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RESUMO

A espécie Moringa oleifera Lam. (Moringaceae) € uma planta muito usada em terapias
meédicas e esta cada vez mais reconhecida em publicaces cientificas. Esta planta
tem chamado a aten¢do pois € uma espécie rica em substancias bioativas e apresenta
poucos efeitos adversos. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil
quimico dos extratos organicos obtidos de folhas de Moringa oleifera e analisar o
potencial antioxidante. Além disto, buscou-se neste trabalho correlacionar a
importancia do tema quimica de produtos naturais ao contexto de estudantes do
ensino médio. A obtencédo dos extratos organicos foi realizada por meio de maceracéao
e percolacdo. Realizadas as extracdes, procedeu-se a andlise quimica por meio de
cromatografia gasosa acoplada a espectro de massas (CG/EM). A andlise de
atividade antioxidante foi realizada pelo método DPPH, por meio do valor da
concentracédo do agente antioxidante e comparagcdo com a absorbancia em 517 nm.
De acordo com os dados obtidos da CG/EM, considerando os parametros de graus
de similaridade, IK e literatura, foi possivel sugerir 11 substancias presentes no extrato
etandlico das folhas de moringa, sendo: Acido tetradecanoico, Neoftadieno, 2-
hexadece-1-ol, Acido hexadecanoico, Acido 9,12-octadecadienoico, Triacontano,
Dotriacontano, y-tocoferol e a-tocoferol-B-D-manosideo representando, no total,
43,95% das substancias detectadas no cromatograma. Os resultados da atividade
antioxidante mostraram que os valores da EC50 para o extrato etandlico e hexanico
foram 1,874 + 0,009 e 1,874 + 0,009 mg/mL, respectivamente. Este resultado confirma
a caracteristica antioxidante dos metabdlitos secundarios da espécie e os dados
apresentados neste trabalho podem servir de parametros para futuros processos de

fracionamento, identificacdo de substancias e atividades bioldgicas diversas.

Palavras-chave: Moringa; Quimica de Produtos Naturais; DPPH.



ABSTRACT

The species Moringa oleifera Lam. (Moringaceae) is a plant widely used in medical
therapies and is increasingly recognized in scientific publications. This plant has drawn
attention because it is a species rich in bioactive substances and has few adverse
effects. In this sense, the objective of this work was to evaluate the chemical profile of
the organic extractions obtained from Moringa oleifera leaves and to analyze the
antioxidant potential. In addition, this work sought to correlate the importance of the
subject chemistry of natural products to the context of high school students. The
organic extractions were obtained through maceration and percolation. After the
extractions were carried out, chemical analysis was carried out using gas
chromatography coupled to mass spectrum (GC/MS). The analysis of antioxidant
activity was performed using the DPPH method, using the concentration of the
antioxidant agent and comparing it with the absorbance at 517 nm. According to the
data obtained from GC/MS, considering the parameters of degrees of similarity, IK and
literature, it was possible to suggest 11 substances present in the ethanolic extraction
of moringa leaves, namely: Tetradecanoic acid, Neophthadiene, 2-hexadecece-1- ol,
Hexadecanoic acid, 9,12-octadecadienoic acid, Tricontane, Dotriacontane, y-
tocopherol and a-tocopherol-B-D-mannoside representing, in total, 43.95% of the
substances detected in the chromatogram. The results of the antioxidant activity
showed that the EC50 values for the ethanolic and hexane extraction were 1.874 *
0.009 and 1.874 + 0.009 mg/mL, respectively. This result confirms the antioxidant
characteristic of the secondary metabolites of the species and the data presented in
this work can serve as parameters for future fractionation processes, identification of

substances and diverse biological activities.

Keywords: Moringa; Chemistry of Natural Products; DPPH.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Rotas biossintéticas de alguns metabolitos secundarios majoritarios em
PLANTAS. ...t e e e e e e e e e reaaaas 14

Figura 2 — Mapa com distribuicdo da ocorréncia da espécie Moringa oleifera
10 0 o PRSP 17

Figura 3 — Composicdo da arvore da Moringa oleifera Lam. (A) Aspecto geral, (B)
Sementes, (C) Folhas, (D) FIOIES. ......uuuuiiiiiiiiie e 17

Figura 4 — Estruturas quimicas dos flavonoides Quercetina (A) e Kaempferol (B):
substancias comumente encontradas em espécies de Moringa oleifera................... 18

