para a variavel: ABTS (umol de trolox g™)

q| 403932(362,04:44582) 389,088 (347,2430,98)
€
£
o
o
£
@
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] 342,212(300,32; 384,1) 432838 (390,95, 474,73)

Temperatura (°C)

Gréfico 10 - Meios preditos para a resposta sequestro do cation radical ABTS-*
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

Ha um aumento significativo na resposta quando passamos do nivel inferior (-
1) do tempo e temperatura, para o nivel superior (+1) da temperatura. Quando as
respostas séo avaliadas a partir dos niveis superiores (+1) do tempo e temperatura, a
resposta aumenta quando passamos para um nivel inferior (-1) da temperatura. Assim
demonstrando que a respostas sao dependentes da interacao entre as variaveis.

O Grafico 11 apresenta os valores preditos e os valores observados para o

meétodo de sequestro do céation radical ABTS-".
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Valores Observados vs. Valores Preditos
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Gréfico 11 - Valores observados x preditos para o método de sequestro do cation radical ABTSe*
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

O Gréfico 11 mostra que houve alguma dispersao dos pontos dos valores
observados em torno da reta dos valores preditos, porém néo significativamente para
gue o modelo matematico ndo seja considerado com bom ajuste.

O Grafico de Superficie de Resposta (Gréafico 12) avalia a influéncia das
variaveis independentes em relacao a resposta desejada para o0 método do sequestro
do cation radical ABTSe*.
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Grafico 12 - Grafico de superficie de resposta para o método de sequestro do cétion radical
ABTS-+
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

A regido de vermelho mais intenso representa a maior reposta foi obtida no
nivel superior (+1) da temperatura (70°C) e nivel inferior (-1) do tempo que
corresponde a 15 minutos de contato entre o solvente e a amostra.

A Tabela 9 apresenta os coeficientes de regressdo para a avaliacdo da
atividade antioxidante para o método de sequestro do cation radical ABTSe*, a fim de

descrever o modelo obtido a partir do tratamento estatistico.
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Tabela 9 - Coeficientes de regresséo para a avaliacédo da capacidade antioxidante pelo método
de sequestro do cation radical ABTSe+

Limite de Limite de
Tealc p-valor confianca confianca
()95%  (+) 95%

Coeficiente Erro
de Regressdo Padréo

Fatores
Modelo 376,0551 6,65665 56,49313 0,000000 361,7780 390,3322
Curvatura 58,5288 12,74652 4,59175 0,000419 31,1902 85,8673
[EtOH] (%) 12,3048 6,65665 1,84850 0,085760 -1,9723 26,5819
Temperatura (°C) 18,9454 6,65665 2,84609 0,012949 4,6683 33,2225
Tempo (min) 4,4923 6,65665 0,67486 0,510756 -9,7848 18,7694
[EtOH] x Temperatura -2,1486 6,65665 -0,32277 0,751640 -16,4257 12,1285
[EtOH] x Tempo 0,5858 6,65665 0,08800 0,931120 -13,6913 14,8629
Temperatura X Tempo -26,3673 6,65665 -3,96105 0,001421 -40,6444 -12,0902

Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

No caso da curvatura ter sido significativa, implica na necessidade adicionar
mais pontos, com termos quadréticos. A equacdo (2) descrita abaixo é composta pelo
coeficiente linear do modelo seguido pelos coeficientes das variaveis que foram
significativas na resposta: temperatura (X2), e a interagdo entre temperatura e tempo
(Xe).

ABTS (umol de trolox gt) = 376,05 + 18,94 X2 - 26,36 Xs (2)

O coeficiente da variavel temperatura apresenta valor positivo, indicando que
h& uma melhora na resposta ao aumentar a temperatura. A Tabela 10 apresenta de
forma reduzida a tabela da ANOVA para o avaliacdo da capacidade antioxidante pelo

meétodo de sequestro do cation radical ABTS-".

Tabela 10 - Tabela ANOVA para o método de sequestro do cation radical ABTS-+.

