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RESUMO: A Morinda citrifolia (L.) é uma planta medicinal da familia Rubiaceae, cujo um
niimero elevado de atividades farmacolédgicas tem sido relatado nos extratos dos frutos, folhas
e raizes, tais como analgésico, anti-inflamatéria, antioxidante e imunomoduladora. O trabalho
teve como objetivo avaliar mediante um planejamento fatorial, quais alteracdes garantiriam
uma melhor obtencio de quantidade de flavonoides, compostos fendlicos e avaliagio
fitoquimica em extratos hidroetanélicos das folhas de Morinda citrifolia (L). O planejamento foi
realizado no software STATISTICA® e resultou em 15 amostras diferentes, com tamanhos de
folhas (até 10 cm, entre 10 e 20 cm e entre 20 e 30 cm), proporcdo de solugio extratora (10%, 30%
e 50% etandlica) e tempo de extragio (30, 60 e 120min), todas realizadas & 75 °C em ultrassom.
A avaliagio fitoquimica qualitativa foi realizada por métodos colorimétricos e de precipitagio,
similares em todas as amostras, nas quais revelaram a presenca de saponinas, antraquinonas,
alcaloides e esteroides e triterpenos. A quantificagio de flavonoides variou entre 21.5 a 74.7 mg
de EQ/100g de extrato. O planejamento fatorial revelou que a melhor condi¢do para flavonoides
foi de 10cm:509%:30 min. A quantidade de compostos fendlicos variou entre 34,9 a 76,7 mg de
EAG/100g de amostra, com melhores condi¢des para 1ocm:10%:60min. Esses resultados indicam
que a depender do interesse do composto a ser extraido, condi¢Ges experimentais devem ser
adequadas a necessidade.
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ABSTRACT: Morinda citrifolia (L.) is a medicinal plant from the Rubiaceae family, whose
fruit, leaves, and root extracts have been reported to have many pharmacological activities,
such as analgesic, anti-inflammatory, antioxidant and immunomodulatory. The aim of this
study was to evaluate, by means of a factorial design, which alterations would guarantee the
best number of flavonoids, phenolic compounds, and phytochemical evaluation in
hydroethanolic extracts of Morinda citrifolia (L) leaves. The planning was carried out using
STATISTICA software resulted in 15 different samples, with different leaf sizes (up to 10 cm,
between 10 and 20 cm and between 20 and 30 cm), extractant solution ratios (10%, 309% and 50%
ethanol) and extraction times (30, 60 and 120 minutes), all carried out at 75 °C using ultrasound.
The qualitative phytochemical evaluation was carried out using colorimetric and precipitation
methods, which were similar for all the samples, revealing the presence of saponins,
anthraquinones, alkaloids and steroids and triterpenes. The quantification of flavonoids ranged
from 21.5 to 74.7 mg of QE/100g of extract. Factorial planning revealed that the best condition
for flavonoids was 10cm:509:30 min. The quantity of phenolic compounds ranged from 34.9 to
76.7 mg of GAE/100g of extract, with the best conditions being 1ocm:10%:60min. These results
indicate that, depending on the interest of the compound to be extracted, experimental
conditions should be adapted to the need.

Keywords: Phenolic. Flavonoids. Factorial design. Morinda citrifolia L.
1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade, as plantas medicinais tém sido utilizadas por populacdes de todos
os continentes no tratamento de diversas enfermidades, sendo amplamente referenciadas na
medicina popular por suas propriedades farmacolédgicas. Essas aplica¢bes tradicionalmente
motivam a busca por principios ativos e o desenvolvimento de pesquisas cientificas destinadas
a comprovar sua seguranga, eficicia e qualidade (Veiga; Pinto; Maciel, 2020).

Diversos estudos demonstram que metabdlitos vegetais exercem variados efeitos
terapéuticos (Phosrithong; Nuchtavorn, 2016; Remila et al., 2015), destacando-se, entre eles, as
acdes anti-inflamatérias. O potencial efeito anti-inflamatério de diferentes compostos naturais
é evidenciado pelo controle de elementos-chave envolvidos no desenvolvimento do processo
inflamatério, por meio da modulagio de mediadores inflamatérios (Souza et al., 2017).