Figura 5 — Divisdo das espécies reativas. Os grupos sao divididos conforme a
presenca de elementos como oxigénio e nitrogénio e correlacionam-se com a
ocorréncia de espécies que possuem elétrons desemparelhados, os radicais
A5 PP UPUPPRSRRR 21

Figura 6 — Desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes e possiveis consequéncias a
(o] o] 0T [ = o =1 [1] =1 OSSP PPPPOUORRR 22

Figura 7 — Estrutura qUImMIiCa DPPH. ........ooormciie e 23

Figura 8 — Estratégias gerais adotadas para conducao dos experimentos e obtencéo
(0 [0SR {11 ] 1 =T o ST 26

Figura 9 — Apresentacao da coleta e processamento do material vegetal. (A) arvore
em que foram coletadas as folhas de moringa, (B): aspecto da planta apds processo
de lavagem e secagem a temperatura ambiente............cccuuvviiiiriirieeeeeeee e 27

Figura 10 — Procedimento aplicado para obtencdo do extrato hexanico (ExH). (A)
Aspecto das folhas trituradas, (B) Mistura de hexano com as folhas de moringa, (C)
Filtracdo a vacuo para separacao do solvente, (D) Rotaevaporador a baixa pressao
para eliminar 0 SOIVENTE. .........cooiiiiiee e e e e e e aaaeee s 27

Figura 11 — Etapas do processo de obtencdo do extrato em etanol (EXEtOH). (A)
Percolador com extracdo em etanol (EXEtOH), (B) Aspecto da extragdo com etanol,
(C) Rotaevaporador a baixa presséo para eliminar o solvente..................ccevvvvnnn. 28

Figura 12 - Cromatograma com o0s tempos de retencdo dos padrbes de
hidrocarbonetos. O resultado foi obtido por meio de CG/EM, coluna EN5MS (30m X
0,25mm x 0,25um) SGE Analytical SCIENCE. ........ccovviiiiiiiiiiii e 32

Figura 13 — Cromatograma do extrato hexanico (ExH) obtido por meio de maceracgéo
de folhas de M. OlEITEIA. .......uiiiiii e 33

Figura 14 — Cromatograma do extrato etandlico (EXEtOH) obtido por meio de
maceracao de folhas de M. Oleifera. ...t 33



Figura 15 — Espectro da substancia com tempo de retencdo em 25,130 min (A) e
comparacao com banco de dados WILEY para o acido tetradecanoico (B)............... 37

Figura 16 — Curva padrdo que correlaciona a concentracéo de acido ascorbico e a
porcentagem de rEAUGED. ..........coiviieeeieeiiiiir e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e aaaaaes 38



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Exemplos da atividade biol6gica de compostos derivados do metabolismo
(o L= 0] F= V] = LSS 15

Tabela 2 — Usos medicinais de partes da Moringa oleifera Lam.................cuveieenennn. 19

Tabela 3 — Volume das solu¢cdes e do solvente organico (MeOH) usado para
[F=To [ (o] pTV4=To¥=To o [0} 4 1 T=] (oo [ TSP 30

Tabela 4 — Volume das amostras e controle utilizado para analise da atividade
ANtioOXIdANTE A8 MOMNQA. ...evveiiiiiiieeeeie et e e e e e e e e e eeeeeeeeas 31

Tabela 5 — Massas obtidas dos extratos e o rendimento percentual correspondente.
................................................................................................................................... 31

Tabela 6 — Tempos de retencéo detectados no cromatograma do extrato ExH........ 34

Tabela 7 — Tempos de retencao detectados no cromatograma do extrato EXEtOH
................................................................................................................................... 34

Tabela 8 — Perfil quimico do extrato etandlico (EXEtOH) obtido de folhas de M. oleifera.
Resultados do indice de retencdo de Kovats (IK) e comparacdo com dados de
literatura (AdAmMS, 20L7)....couuiiiieiieeee ettt e e as 35

Tabela 9 — Valores da leitura realizada em UV-VIS para as amostras de moringa.
................................................................................................................................... 38

Tabela 10 — Capacidade antioxidante dos extratos ExH, EXEtOH e padrdo de acido
= Yoo ] o] (o700 ] o] 1 o o 1 PRERURSRPRRR 39