Fonte de Variacdo SQ GL QM Fealc Ftab Fcaic/Ftab R?
Modelo 34639,56 7 4948,50911 6,979796 2,76 2,528912 0,777
Residuo 9925,67 14 708,976167
Total 44565,23 21

SQ - Soma dos Quadrados; GL — Graus de Liberdade; QM — Quadrado Médio
Fonte: Dados da Pesquisa (2016)

A tabela 10 mostra que o F calculado foi 2,52 vezes maior do que o valor de
F tabelado para p < 0,05 e o coeficiente de correlacdo do modelo foi de R? = 0,777,
sendo considerado um bom modelo, levando em consideracdo a complexidade da
extracdo de compostos bioativos de matrizes vegetais (OLIVEIRA; ANDOLFATTO,
2014).
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4.5 RESULTADOS PARA DETERMINACAO DE FENOLICOS TOTAIS — FOLIN-
CIOCALTEAU

Para a quantificacdo do teor de fendlicos totais, foi plotado o Grafico de
Calibracdo (Gréafico 13) utilizando o acido gélico como padrao, e através da equacao

da reta foi possivel calcular as concentracdes das amostras.

Folin-Ciocalteau y =0,009x + 0,0247
R2 = 0,9995

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbancia

0 20 40 60 80 100
[ 1 mg EAG

Grafico 13 - Grafico de calibragao para quantificagdo do teor de fendlicos totais — Folin-
Ciocalteau
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

A tabela 11 apresenta os resultados para a determinacao de fendlicos totais

— Folin-Ciocalteau.

Tabela 11 - Resultados para a determinacdo de fendlicos totais — Folin-Ciocalteau

Experimento Folin-Ciocalteau (mg EGA g)

29,74 + 0,09
27,65 + 0,689
32,13+ 0,14¢
34,39 + 0,39
33,42 + 0,04bc
30,40 + 0,54¢f
33,04 + 0,24
33,38 + 0,44
38,97 + 0,782
34,18 + 0,19v¢
35,26 + 0,24
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

P
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Os resultados obtidos para o teor de fendlicos totais apresentaram valores
entre 27,65 e 38,97 mg EAG.gl. Em comparacdo com outros estudos, Rodriguez
Pérez (2015), encontrou um maximo de 47+4 mg de (EAG g).

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de Tukey, a fim de investigar
se 0s experimentos diferem estatisticamente entre si ou ndo. O experimento 9 (tabela
11) desenvolvido com o ponto central das variaveis independentes foi o que
apresentou a maior resposta. Estatisticamente através do teste de Tukey, pode se
verificar que os experimento 9 diferiu significativamente dos demais ensaios.

Para melhor visualizagcdo dos resultados, o Grafico 14 apresenta o teste de

Tukey para a determinacao do teor de compostos fendlicos.
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Grafico 14 - Teste de Tukey para a determinac¢do do teor de compostos fenélicos — Folin-
Ciocalteau
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

A andlise do Grafico 14 permite visualizar que o experimentos 9 para um

intervalo de confianca de 95% apresenta diferenca em relacdo aos demais. A tabela
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12 apresenta os valores do efeito da curvatura e das variaveis independentes e suas

interacOes para a determinacado do teor de compostos fendlicos.

Tabela 12 - Estimativa dos efeitos para a determinacao de fendlicos totais — Folin-Ciocalteau

Erro

Limite de Limite de

Efeito ~ tealc -valor confianca confianca
Padrdo P &) 950/5 +) 9502
Fatores

Modelo 31,77381  0,351512 90,39187 0,000000 31,01989 32,52773
Curvatura 8,73838 1,346188 6,49120 0,000014 5,85109 11,62566
Concentracédo do solvente (%) -0,62513  0,703024 -0,88919 0,388922 -2,13296 0,88271
Temperatura (°C) 2,93438 0,703024 4,17393 0,000937 1,42654  4,44221
Tempo (min) 1,57988 0,703024 2,24726 0,041267 0,07204  3,08771
[EtOH] x Temperatura 1,92713  0,703024 2,74120 0,015918 0,41929  3,43496
[EtOH] x Tempo -0,71188 0,703024 -1,01259 0,328437 -2,21971  0,79596
Temperatura x Tempo -1,63188  0,703024 -2,32122 0,035875 -3,13971 -0,12404

Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

. Os fatores modelo, curvatura, temperatura, tempo, a interacdo entre

concentracdo do solvente e temperatura e a interacdo entre temperatura e tempo

apresentaram p-valor menor ou igual a 0,05 (Tabela 12). O Grafico de Pareto (Grafico

15) demonstra visualmente tal afirmacéo.