Morinda citrifolia (L.), popularmente conhecida como Noni, é uma planta medicinal
pertencente a familia Rubiaceae, a qual compreende aproximadamente 60 variedades de plantas
distribuidas em regides tropicais da Africa, Australia e Asia. As folhas, quando preparadas na
forma de infusdo, sdo tradicionalmente recomendadas para o alivio de nduseas, febre, tosse,
diarreia, disenteria, verminoses intestinais, célicas menstruais e arteriosclerose (SETIC, 2020).

Diversos constituintes j4 foram identificados nos frutos de M. citrifolia (L.), os quais
apresentam  propriedades  antioxidantes,  anti-inflamatérias,  cardioprotetoras e

hepatoprotetoras. Dentre esses compostos, destacam-se 3,3’-bisdimetilpinoresinol, americanol
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A, americanina A, morindolina, isoprincepina, neolignina, kaempferol, quercetina, rutina,
catequina e epicatequina (Wang et al., 2008). Varios estudos quimicos foram conduzidos com
essa espécie, resultando na identificacdo de diferentes classes de metabdlitos e de uma ampla
variedade de compostos, incluindo flavonoides, compostos fenélicos, iridoides, cumarinas,
antraquinonas e terpendides (Gomes, 2021).

Entre os diferentes métodos de planejamento experimental, o planejamento fatorial se
destaca por permitir a andlise simultinea do impacto de multiplas varidveis, utilizando um
nimero reduzido de experimentos quando comparado a métodos que avaliam varidveis de
forma isolada (Peralta-Zamora; Morais; Nagata, 2005).

Com base nos achados da literatura e em seu uso tradicional pelas populacées, este
projeto teve como objetivo avaliar, por meio de planejamento fatorial, quais alteracdes
proporcionariam uma melhor resposta em termos do teor de flavonoides e compostos fendlicos,

bem como realizar a avaliagio fitoquimica de extratos hidroetanélicos das folhas de Morinda

citrifolia (L.).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Coleta das amostras

As folhas de Morinda citrifolia (L.) foram coletadas na Fazenda Experimental de Piroas
da UNILAB, localizada na regido do Macico de Baturité, nas coordenadas 25°03'15.7" S e
50°08’°02.9” W, no periodo da manhi, sob temperatura de 25 °C, no municipio de Reden¢do-CE,
em fevereiro de 2024. As folhas coletadas encontravam-se completamente expandidas, com
peciolo, isentas de pragas e doencas, e provenientes do mesmo individuo vegetal. O material
coletado foi imediatamente transportado para o Laboratério de Microbiologia da Universidade
da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira, Campus das Auroras, onde foi
prontamente higienizado. Em seguida, as amostras foram desidratadas em estufas a so °C por
24 horas.

Apés a secagem, as folhas foram trituradas em almofariz e pistilo e peneiradas, de modo
a obter uma amostra com tamanho de particula inferior a 0,71 mm de didmetro. Posteriormente,
foram armazenadas protegidas da luz, em tubos Falcon envoltos em papel-aluminio, e mantidas

a temperatura de -6 °C até o momento das anélises.

2.2. Planejamento fatorial
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Os experimentos foram conduzidos utilizando o Planejamento Composto Central
(Central Composite Design - CCD), abordagem amplamente empregada em experimentos de
superficie de resposta (Response Surface Methodology - RSM). O objetivo do CCD é modelar
e otimizar processos que envolvem multiplos fatores ou varidveis independentes, auxiliando na
determinagio das condicdes étimas de um sistema ou processo (Montgomery, 2019).