CEMMO

CG/EM

DPPH

FENSC

EXEtOH

ExH

IK

JBB

MeOH

NIST

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Central de Espectrometria de Massas e Micromoléculas Organicas
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
1,1-difenil-2-picrilhidrazil

Flavors and Fragrances of Natural and Synthetic Compounds
Extrato Etandlico

Extrato Hexanico

indice de Retencéo de Kovats

Jardim Boténico de Brasilia

Metanol

National Institute of Standards and Technology



SUMARIO

1 INTRODUGAO . ... .ottt ettt ettt sttt e eesre et ee s 13
1.1 Quimica e atividade biologica de plantas medicinais...........ccccccevvvvvvvnnnnns 13

1.2 Moringa oleifera Lam: ocorréncia, perfil quimico e atividades

VINCUIAAAS .. ..ot e e e e e e e e e e e eeeeereennes 16
1.3 Atividade antioxidante e 0 método DPPH........ccccccccciiiiiiiiiiie 20
1.4 Insercéo de atividades de pesquisa no contexto educacional................ 23
2 (0] L I Y TP 25
2.1 ODJEtiVO geral....ccooeeeeeeiee e ————— 25
2.2 ODbjetivos €SPECITICOS . uuuuiiiiiiiii i 25
3 MATERIAL E METODOS.........coctiiitiiieie ettt 26
3.1 Estratégias eXPerimMentaiS..........cuuuuuuuuiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e eeeaaaaaes 26
3.2 Coletaeidentificacdo do material vegetal...............oovvvviiiiiiiiiiiiie e, 26

3.3 Processamento das folhas e obtencdo dos extratos hexanico e

=] = 1 [0 1T oo J O UEEESRPUPR 27
G0 T8 B Y/ = o =T = Vo3 = Lo PSPPSR 27
3.3.2 PeICOIAGCAD.....iiiiiieiti et —————— 28

3.4 Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de

3.5 Determinacdo da atividade antioxidante por meio do método

DT o PRSP PPRRP 29
4 RESULTADOS . ... e e e e et e e et e et e e e eeaaeeene 31
4.1 Rendimento dos extratos em hexano (ExH) e em etanol (EXEtOH)......... 31

4.2  Perfil guimico dos extratos ExH e EXEtOH: analise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de MasSaS.........cuueveieiiiiiiiiiiieeeeeiie e e e 32

4.3 Investigagédo da atividade antioxidante dos extratos ExH e EXEtOH pelo

MELOAO DP P H. ... e e e e, 37
5 DISCUSSAOD ..o ettt e, 39
6 CONCLUS A . ..o e et 43

REFERENCIAS ..o ettt 44



13

1 INTRODUCAO
1.1 Quimica e atividade biolégica de plantas medicinais

Durante séculos na histéria da humanidade, as plantas tém sido utilizadas
como alternativa para o tratamento de doencas, producdo de alimentos e para o
desenvolvimento de produtos para a industria farmacéutica e cosmética. Isto foi
possivel em virtude da variedade de compostos produzidos por meio do metabolismo
secundéario destes organismos (EKIERT; SZOPA, 2020; VIEGAS, BOLZANI,
BARREIRO, 2006).

O metabolismo observado em plantas (e outros organismos) pode ser descrito
como uma série de reacfes quimicas e tem como objetivo a degradacao ou a sintese
de substancias. As plantas possuem dois tipos de metabolismo: o primério,
responsavel pela estrutura e reserva de energia vegetal, e o secundario, cujos
produtos variam conforme as condicdes do meio e € particularmente interessante pela
producado de substancias com potencial biolégico (MENDONZA, SILVA, 2018).

Os metabdlitos secundarios séo, portanto, oriundos do processo de adaptacéo
da planta a diferentes ambientes. Estes sdo capazes de desempenhar funcdes
especificas como a necessidade de sobrevivéncia das plantas a predadores ou a
mudancas climaticas e ambientais que porventura estdo sujeitas. Ha estudos ainda
que correlacionam a producédo destes metabdlitos a coloracdo de frutos e folhas e a
atracdo de insetos polinizadores. Como resultado, obtém-se compostos bioquimicos
gue apresentam alta complexidade e que variam de acordo com o0 ambiente de cultivo,
crescimento e fatores nutricionais do solo. Cabe ressaltar ainda que a resposta das
plantas a variabilidade de estimulos externos gera substancias que podem ser
restritas a uma area ou a um grupo de espécies expostas a condi¢cdes similares
(ROCKENBACH et al, 2018; DHAKAD et al, 2019).