Temperatura x Tempo §

Tempo (min) §

4173935

6,4912

7 |
Concentracéo do solvente x Tempo / -1,01259
V/
Concentracdo do solvente (%) -,889195
' A
p=0,05

Estimativa de Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

Gréfico 15 - Gréafico de Pareto para a determinacédo de fendlicos totais — Folin-Ciocalteau
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).
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Deste modo pode-se visualizar que as varidveis temperatura, tempo e
interac&o entre concentracdo do solvente e temperatura e temperatura e tempo foram
significativas ao atingir a linha para p < 0,05 para a determinacéo do teor de compostos
fendlicos. A partir do Grafico 16 pode-se avaliar a interacdo entre as variaveis

concentragéo do solvente e temperatura.

32,59 (31,08 34,1) 33,802 (32,38 : 35.4)
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31,583 (30/07 ; 33,09) 29,03 (27,52 ; 30,54)
-1 [u! 2

Concentragdo do solvente (%)

Gréfico 16 - Meios preditos para a determinacdo do teor de compostos fendlicos
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

Entre as interacdes das variaveis citadas, a que apresenta maior resposta foi
a partir dos niveis superiores (+1) da temperatura que representa 70°C e concentracdo
do solvente que corresponde a 80% etanol 20% agua. O Grafico 17 apresenta a
interagdo entre tempo e temperatura para a determinacdo do teor de compostos

fendlicos.
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Grafico 17 - Meios preditos para a determinacdo do teor de compostos fendlicos
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

As maiores repostas foram obtidas com a temperatura em seu nivel superior
(+1) que corresponde a 70°C. Nessas condicdes de nivel superior de temperatura, a
variavel tempo ndo apresentou mudanca significativa. Porém quando se executa o
experimento com a temperatura em seu nivel inferior (-1) que corresponde a 30°C, a
melhor resposta é obtida com a variavel tempo em seu nivel superior (+1) que
representa 45 minutos de contato em solvente e extrato.

O Grafico 18 apresenta os valores observados x valores preditos, para
verificar a qualidade do ajuste do modelo matematico aos dados de determinacdo de

fendlicos totais.
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Grafico 18 - Valores observados x preditos para a determinacgéo do teor de fendlicos totais -
Folin-Ciocalteau
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

Através da analise do grafico, pode-se afirmar que poucos pontos dos valores
observados apresentaram dispersdo em relacdo a reta de valores preditos,
confirmando assim o bom ajuste do modelo para a determinac¢ao do teor de compostos
fendlicos. Os Graficos de Superficie de Resposta (Grafico 19 e Grafico 20) avaliam a
influéncia das variaveis independentes em relacédo a resposta desejada. Na andlise
de determinacdo do teor de compostos fendlicos como resposta, foi utilizada a
combinacdo das variaveis independentes concentracdo do solvente e temperatura e

tempo e temperatura respectivamente.
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Grafico 19 - Grafico de superficie de resposta na determinacéo do teor de fendlicos totais —
Folin-Ciocalteau
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).
A regido de vermelho mais intenso representa a maior reposta foi obtida no
nivel superior (+1) da temperatura (70°C) e nivel superior (+1) do concentracdo do

solvente que corresponde a 80% etanol e 20% agua.
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Grafico 20 - Grafico de superficie de resposta na determinacéo do teor de fendlicos totais —
Folin-Ciocalteau
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

As maiores respostas foram obtidas no nivel superior (+1) da temperatura
(70°C) e nesta condicao o tempo de contato entre solvente e amostra ndo apresentou
diferencas significativas. A Tabela 13 apresenta os coeficientes de regressao para a
determinacao do teor de fendlicos totais — Folin-Ciocalteau, a fim de descrever o
modelo obtido a partir do tratamento estatistico.
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Tabela 13 - Coeficientes de regresséo para a determinacéo do teor de fendlicos totais — Folin-
Ciocalteau