O CCD combina trés tipos de pontos no espago experimental: pontos fatoriais, axiais e
centrais. Os pontos fatoriais correspondem as combinac¢des méximas e minimas dos niveis de
cada fator, fornecendo informac&es sobre os limites da regido de interesse. Os pontos axiais
estendem-se além dos pontos fatoriais, permitindo uma exploragio mais abrangente das
varidveis do experimento. Por fim, os pontos centrais sio repetidos com o objetivo de avaliar a
variabilidade do sistema e aumentar a precisio do modelo, possibilitando o ajuste de uma
superficie de resposta quadritica (Myer; Montgomery; Anderson-Cook, 2016).

Para tanto, foram consideradas as seguintes varidveis independentes: tamanho das
folhas (16 g de folhas com comprimento de até 10 cm, de 10 a 20 cm e de 20 a 30 cm), proporcio
do solvente extrator hidroetanélico (109 v/v, 30% v/v e 50% v/v) e tempo de extracdo (30, 60
e 120 min). O software STATISTICA, versio 10, utilizando a ferramenta Experimental Design,

foi empregado para a construcdo do planejamento experimental.

2.3. Extracdo das amostras

De acordo com o planejamento fatorial, o software STATISTICA® determinou um
total de 15 amostras (Tabela 1), as quais apresentaram caracteristicas distintas conforme cada
varidvel independente avaliada: tamanho de folha, propor¢io do solvente extrator e tempo de
extracao.

Tabela 1: Condigdes experimentais para os extratos de M. citrifolia (L.)

Amostras Tamanho Etanol (o) Tempo de Extra¢do (min)
(mm)
1 10 10 30
2 10 10 120
3 10 50 30
4 10 10 120
5 10 10 60
6 20 10 60
7 20 50 60
8 20 30 30
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9 20 30 120
10 20 30 60
11 30 30 30
2 30 50 120
13 30 50 30
14 30 50 120
15 30 30 60

Uma massa de 500 mg de cada amostra foi pesada e acondicionada em tubos Falcon, de
acordo com a metodologia descrita por Schafranski et al. (2019), com algumas adaptagdes,
contendo 25 mL de solvente extrator, conforme cada condi¢do experimental. Em seguida, as
amostras foram submetidas a banho ultrassénico a 75 °C e retiradas de acordo com o tempo de
extracdo estabelecido para cada ensaio. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 4000
rpm por 5§ minutos, e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo Falcon. Apés a obtencio
dos extratos, as amostras foram armazenadas sob refrigeragdo, entre 2 e 8 °C, até o momento
das andlises. Foram realizadas a avaliacio fitoquimica de cada extrato, bem como a

quantificacio total de flavonoides e de compostos fendlicos.

2.4. Triagem fitoquimica

A triagem dos metabdlitos secundirios foi realizada por meio de ensaios qualitativos,
colorimétricos e de precipitagdo, conforme descrito por Harborne (1998). As amostras foram
analisadas quanto a presenga de taninos (reacdes com gelatina e cloreto férrico a 1%), alcaloides
(reagdo de Dragendorff), flavonoides (reagdes de Taubéck, Shinoda e cloreto de aluminio),
saponinas (indice de espuma ou ensaio afrosimétrico), cumarinas (fluorescéncia sob luz UV
apés adicdo de NaOH a 109%), antocianinas (teste diferencial de pH), esteroides e triterpenoides

(reacdo de Liebermann-Burchard) e antraquinonas (reagio de Borntriger).

2.5. Determinagio do teor total de flavonoides

O teor total de flavonoides foi quantificado por espectrofotometria, utilizando cloreto
de aluminio como reagente de complexacio. A técnica baseia-se na capacidade do cétion
aluminio de formar complexos estdveis com flavonoides, minimizando a interferéncia de outras
substincias fenélicas (Salatino; Woisky, 1998; Marcucci et al., 2001).

Para a determinacdo dos flavonoides nos extratos, 4,0 mL de cada extrato foram

transferidos para tubos de ensaio de 20 mL, contendo previamente 5,0 mL de etanol absoluto.
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Em seguida, adicionou-se 1,0 mL de cloreto de aluminio metandlico a 5% em cada tubo. As
amostras permaneceram em repouso por 30 minutos e, posteriormente, foram submetidas a
leitura em espectrofotdmetro a 425 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata, e os
resultados expressos como média + desvio-padrio relativo, em miligramas de equivalente de
quercetina por 100 g de amostra.