Neste sentido, as plantas sao importantes fontes de substancias com potencial
biolégico ou terapéutico, apresentando beneficios e uma alta aplicabilidade nos
cuidados com a saude. Estas substancias podem ainda servir para o design de novos
medicamentos, produtos de aplicacdo biotecnologica ou até mesmo como precursores
guimicos em rotas biossintéticas para sinteses de novas substancias (JAIN,
KHATANA, VIJAYVERGIA, 2019).
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A figura 1 que se segue apresenta um fluxograma com algumas rotas

biossintéticas do metabolismo primario e secundario em plantas.
Figura 1 - Rotas biossintéticas de alguns metabdlitos secundarios majoritarios em plantas.

Cco
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Fonte: Adaptado de Plant Physiology, TAIZ, L.; ZEIGER, E., 2010.

As plantas produzem um grande nimero de compostos quimicos vinculados ao
metabolismo secundario e dentre estas substancias podemos encontrar flavonoides,
alcaloides, ligninas e terpendides, por exemplo. Cada um destes grupos relaciona-se
a uma via biossintética especifica, conforme observado na figura 1, e sua produgéo,
no organismo, dependera de algumas condi¢cdes especificas que incluem fase de
desenvolvimento da planta e fatores ambientais (MENDONZA, SILVA, 2018;
ROCKENBACH et al, 2018). A tabela 1 apresenta alguns compostos majoritarios

derivados do metabolismo de plantas e sua atividade bioldgica relacionada.
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Tabela 1 - Exemplos da atividade bioldgica de compostos derivados do metabolismo de plantas.

Principio Classe Atividade Origem Referéncia
ativo vegetal
Taxol Alcaloide Anticancer Taxus spp. CROTEAU et al
(Antineoplasico) 2006
Artemisina  Sesquiterpeno Antimalarico, Artemisia WEATHERS et
Antineoplasico annua al 2011
Digitoxina, Esteroide Cardiotbnico Nerium CALDERON-
Digoxina oleander  MONTANO et al
2013
Pilocarpina Alcaloide Colinérgico Pilocarpus SANTOS e
spp. MORENO 2013
Gossipol Sesquiterpeno Contraceptivo Gossypium  TALAPATRA e
spp. TALAPATRA
2015
Capsaicina Composto Antidiabético Capsicum  CHAIYASIT et al
fendlico frutescens 2009

Fonte: Elaborada pelo autor.

Estas substancias sdo classificadas como fitoquimicos e desempenham
atividades bioldgicas importantes no controle e prevencdo de doencas. Para estas
substancias, ha relatos de acdo antiinflamatoria, antihipertensiva, antimicrobiana,
antiparasitaria, anticancerigena, antidiabética e antioxidante. (MORTAZA, ARASH,
2017; DHAKAD et al, 2019; JAIN, KHATANA, VIJAYVERGIA, 2019, BOURGAUD,
2004).

A fitoquimica, area da quimica responsavel por estudar os compostos obtidos
de plantas, contribui para a identificacdo de novas substancias com atividades
biolégicas desde o planejamento racional de estruturas bioativas a estudos das
interacdes com os sistemas bioldgicos, passando pelas fases de producéo de extratos
e obtencdo de fracbes, isolamento da substancia pura e elucidacdo estrutural
(MIKOVISK et al, 2018). Em razdo da crescente busca por novos produtos naturais,
principalmente para fins medicinais e terapéuticos, diferentes técnicas analiticas e

bioguimicas foram desenvolvidas e aperfeicoadas permitindo, deste modo, a
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descoberta e identificagdo de moléculas derivadas do metabolismo secundario que
contribuiram para o crescimento da biologia molecular. (MENDONZA, SILVA, 2018,
BOURGAUD, 2004).

A extracao e producao de fracdes organicas pode ser realizada por diferentes
técnicas como maceragdo, percolacdo, infusdo e digestdo, por exemplo. A principal
funcdo de tais técnicas consiste na separacdo, a partir do uso de um solvente, de

compostos soluveis e insolaveis por meio da diferenca de polaridade (WHO, 2018).