Limite de Limite de
tealc p-valor confianga confianca
(-) 95% (+) 95%

Coeficiente Erro
de Regressdo Padréo

Fatores
Modelo 31,77381 0,351512 90,39187 0,000000 31,01989  32,52773
Curvatura 4,36919 0,673094  6,49120 0,000014 2,92554 5,81283
[EtOH] (%) -0,31256 0,351512 -0,88919 0,388922 -1,06648 0,44136
Temperatura (°C) 1,46719 0,351512  4,17393 0,000937 0,71327 2,22111
Tempo (min) 0,78994 0,351512  2,24726 0,041267 0,03602 1,54386
[EtOH] x Temperatura 0,96356 0,351512  2,74120 0,015918 0,20964 1,71748
[EtOH] x Tempo -0,35594 0,351512 -1,01259 0,328437 -1,10986 0,39798
Temperatura X Tempo -0,81594 0,351512 -2,32122 0,035875 -1,56986 -0,06202

Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

No caso da curvatura ter sido significativa, implica na necessidade adicionar
mais pontos, com termos quadréticos. A equacédo (3) descrita abaixo é composta pelo
coeficiente linear do modelo seguido pelos coeficientes das variaveis que foram
significativas na resposta (linhas em vermelho): temperatura (X2), tempo (Xs), a
interacdo entre concentracdo do solvente e temperatura (Xs) e a interacdo entre

temperatura e tempo (Xs)

Fendlicos totais (mg EAG g!) = 31,77 + 1,46 X2+ 0,78 X3+ 0,96 X4— 0,81 Xe 3)

Os coeficientes das variaveis temperatura e tempo apresentam valores
positivos, indicando que ha uma melhora na resposta ao aumenta-los. A Tabela 14
apresenta de forma reduzida a tabela da ANOVA para a determinacdo do teor de

compostos fendlicos.

Tabela 14 - Tabela ANOVA para determinacdo do teor de compostos fenélicos

Fonte de Variacdo SQ GL QM Fealc Ftab Fcaic/Ftab R?
Modelo 156,82 7 22,4035265 11,33226 2,76 4,105891 0,849
Residuo 27,68 14 1,97696911
Total 184,50 21

SQ - Soma dos Quadrados; GL — Graus de Liberdade; QM — Quadrado Médio
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

A tabela 14 mostra que o F calculado foi 4,10 vezes maior do que o valor de
F tabelado para p < 0,05 e o coeficiente de correlacdo do modelo foi de R? = 0,849

indicando que o modelo foi predito e adequado.
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4.6 RESULTADOS PARA A AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE —
FRAP

Analogo aos demais testes, foi plotado o Grafico de Calibracdo para a
avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método de FRAP (Grafico 21) a partir das
leituras no espectrofotometro das absorbancias da curva, onde foi utilizado como
padréo o sulfato ferroso (FeSOa4), sendo possivel através da equacéo da reta calcular

as concentragf)es das amostras.

FRAP

1,2

Absorbancia

08

0,6
y = 0,0005x - 0,1052

R2 =0,987

0,4

0,2

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
[ 1uM FeSO,

Grafico 21 - Grafico de calibragdo para a avaliagcdo da capacidade antioxidante pelo método de
FRAP
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

A Tabela 15 apresenta os resultados para a avaliacdo da capacidade

antioxidante pelo método de FRAP.
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Tabela 15 - Resultados para a atividade antioxidante pelo método de FRAP

Experimento FRAP (umol FeSO, g?)

643,00 £ 0,001
618,00 = 7,079
714,25 + 5,30
731,75+ 12,37P¢
671,75 £ 5,30°f
675,50 + 3,53¢
699,25 + 5,30%
729,25 + 8,83¢
803,00 + 10,602
749,25 + 1,76
748,00 + 7,07°

B
PFEBEoo~v~ouoprwnpek

Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

Os resultados obtidos para a avaliagdo da capacidade antioxidante pelo
método de FRAP, apresentaram valores entre 618,00 a 803,00 umol de FeSOa4.g2.
Em comparacdo com outros estudos na avaliagdo da capacidade antioxidante pelo
meétodo de FRAP para as folhas da Moringa oleifera, Vongsak et al (2013), obteve em
seu estudo o valor maximo de 515,50 uymol de FeSO4 por grama de amostra,
demonstrando que os valores encontrados sdo condizentes com a literatura e que o
meétodo apresenta uma boa sensibilidade (VONGSAK et al., 2013).