Para a realizagdo do ensaio, foi construida uma curva de calibragio para a quantificagio
dos flavonoides, utilizando solugdes de concentragdes seriadas (variando de 4,3 a 13,8 ug/mL)

preparadas a partir de uma solugdo padrio etanélica de quercetina (200 mg/L).

2.6. Determinagdo do teor total de compostos fendlicos

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada pelo método de Folin-
Ciocalteu, com algumas modificacdes (Oliveira, 2009). Inicialmente, 0,4 mL de cada extrato
obtido nas diferentes condi¢des do planejamento experimental foi misturado a 2,0 mL do
reagente de Folin-Ciocalteu (diluido na proporcao 1:3 v/v). Apés 3 minutos, adicionaram-se 2,0
mL de solucdo de carbonato de sédio, procedendo-se 4 homogeneizagio.

A solugdo permaneceu em repouso e, apés duas horas de incubagio, na auséncia de luz e
a temperatura ambiente, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro UV/Vis, no comprimento
de onda de 765 nm. A curva de calibracdo para a determinacio do teor total de fenélicos, expresso
em miligramas de equivalente de 4cido galico por 100 g de massa seca, foi construida a partir de

solucdes de concentragdes seriadas de 4cido galico (variando de 76 a 455 ug/mL).

2.7. Anilise estatistica

Os dados obtidos nas analises de fendlicos totais e flavonoides foram avaliados
estatisticamente utilizando o software GraphPad Prism®, versdo 9. Inicialmente, os dados
foram submetidos A verificagio de normalidade (teste de Shapiro-Wilk, p > o0,05) e de
homogeneidade de varidncias (teste de Brown-Forsythe, p > 0,05). Em seguida, foi realizada
anéalise de variincia de uma via (One-way ANOV A), seguida do teste pés-hoc de comparagdes
multiplas de Tukey, com o objetivo de determinar, dentro de cada grupo, a condi¢do mais

favorédvel para a obtengio dos resultados mais promissores.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliagio fitoquimica
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Todas as anélises fitoquimicas qualitativas realizadas apresentaram resultados
semelhantes, os quais estdo representados na Tabela 2, evidenciando um padrio de qualidade
entre todas as amostras avaliadas. O conhecimento das partes da planta que concentram
metabdlitos secundérios é essencial para o aprimoramento da qualidade dos produtos,
assegurando a eficicia terapéutica quando utilizados pelos consumidores (Cechinel-Zanchett,

2016).

Tabela 2: Avaliagio fitoquimica dos extratos hidroetanélicas de folhas de Morinda citrifolia L.

Tamanho da folha

5 Contetdo Amostras
Reacio . ;o
fitoquimico Até 1o cm 10 2 20 cm 20 a30cm
1,2,3,4€9 11, 12, 13, 14 € IS 5,6,7,8er10
Gelatina 2.5% Taninos - - -
Cloreto Férrico Taninos (Amarelo) (Amarelo) (Amarelo)
Teste de espuma Saponinas + + +
Teste Borntriger Antraquinonas - - -
pH Antocianinas - - -
NaOH Flavonoides (Amarelo escuro) (Amarelo escuro) (Amar’jlaors)scuro a
Shinoda Flavonoides - - -
AlCl3 Flavonoides - - -
Taubouk Flavonoides (Verde/Vermelho) (Verde/Vermelho) (Verde/Vermelho)
Dragendorff Alcaloides + +/- -
Liebermann- EsFermdes ¢ (Verde/Vermelho) (Verde/Vermelho) (Verde/Vermelho)
Burchard triterpenos

Legenda: (+) presenga; (+/-) Presenga e auséncia; and (-) Auséncia.