A selecdo do método de extracdo € fundamentada principalmente nas
propriedades quimicas dos componentes como estabilidade, solubilidade,
complexidade estrutural e o rendimento. Da mesma forma, deve-se considerar a
reprodutibilidade do método, a viabilidade econémica e a praticidade experimental. Na
rotina dos laboratérios de quimica de produtos naturais € comum a utilizacdo da
maceragcdo e da percolagdo. O processo de maceracao consiste em misturar o
material vegetal previamente triturado com o0 solvente e manter a temperatura
ambiente e em repouso por um periodo de tempo. Na percolacéo o solvente perpassa
pela amostra com um fluxo constante com o auxilio de um percolador. Em ambos os
métodos o excesso de solvente € rotaevaporado em baixa pressdo (WHO, 2018,

WILSON, SIMPSON, SPELMAN, 2022).

1.2 Moringa oleifera Lam: ocorréncia, perfil quimico e atividades vinculadas

A espécie Moringa oleifera Lam. (Moringaceae) é uma planta muito usada em
terapias médicas e esta cada vez mais reconhecida em publicacdes cientificas. A
espécie é nativa de diferentes regides como Africa tropical, india, Paquistdo,
Bangladesh e Afeganistdo, sendo descrita pela primeira vez como erva medicinal por
volta de 2000 a.C. (MATIC et al, 2018). A figura 2, obtida de Gandj et al, 2018, mostra
a distribuicdo geografica da espécie como planta nativa ou naturalizada.
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Figura 2 - Mapa com distribuicdo da ocorréncia da espécie Moringa oleifera Lam.

= = = - - = - _ T 5 2 T v ¥ - _ -

Fonte: Status and Utilisation of Moringa oleifera Lam: A review, GANDJI, K. et al. 2018.

A moringa é altamente resistente e cultivada em varias regibes do planeta,
inclusive no Brasil. No nosso pais € encontrada principalmente nos Estados do
Maranhéo, Piaui e Ceara (DHAKAD et al., 2019). Segundo estudo de Verma, Nigam
(2014), a moringa é de rapido crescimento, muito utilizada pelos antigos gregos,
romanos e egipcios para fins ornamentais e medicinais. Como principais
caracteristicas da espécie destaca-se sua altura entre 10 a 12 metros, tronco com
didmetro aproximado de 45 cm, frutos de coloragdo marrom semelhante a uma
capsula contendo as sementes e flores apresentando pétalas esbranquicadas. (NOVA
et al., 2020, RODE, DADMAL, SALANKAR, 2022). O aspecto geral das partes que
compdem a moringa € apresentado na figura 3 obtida de Aradujo et al, 2012.

Figura 3 - Composicao da arvore da Moringa oleifera Lam. (A) Aspecto geral, (B) Sementes, (C)
Folhas, (D) Flores.

(A) ©

Fonte: Potencialidades da Moringa oleifera Lam volume, ARAUJO, A. et al 2012.
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Pesquisas recentes sobre a moringa ganharam destaque devido ao
exponencial crescimento da fitoterapia no Brasil. Esta planta tem ocorréncia natural e
estudos adicionais mostraram que seus extratos (e metabdlitos secundarios) possuem
poucos efeitos adversos. Desta forma, esta planta tem chamado a atencdo de
pesquisadores, que buscam aprofundar o conhecimento de suas funcdes
farmacoldgicas (KOU et al, 2018; PAIKRA, DHONGADE, GIDWANI, 2017; DHAKAD
et al, 2019).

Estudos quimicos da moringa mostraram que a espécie é rica em substancias
bioativas, tais como vitaminas, carotenoides, polifendis e &cidos fendlicos,
flavonoides, alcaloides, isotiocianatos, taninos e saponinas (LEONE et al, 2015).
Omodasini, Aboua, Oguntibeju (2017) demonstraram ainda, por meio de técnicas
cromatograficas e espectroscopicas, a presenca de quercetina, kaempferol,
catequina, &cido galico, acido p-cumarico, vanilina, acido ferudlico, acido
protocatecuico, acido cindmico e epicatequina. Estudos conduzidos por Fitri et al.,
2015 mostraram que os flavonoides quercetina e kaempferol (Figura 4) sdo os
componentes majoritarios desta planta, em amostra coletada na Indonésia.

Figura 4 - Estruturas quimicas dos flavonoides Quercetina (A) e Kaempferol (B): substancias
comumente encontradas em espécies de Moringa oleifera.

OH
OH OH

HO o HO 0

OH o) OH

(A) (B)

Fonte: Arquivo do autor.