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de Tukey, a fim de investigar
se os experimentos diferem estatisticamente entre si ou ndo. A tabela 15 mostra o
experimento 9 que diz respeito ao ponto central das variaveis independentes foi o que
apresentou o maior resposta. Estatisticamente através do teste de Tukey, pode se
verificar que os experimento 9 apresentou a melhor resposta para este ensaio e diferiu

significativamente dos demais (Grafico 22).
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Grafico 22 - Teste de Tukey para a avaliagdo da capacidade antioxidante pelo método de FRAP
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

A tabela 16 apresenta os valores do efeito da curvatura e das variaveis
independentes e suas interacdes para a avaliacdo da capacidade antioxidante pelo
método de FRAP.

Tabela 16 - Estimativa dos efeitos para avaliagdo da capacidade antioxidante pelo método de
FRAP

Limite de Limite de

. Erro . .
Efeito Padrio tealc p-valor  confianga confianca
(-) 95% (+) 95%

Fatores
Modelo 685,3438 4,53337 151,1777 0,000000 675,6206 695,0669
Curvatura 162,8125 17,36147 9,3778 0,000000 125,5758 200,0492
[EtOH] (%) 6,5625 9,06673 0,7238 0,481109 -12,8837 26,0087
Temperatura (°C) 66,5625 9,06673 7,3414 0,000004 47,1163 86,0087
Tempo (min) 17,1875 9,06673 1,8957 0,078838 -2,2587 36,6337
[EtOH] x Temperatura 17,1875 9,06673 1,8957 0,078838 -2,2587 36,6337
[EtOH] x Tempo 10,3125 9,06673 1,1374 0,274464 -9,1337 29,7587
Temperatura x Tempo -25,9375 9,06673  -2,8607 0,012581  -45,3837  -6,4913

Fonte: Dados da Pesquisa (2016).
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Através da analise dos efeitos para a avaliacdo da capacidade antioxidante
pelo método de FRAP, pode-se observar que ha um nivel de confianca de 95%, o
modelo, a curvatura, a variavel temperatura e a interacdo entre temperatura e tempo
foram significativas para o estudo, apresentando valores de p-valor menor que 0,05
representados pelas linhas em vermelho. O Gréfico de Pareto (Gréfico 23) permite
uma melhor visualizacdo das variaveis significativas no processo de avaliacdo da

capacidade antioxidante pelo método de FRAP.

Grafico Pareto de Efeitos Padronizados: Variavel - FRAP (umol FeSO, g)

7
Temperatura x Tempo -2,86073

Curvatura

9,37780¢

Temperatura (°C) 7,341399

Concentracdo do solvente x Temperatura ¢

Tempo (min) E

Estimativa de Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

Concentracéo do solvente x Tempo

Concentracéo do solvente (%)

7237999

Grafico 23 - Grafico de Pareto para a avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método de FRAP
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

O efeito da variavel temperatura apresentou valor positivo, indicando que
nesta situacdo o aumento da temperatura, favorece e melhora a resposta. Tal
afirmacao tem embasamento na literatura, afinal termodinamicamente o aumento da
temperatura tem influéncia direta e proporcional nas taxas de difusdo e solubilidade
dos analitos. Inversamente proporcional ao aumento da temperatura, a viscosidade e
a tensao superficial diminuem. Tais mudancas proporcionam uma melhor interagcéo
entre analitos e solvente, e consequentemente uma melhora nas respostas
(ERDOGAN et al., 2011).
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A partir do Grafico 24 pode-se avaliar a interacdo entre as variaveis

temperatura e tempo.