No ensaio qualitativo com gelatina a 2,5%, nenhuma das amostras apresentou formacao
de precipitado, indicando auséncia de taninos ou a presenca desses compostos em concentracdes
inferiores ao limite de deteccdo, conforme descrito por Harborne (1998). Esse resultado pode ser
atribuido 3 baixa concentracio de matéria orginica nos extratos analisados, caracteristica
inerente 4 metodologia proposta por Schafranski et al. (2019), originalmente otimizada para a
avaliacdo da atividade antioxidante. Ainda assim, esse protocolo foi adaptado no presente
estudo para a investiga¢io do perfil de flavonoides e compostos fenélicos, em consonincia com
os objetivos desta pesquisa.

No ensaio com cloreto férrico, observou-se coloracio amarelada em todas as amostras;
entretanto, essa tonalidade nio é indicativa da presenca de taninos, uma vez que coloragdes
azuladas ou esverdeadas seriam esperadas, dependendo do tipo de tanino presente (Mouco,
Bernardino e Cornélio, 2003). A coloracdo amarelada pode refletir a auséncia de grupos fenélicos
reativos a esse reagente ou o predominio de constituintes nio fendlicos incapazes de formar

complexos com ions férricos arborne, 1 . No teste com hidréxido de sédio, foi observada
pl {ons fé Harb , 1998). No test hidréxido de sédio, foi ob d
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a formacio de coloracio amarela ou amarelo-escura, correspondendo, respectivamente, a
presenca de flavonas, flavanonas, chalconas e isoflavonas, e de flavonéis. Esses resultados
sugerem que os extratos continham diferentes classes de flavonoides, a depender da amostra
analisada (Mouco, Bernardino e Cornélio, 2003).

O ensaio qualitativo de espuma, realizado de acordo com Harborne (1998), demonstrou
formacio de espuma persistente por mais de 30 minutos em todas as amostras, sendo que
algumas apresentaram colunas de espuma volumosas e altamente estdveis, indicativas de
elevado teor de saponinas. De modo semelhante, a reacio de Borntriger resultou em coloragio
avermelhada caracteristica em todas as amostras, confirmando a presenca de antraquinonas
(Simaes et al., 2017). Na deteccdo de antocianinas por meio da anélise diferencial de pH, todas
as amostras apresentaram pH 12, condi¢do na qual as antocianinas tendem a se degradar ou a
ser mascaradas por compostos interferentes (Mazza, 2018), o que pode explicar os resultados
atipicos observados.

No teste de Shinoda, todas as amostras apresentaram resultado positivo para flavonoides,
evidenciado pela mudanca de coloragio para tons rosados ou vermelho-alaranjados,
correspondentes i presenca de flavanonas e flavonas, respectivamente (Mouco, Bernardino e
Cornélio, 2003). Em contrapartida, nio foi observada fluorescéncia no ensaio com cloreto de
aluminio, sugerindo baixa concentracio de flavonoides. Adicionalmente, é possivel que
determinados compostos tenham interferido na formagio do complexo AlCl;-flavonoide,
impedindo a manifestagio de fluorescéncia (Petry, Ortega e Silva, 2001).

No ensaio de Taubéck, as amostras que desenvolveram colora¢do vermelha indicaram a
presenca de flavondis ou diidroflavonéis, possivelmente incluindo auronas ou diidrochalconas,
enquanto a coloracgdo verde sugeriu a formagio de complexos entre flavonoides e fons metalicos
(Simaes et al., 2017). A reacdo de Dragendorff apresentou resultados positivos em todas as
amostras, evidenciados pela formagio de precipitado alaranjado-avermelhado, confirmando a
presenca de alcaloides, conforme descrito por Costa (1994). Em relacdo aos esteroides e
triterpenos, a reacdo de Liebermann-Burchard revelou coloracdes acastanhadas e esverdeadas
entre as amostras, indicando a presenca de ntcleos esteroidais e triterpenoidicos,
respectivamente (Xiong, Wilson e Pang, 2007).