Extratos de moringa podem constituir uma relevante fonte natural de
antimicrobianos, com potenciais aplicacdes na industria farmacéutica, de modo a
controlar o crescimento de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. O 6leo volatil
de folhas de moringa apresentou atividade contra cepas de Bacillus cereus,
Sthaphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Além disto, o

6leo volatil foi capaz de inibir o crescimento de algumas cepas de fungos de interesse
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agro-alimentar, como Penicillium expansum, Penicillium aurantiogriseum, Penicillium
citrinum, Penicillium digitatum e Aspergillus niger (MARRUFO et al, 2013). Matic et al,
2018 demonstraram ainda que extratos de sementes desta planta mostraram-se
eficientes como agentes antimicrobianos, principalmente aqueles associados a

doencas transmitidas pela agua contaminada.

Folhas de moringa sdo as partes comumente utilizadas com propositos
medicinais, pelo fato destas reunirem diversos compostos bioativos (LEONE et al,
2015). Por outro lado, extratos aquosos, hidroalcodlicos, alcodlicos e de outros
solventes organicos de diferentes partes da planta também se mostraram igualmente
importantes, uma vez que estudos recentes comprovaram atividades antitumoral,
antiinflamatdria, antioxidante, antimicrobiana, cardioprotetora, hepatoprotetora e
neuroprotetora destes extratos (DHAKAD et al, 2019, RODE, DADMAL, SALANKAR,
2022, SANDEEP et al, 2019). A tabela 2 apresenta alguns usos medicinais de partes

da Moringa oleifera Lam.

Tabela 2 - Usos medicinais de partes da Moringa oleifera Lam.

Parte da planta Usos Referéncia
Antioxidante, Antihipertensivo, ANWAR, 2007; LUNGU,
Antitumoral, Anticancer, AFOLAYAN, IDAMOLORO,

Folhas Antimicrobiano 2022; RAZIS, IBRAHIM,
’ KNTAYYA, 2014; PAIKRA,

Antiinﬂamatério, Anticonvulsivo DHONGADE, GIDWANI, 2017.

Tronco Antifangico, Antimicrobiano, KOU et al, 2018; PAIKRA,
Antiinflamatério DHONGADE, GIDWANI, 2017.

Raizes Antimicrobiano, RODE, DADMAL, SALANKAR,
Antiinflamatério 2022; RUCKMANI, 1998.

Sementes Antitumoral, Antioxidante, PAIKRA, DHONGADE,
Antimicrobiano GIDWANI, 2017; DHAKAD et
al, 2019.
Flor Antiinflamatoria, Funcao ANWAR, 2007;
GANDJI, 2018.

cardiovascular, gastrointestinal
e hematoldgica

Fonte: Elaborada pelo autor.



20

Saleem, Saleem, Akhtar (2020) avaliaram o potencial antioxidante,
antiinflamatdrio e antiartritico de extratos em agua, metanol, hexano, acetato de etila
e butanol de folhas de Moringa oleifera obtidas no sudoeste do Paquistdo. Os
resultados deste estudo mostraram significativa atividade antioxidante (método
DPPH) das fracdes polares (como aquosa, metandlica e em acetato de etila).
Ademais, os extratos testados foram eficientes no controle de inflamag&o, nas
condi¢cbes experimentais utilizadas. Foi demonstrado também que o 6leo de sementes
de moringa apresentou atividade anti-inflamatéria relacionada a infec¢des de pele em
modelos experimentais para andlise de dermatite e inflamacdo crbnica de pele
(CRETELLA et al, 2020).

O Brasil € um pais que apresenta uma rica biodiversidade, considerando os
varios biomas distribuidos ao longo de seu territério. Trata-se de um importante fator
que estimula a busca de substancias quimicas, especialmente aquelas que podem
ser utilizadas como um tratamento alternativo a medicina tradicional ou que possam
constituir moléculas com propriedades biologicas diversas, como antimicrobianos,
antiparasitarios, antioxidantes e tantas outras propriedades (VALLI, RUSSO,
BOLZANI, 2018).

1.3 Atividade antioxidante e o método DPPH

Outro aspecto importante relacionado a quimica de produtos naturais é a
investigacdo do potencial antioxidante de metabdlitos secundarios de plantas e de
microrganismos. A producdo desregulada de espécies quimicas reativas, como 0s
radicais livres, podem significar danos irreparaveis a salde das pessoas ou significar
danos aos alimentos, quando consideramos 0s processos de auto-oxidagdo que
podem ocorrer nestes produtos (OLIVEIRA, BARBOSA, FLORES, 2021).