Meios preditos para a variavel: FRAP (umol FeSO, g™)

] 673,625 (65418 693,07) 714,25 (694,8,7337)
=
£
o
o
£
Lh]
|_
1 6305 (611,05 ; 649,95) 723, (703,35 742.45)

Temperatura (°C)

Grafico 24 - Meios preditos para a avaliagdo da capacidade antioxidante pelo método de FRAP
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

H& um aumento significativo na resposta quando passamos do nivel inferior (-
1) da variavel temperatura, para o nivel superior (+1), o que também ocorre com a
variavel tempo. Porém a melhor resposta € encontrada com a variavel tempo em seu
nivel inferior e a temperatura em seu nivel superior, assim demonstrando que a
resposta € dependente da interacdo entre as variaveis. Para verificar a qualidade do
ajuste do modelo matematico para a avaliacédo da atividade antioxidante pelo método
de FRAP, apresenta-se o Grafico de valores observados x valores preditos (Gréafico
25).
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Valores Observados vs. Valores Preditos
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Grafico 25 - Valores observados x preditos para avaliagdo da capacidade antioxidante pelo
método de FRAP
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

Observa-se que houve um pequena dispersdo dos pontos dos valores
observados em relacdo a reta dos valores preditos, indicando que o modelo
matematico proposto para a avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método de
FRAP apresenta boa confiabilidade.

A avaliacdo da influéncia das variaveis independentes tempo e temperatura
em relacdo a resposta desejada da capacidade antioxidante pelo método de FRAP é

demonstrada através do Grafico de Superficie (Grafico 26).
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Grafico 26 - Grafico de superficie de resposta na avaliacdo da capacidade antioxidante pelo
método de FRAP
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

A analise do grafico permite concluir que a regido em que a atividade
antioxidante atingiu os valores maximos foi no nivel superior (+1) da variavel
temperatura que corresponde a 70°C e com a variavel tempo em seu nivel inferior (-
1) que corresponde a 15 minutos de contanto entre solvente e amostra.

A partir do tratamento estatistico dos dados é possivel descrever o modelo
obtido através de uma equacdo matematica, composta pelos coeficientes de
regressao dos efeitos significativos e os valores codificados das variaveis. A Tabela

17 traz os coeficientes de regresséo para a avaliacdo da capacidade antioxidante pelo

método de FRAP.
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Tabela 17 - Coeficientes de regresséo para a avaliacdo da capacidade antioxidante pelo
método de FRAP

. Limitede Limite de
dCoRefwlent? PE(;rcl tealc p-valor confianca confianca
e Regresséao adrao (-) 95% (+) 95%
Fatores

Modelo 685,3438 4,533366 151,1777 0,000000 675,6206 695,0669
Curvatura 81,4062 8,680735 9,3778 0,000000 62,7879 100,0246
[EtOH] (%) 3,2813 4,533366 0,7238 0,481109 -6,4419 13,0044
Temperatura (°C) 33,2813 4,533366 7,3414 0,000004 23,5581 43,0044
Tempo (min) 8,5937 4,533366 1,8957 0,078838 -1,1294 18,3169
[EtOH] x Temperatura 8,5938 4,533366 1,8957 0,078838 -1,1294 18,3169
[EtOH] x Tempo 5,1563 4,533366 1,1374 0,274464 -4,5669 14,8794
Temperatura X Tempo -12,9688 4,533366 -2,8607 0,012581 -22,6919 -3,2456

Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

No caso da curvatura ter sido significativa, implica na necessidade adicionar

mais pontos, com termos quadraticos. A equacéao (4) demonstrada abaixo € composta

pelo coeficiente linear do modelo e pelos coeficientes das variaveis significativas na

resposta que estdo em linhas vermelhas na tabela. Neste caso para a avaliagao da

capacidade antioxidante pelo método de FRAP, foi o coeficiente do modelo, da

variavel temperatura (X2) e da interacdo entre a variavel temperatura e tempo (Xs).

FRAP (umol FeSOa g) = 685,34 + 33,28 X2 - 12,96 Xs

(4)

O coeficiente da varidvel temperatura apresenta valor positivo, indicando que

ha uma melhora na resposta ao aumenta-lo. A Tabela 18 apresenta de forma reduzida

a tabela da ANOVA para a avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método de

FRAP.