Por fim, ressalta-se que o periodo de coleta constitui um fator critico que influencia a
concentracio e a natureza dos metabdlitos ativos. O teor de metabdlitos secunddrios — tais
como Oleos essenciais, lactonas sesquiterpénicas, 4cidos fendlicos, flavonoides, cumarinas,

saponinas, alcaloides, taninos e glicosideos cianogénicos — pode apresentar variacdes sazonais
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significativas (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

3.2. Determinag3o do teor total de flavonoides

De acordo com o planejamento fatorial, foram necessirios 16 g de amostras para cada
classe de tamanho foliar. Para esse fim, foram coletadas 77 folhas, sendo 40 folhas com
comprimento de até 10 cm, 27 folhas entre 10 e 20 cm e 10 folhas com 30 cm de comprimento.
Apbs o preparo e a extracdo das amostras, procedeu-se a quantificacio do teor total de
flavonoides.

Para a quantificagio do teor total de flavonoides, foi construida uma curva de calibragio
utilizando solugdes de concentracgdes seriadas de quercetina (4,36 a 13,08 mg/L), em triplicata,
cuja equagdo e coeficiente de determinagio (r2) foram, respectivamente, y = 0,0521x — 0,105 €
0,9989. As amostras de cada extrato (em triplicata) foram analisadas em espectrofotdmetro, e
as absorbancias obtidas foram aplicadas 4 equagdo da curva de calibragdo. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Contetido total de flavonoides expresso como mg de EQ/100g de extrato.

Tamanho N° Média + DP Tamanho N° Média + DP Tamanho N° Média + DP
1 43,4 + 6,7% 6 65,2 + 0,3%% II 42,2+ 0,4
2 50,5 * 2,1 7 58,5 + 0,4 12 74,4 £ 0,2
Até1ocm 3 74,7 * 2,1 10 a 20 cm 8 65,7 + 0,0%%* 20a30ocm 13 50,1 + 0,2
4 42,7 + 0,3% 9 42,5 + 1,1 14 56,1 1,1
5 21,5 + 2,9 10 23,3 t2,9 15 52,7 £ 1,2

Legenda: * estatisticamente diferente, ** sem diferenga estatistica.

Todos os dados apresentaram distribuicio normal (teste de Shapiro-Wilk, p > 0,05) e
homogeneidade de variincias (teste de Brown-Forsythe, p > 0,05), validando a aplicagdo da
anéalise de varidncia de uma via (ANOVA), seguida do teste pés-hoc de Tukey.

No grupo composto por folhas com comprimento de até 10 cm (amostras 1-5), o teor total
de flavonoides variou de 21,5 a 74,7 mg de equivalente de quercetina (QE)/100 g de extrato,
correspondendo as amostras 5 e 3, respectivamente. A ANOVA, seguida do teste de
comparagdes multiplas de Tukey (a = 0,05), revelou diferencas estatisticamente significativas
entre quase todas as amostras (p < 0,05), com excecdo das amostras 1 e 4, que ndo diferiram entre
si (p = 0,9810).

Para o grupo de folhas com comprimento entre 10 e 20 cm (amostras 6-10), os resultados

variaram de 23,3 a 65,71 mg QE/100 g de extrato, referentes s amostras 10 e 8, respectivamente.
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O teste de Tukey (a = 0,05) indicou diferencas estatisticamente significativas entre a maioria
das amostras. As amostras 6 e 8 apresentaram os maiores valores médios, nio havendo diferenca

significativa entre elas (p = 0,6807); entretanto, ambas apresentaram valores significativamente

superior aos das demais amostras (p < 0,0001).

No grupo de folhas com comprimento entre 20 e 30 cm (amostras 11-15), o teor de
flavonoides variou de 42,2 a 74,4 mg QE/100 g de extrato, correspondendo as amostras 11 e 12,

respectivamente. O teste de Tukey (a = 0,05) demonstrou a existéncia de diferengas

estatisticamente significativas entre todas as amostras analisadas.

Figure 2: Grafico de superficie resposta para tamanho, proporcdo do solvente extrator e tamanho

da folha versus contetido total de flavonoide.