As espécies quimicas reativas sao caracterizadas pela presenca de oxigénio,
nitrogénio ou, no caso dos radicais livres, um elétron desemparelhado (Figura 5).
Estas espécies, quando em equilibrio e em concentragbes moderadas, s&o
responsaveis diretamente pela manutencdo da homeostase celular pois atuam como

agentes reguladores e mensageiros facilitando a transducéo celular, além de
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contribuirem para alterac6es mutagénicas em diversos aspectos da citologia e seus
componentes. (DAENEN et al, 2019, CHECA, ARAN, 2020)
Figura 5 - Divisdo das espécies reativas. Os grupos sao divididos conforme a presenca de elementos

como oxigénio e nitrogénio e correlacionam-se com a ocorréncia de espécies que possuem elétrons
desemparelhados, os radicais livres.

ESPECIES REATIVAS ESPECIES REATIVAS
DE OXIGENIO SADILALS HIVEES DE NITROGENIO
(SAO REATIVAS E (CONTEM UM ELETRON (SAO REATIVAS E
CONTEM OXIGENIO) DESEMPARELHADO) CONTEM NITROGENIO)
. . RADICAIS
iON HIDROXIDO A
OH- HIDROXIDOS CLORETO RADICAL TRIOXIDO DE
*OH * Cl OXIDO DINITROGENIO
NIiTRICO N,O3
ION PEROXIDO RADICAL BROMETO *NO
02 SUPEROXIDO *Br
* * _
2 o, PEROXINITRITO
PEROXIDO DE RADICAL METIL ONOO -
HIDROGENIO *CH
3
H20;

Fonte: Adaptado de Detecting free radicals post viral infections, DAMLE, V.G. et al, 2022.

Neste sentido, 0 estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre a
presenca de espécies reativas e a de espécies antioxidantes que atuam na protecéo
do organismo (FORMAN, ZHANG, 2021). Os radicais livres sdo moléculas altamente
instaveis e reativas devido a presenca de elétrons desemparelhados. O excesso
destes radicais prejudica a acdo dos antioxidantes protetores resultando em danos
nas funcdes celulares. Por outro lado, um aumento exacerbado na producdo de
antioxidantes promove um desequilibrio no mecanismo de defesa e o
comprometimento da homeostase celular (FLIEGER, FLIEGER, 2020, NAKAI,
TSURUTA, 2021). A figura 6, adaptada de Daenen et al, 2019, ilustra o desequilibrio

homeostético e as possiveis consequéncias as células do organismo.

O uso crescente de medicamentos, o descuido com os habitos alimentares, a
falta da préatica de esportes e o0 modo de vida negligente das pessoas tém contribuido
para o surgimento precoce de doencas crbnicas como cancer, aterosclerose, artrite
reumatica, hipertrofia muscular, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas.
Além disto, problemas de saude podem estar diretamente ligados com a alta

concentracédo de radicais livres pelo organismo (OLIVEIRA, 2015). Estes radicais,
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buscando a estabilidade, reagem com biomoléculas que séo importantes para o bom
funcionamento do nosso organismo. (MUNTEANU, APETREI, 2021).

Figura 6 - Desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes e possiveis consequéncias a biologia celular.

/ANTIOXIDANTES| OXIDANTES

I HOMEOSTASE |

= Manutencéo na saude das células -

= Dano celular e, eventualmente, morte = Defesa celular alterada, fungées
celular, doencas, envelhecimento fisiolégicas prejudicadas

Fonte: Adaptado de Oxidative stress in chronic kidney disease, DAENEN, K. et al, 2019.

Portanto, a quimica de produtos naturais pode contribuir para a identificacdo e
busca de substancias que sejam capazes de eliminar radicais livres em excesso e
assim ter um papel protetor. Estas substancias, denominadas antioxidantes,
apresentam beneficios a salde humana ou podem ter aplicagdo em outros campos,
como na industria alimenticia (FLIEGER, FLIEGER, 2020, OLIVEIRA, 2015).