Tabela 18 - Tabela ANOVA para avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método de FRAP

Fonte de Variacéo SQ GL QM Fealc Frtab Fealc/Ftab R?
Modelo 52291,94 7 7470,27699 22,71826 2,76  8,231255 0,919
Residuo 4603,52 14 328,822545

Total 56895,45 21

SQ — Soma dos Quadrados; GL — Graus de Liberdade; QM — Quadrado Médio
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).

A tabela 18 mostra que o F calculado foi 8,23 vezes maior do que o valor de

F tabelado para p < 0,05 e o coeficiente de correlacdo do modelo foi de R? = 0,919

indicando que o modelo foi predito e adequado.
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FUNCAO DE DESEJABILIDADE
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A funcdo de desejabilidade é uma técnica de otimizacdo simultanea, que

utiliza métodos de programacao néo lineares para encontrar os valores das variaveis

gue otimizem uma ou mais respostas ao mesmo tempo (TEIXEIRA, 2012). As

variaveis dependentes (respostas) foram todas analisadas simultaneamente para se

encontra uma condicdo Unica e simultdnea que possa obter as melhores respostas

para o estudo realizado. Segue abaixo o Grafico 27.
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Gréfico 27 - Gréafico de Desejabilidade
Fonte: Dados da Pesquisa (2016).
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De acordo com o Grafico 27, o ponto central das varidveis independentes
tempo e temperatura e o ponto deslocado 0,27 positivo do ponto central da variavel
concentracdo do solvente foram apontados pela funcédo de desejabilidade como os
gue fornecem as melhores respostas simultaneamente. A nova condi¢cdo simultanea
para a resposta DPPHe apresenta o valor foi de 161,41 umol de trolox.g*, para ABTS+*
o valor é de 379,41 umol de trolox.gt, para fendlicos totais o valor de 31,68 ug EAG.g°
L e para FRAP o valor é de 686,24 uymol de FeSQOa.g.

A desejabilidade total foi igual a 0,409. Os valores de desejabilidade variam
de 0 a 1, sendo zero um valor ndo aceitavel e um o valor desejado, assim pode-se
afirmar que o valor obtido de 0,409 é considerado baixo, evidenciando a dificuldade

de encontrar uma Unica condicao para todas as repostas simultaneamente.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As folhas de Moringa oleifera demonstram ter grande capacidade biologica
devido a sua composi¢ao quimica, comprovadamente contendo consideraveis teores
de compostos com atividade antioxidante e compostos fendlicos.

Os resultados obtidos a partir do planejamento fatorial 22, indicam que a
melhor resposta para a avaliacdo da capacidade antioxidante pelos métodos de FRAP
e ABTS foi obtida a partir da combinagcdo do ponto central das variaveis
independentes, bem como para o método de determinacao do teor de fendlicos totais
- Folin-Ciocalteau. A melhor resposta para a avaliacdo da capacidade antioxidante
pelo método de DPPH foi obtida com a combinacdo dos niveis superiores (+1) das
variaveis concentracdo do solvente etanol e temperatura e nivel inferior (-1) da
variavel tempo de extracao.

A analise estatistica dos dados indica que a curvatura foi significativa para
todas as respostas, isso implica na evidéncia de que termos quadraticos devem ser
determinados, necessitando portanto de mais pontos. Neste sentido a solucdo é
aumentar o planejamento fatorial com quatro corridas axiais, resultando em um
planejamento chamado de composto central ou planejamento Full. Para a avaliacao
da capacidade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH, as variaveis
concentracédo do solvente, temperatura, tempo e a interagdo entre concentracao do
solvente e tempo foram estatisticamente significativas. Para a avaliacdo pelos
meétodos de ABTS e FRAP as varidveis temperatura e a interacdo entre temperatura
e tempo foram estatisticamente significativas. Para a resposta teor de fendlicos totais
as variaveis temperatura, tempo e as interacdes concentracdo do
solvente/temperatura e temperatura/tempo foram consideradas estatisticamente
significativa.

Pode-se concluir que a extragdo solido-liquido para as folhas da Moringa
oleifera apresentaram valores acentuados na determinacdo da atividade antioxidante
pelos métodos DPPH, ABTS E FRAP e para o teor de fendlicos totais em comparacao

com a literatura.
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