By oN Bl SRR

I - 180
M <156
B <116

™ <36
—

o
N
N

(VDY R D) BPRUOREA

\M\l&\\em BPOIONA

I > 200
I <200
Il <180
I <180
<140
<120
I <100
I <80
B <60
M <40

I >80
<72

<32
M <12

Conforme observado na Figura 2(A), verifica-se uma relagio entre a propor¢io do

solvente e o tamanho das folhas, indicando que extratos obtidos a partir de folhas de maior

tamanho, associados a uma menor proporgio de solvente orginico, apresentaram maiores teores

de flavonoides. Wang (2022) descreve que a concentragio do solvente pode influenciar a
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extracdo de flavonoides, de modo que uma maior concentracio do solvente nem sempre resulta
em maiores rendimentos desses compostos, podendo inclusive ocasionar redu¢io no teor
extraido. A Figura 2(B) evidencia a influéncia da proporc¢io do solvente extrator e do tempo de
extracdo, destacando que uma menor propor¢io de solvente, aliada a um maior tempo de
extragdo, favorece a obtencdo de flavonoides. Contudo, considera-se que tempos de extragio
excessivamente prolongados podem reduzir o rendimento da extragio (Naczk, 2004; Silva et al.,
2007; Tiwari et al., 2011).

A Figura 2(C) apresenta a interacio entre o tamanho das folhas e o tempo de extragio,
indicando que quanto maior o tamanho foliar e mais prolongado o tempo de extracdo, maior é
o teor de flavonoides obtido. Esse perfil sugere que folhas mais velhas apresentam,
potencialmente, maior teor de flavonoides em comparagio as folhas mais jovens. Particulas de
menor tamanho oferecem maior irea de contato com o solvente, facilitando a liberacio de
flavonoides; entretanto, quando excessivamente finas, podem comprometer a eficiéncia da
extracdo, em razdo da dificuldade de separacdo do extrato ou da retencdo do solvente no interior

das particulas muito pequenas (Oliveira et al., 2016).

3.3. Determinacdo do teor total de compostos fenélicos

Para a determinacio do teor total de compostos fenélicos, foi construida uma curva de
calibragdo utilizando solugdes de concentracdes seriadas de acido gélico (25 a 253 mg/L), cuja
equagio e coeficiente de determinagdo (r2) foram, respectivamente, y = 0,0018x + 0,0708 € 0,9979.
As amostras de cada extrato (em triplicata) foram analisadas em espectrofotémetro, e as
absorbiancias obtidas foram aplicadas 4 equagio da curva de calibracdo. Os resultados
encontram-se apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Contetdo total de fendlicos expresso como mg de EAG/100g de extrato.

Tamanho N° Média + DP Tamanho N° Média + DP Tamanho N° Média+ DP

1 67,5 + 0,9 6 57,6 £ 3,2 11 72,3 + 0,3%
2 SI,4 * 1,6 7 34,9 * 1,1 12 38,3+ 1,9
Até 1o cm 3 58,3 + 0,5 I0a20cm 8 53,4 + 0,9 20 a30cm 13 76,6 + 0,6
4 74,0 + 0,7 9 70,4 * 0,5 14 64,3 + 0,3
5 76,7 + 1,1 10 73,6 + 1,6 15 71,2 + 0,5%

Legenda: * estatisticamente diferente, ** sem diferenca estatistica.
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De modo semelhante ao observado para os flavonoides, os dados referentes ao teor de
compostos fendlicos apresentaram distribui¢io normal (teste de Shapiro-Wilk, p > 0,05) e
homogeneidade de variincias (teste de Brown-Forsythe, p > 0,05), validando a aplicagio da
analise de varidncia de uma via (ANOVA), seguida do teste pés-hoc de Tukey.

No grupo constituido por folhas com comprimento de até 10 cm (amostras 1-5), o teor
total de compostos fendlicos variou de 51,4 a 76,7 mg de equivalente de 4cido galico (GAE)/100
g de extrato, correspondendo as amostras 2 e 5, respectivamente. A ANOVA, seguida do teste
de comparagdes multiplas de Tukey (a = o0,05), revelou diferencas estatisticamente
significativas entre todas as amostras analisadas (p < 0,05).

Para o grupo de folhas com comprimento entre 10 e 20 cm (amostras 6-10), o teor total
de compostos fenélicos variou de 34,9 a 73,6 mg GAE/100 g de extrato, referentes as amostras 7
e 10, respectivamente. O teste de Tukey (a = 0,05) indicou diferencas estatisticamente
significativas entre todas as amostras avaliadas (p < 0,05).

No grupo de folhas com comprimento entre 20 e 30 cm (amostras 11-15), os resultados
variaram de 38,3 a 76,6 mg GAE/100 g de extrato. O teste de Tukey (a = 0,05) evidenciou
diferencas estatisticamente significativas entre quase todas as amostras. As amostras 11 e 15
apresentaram valores médios semelhantes (72,3 e 71,2 mg GAE/100 g de extrato,
respectivamente), nio havendo diferenca estatisticamente significativa entre elas (p = 0,0688),
embora nenhuma tenha apresentado valor superior ao da amostra 13 (p < 0,0001).

Figure 4: Gréfico de superficie resposta para tamanho, propor¢io do solvente extrator e

tamanho da folha versus contetido total de fendlicos.
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A Figura 4(A) demonstra que, em baixas concentra¢des de etanol, quanto menor o
tamanho das folhas, maior é o teor de compostos fenélicos. Dessa forma, observa-se que a
quantidade de fendlicos é diretamente proporcional ao tamanho foliar e & concentragio de
etanol. Amostras provenientes de diferentes grupos podem apresentar varia¢cdes em funcio de
distintos tratamentos ou tipos de plantas, além de fatores ambientais e genéticos que podem
influenciar diretamente o teor de compostos fenélicos (Dai; Mumper, 2010). A Figura 4(B)
evidencia que, quanto maior a propor¢io de etanol e mais prolongado o tempo de extracgio,
menor é o teor de compostos fendlicos obtido. Em outras palavras, 3 medida que o tempo de
extragdo aumenta, a proporcido de etanol deve ser reduzida. Na Figura 4(C), observa-se que, na
maior proporcdo de etanol associada ao maior tempo de extracio, foi obtido um baixo teor de

compostos fenélicos, conforme descrito por Dai e Mumper (2010).

CONCLUSAO

O presente estudo contribuiu de forma significativa para a compreensio dos parimetros
que otimizam a obtencdo de produtos bioativos, aspecto essencial para aplicagGes nas 4reas
farmacéutica e de fitoterdpicos. A partir das andlises realizadas, evidenciou-se que o tamanho
das folhas, a proporcio do solvente extrator e o tempo de extragdo exercem influéncia direta e
determinante sobre a concentracio de flavonoides e compostos fendlicos, refletindo em
potencial incremento da capacidade antioxidante.

As condicBes ideais para a obtengio de extratos com maior teor de flavonoides
corresponderam ao uso de folhas com 10 cm de comprimento, proporcdo de solvente extrator de
solucgdo etandlica a 509% e tempo de extragio de 30 minutos, alcangando valores de até 74,7 mg

por 100 g de extrato. Em relacdo aos compostos fendlicos, as melhores condi¢ées foram
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observadas para folhas de 10 cm, propor¢io de solvente extrator de solugio etandlica a 100% e
tempo de extragio de 60 minutos, resultando em até 76,7 mg de equivalente de 4cido gélico por
100 g de extrato.

Na avaliagio fitoquimica, todos os extratos apresentaram perfis semelhantes quanto a
presenca de metabdlitos secundirios, como flavonoides, saponinas, alcaloides, esteroides e
triterpenos, indicando que, independentemente das condi¢Ses experimentais adotadas, a
composicdo qualitativa foi mantida. Esses achados sugerem que, para a obten¢io de extratos
com finalidade terapéutica, é fundamental ajustar as condicdes experimentais de acordo com o

objetivo principal, de modo a garantir a méxima eficicia e seguranca em sua utilizac¢3o.
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