Atualmente, o principal método utilizado para detectar substancias
antioxidantes baseia-se na eliminacao do radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH-). O teste de DPPH- é facilmente aplicavel devido as caracteristicas deste
radical livre especifico que possui estabilidade em auséncia de luz e possibilita a
realizagdo de experimentos rapidos, simples e econémicos. A estabilidade do radical
DPPH- deve-se a presenca de trés aneis aromaticos que produzem o efeito da
ressonancia além da presenca do elétron livre deslocalizado entre os grupos de
diéxido de nitrogénio e os &tomos de nitrogénio. A figura 7 que se segue apresenta a

estrutura desta espécie reativa.
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Figura 7 - Estrutura quimica DPPH.

NO,

Fonte: Determinagéo da capacidade antioxidante de produtos naturais in vitro pelo método do DPPH-:

estudo de revisao, Oliveira, G.L.S., 2015.

Estudos quimicos e pesquisas recentes sobre a moringa revelaram que a
espécie é rica em carotenoides, polifendis, acidos fendlicos, flavonoides, alcaloides,
guercetina, kaempferol e catequina. A presenca de tais substancias € um indicativo
interessante para investigagdo da atividade antioxidante. Inclusive ja h& relatos na
literatura desta acdo em extratos aquosos e organicos de folhas de moringa
(SALEEM, SALEEM, AKHTAR, 2020).

1.4 Insercao de atividades de pesquisa no contexto educacional

A quimica enquanto ciéncia estuda a matéria e suas propriedades e abrange
desde a composicao e estrutura até as mudancas provocadas por reacdes quimicas
e trocas de calor. Essa ciéncia € subdividida em cinco principais areas de
conhecimento responsaveis pelo estudo de diferentes caracteristicas e
comportamentos da matéria: organica, inorganica, fisico-quimica, analitica e
bioquimica (ZUCCO, 2011).

Neste ambito, a quimica de produtos naturais é uma das variadas linhas de
pesquisa da quimica e € responsavel pelo estudo de diferentes compostos e
substancias provenientes de origem vegetal. Esta area possibilita, quanto ao ensino
de quimica, a ampliacdo e aprofundamento do conhecimento em processos
metabdlicos, obtencao e isolamento de substancias, rea¢fes quimicas em cadeia e 0

uso comum de plantas medicinais para fins alimenticios e terapéuticos, além de ser
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uma alternativa de facil acesso e de baixo custo (ALMEIDA, YAMAGUCHI, SOUZA,
2020, LIMA et al, 2022).

O aprendizado de quimica pelos alunos do ensino médio tem como objetivo
promover a compreensao e consequente formacdo de um pensamento critico e
autbnomo quanto as transformacfes quimicas que ocorrem no mundo fisico.
(BRASIL, 2000) Uma das principais dificuldades apresentadas por estudantes do nivel
médio é a dificuldade de memorizagéo e construcdo de um conhecimento coeso, além
da falta de contextualidade com situagbes do cotidiano que contribuem para um
distanciamento e desinteresse por parte dos alunos em relacdo a quimica (SILVA et
al, 2021).

Dessa forma, a quimica de produtos naturais, presente na induastria
farmacéutica, alimenticia, de produtos de higiene e beleza mostra-se uma parte
importante para o ensino de quimica a alunos do ensino médio com vistas a promover
um conhecimento contextualizado e dinAmico que permita ao aluno a elucidacao dos
fendbmenos quimicos e a aplicacédo na resolucéo de situacdes problema. (LIMA et al,
2022).
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2 OBJETIVOS
2.1  Objetivo geral

Determinar o perfil quimico de extratos obtidos de folhas de Moringa oleifera

Lam (Moringaceae), bem como avaliar a atividade antioxidante.

2.2  Objetivos especificos

a) Obter extratos de folhas de Moringa oleifera Lam utilizando dois tipos de solventes
organicos.

b) Tracar o perfil quimico dos extratos por cromatografia gasosa acoplada a espectro
de massas (CG/EM).

c) Analisar o potencial antioxidante, por meio do método DPPH dos extratos
organicos.

d) Correlacionar a importancia do tema quimica de produtos naturais ao contexto de

estudantes do ensino médio.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Estratégias experimentais

A figura 8 que se segue apresenta um fluxograma com as principais estratégias

adotadas para conducao dos experimentos e obtencéo dos resultados.

Figura 8 - Estratégias gerais adotadas para condugéo dos experimentos e obtencdo dos resultados.

‘ COLETA DA AMOSTRA ‘

J

‘ PRODUGAO DE EXSICATA E IDENTIFICACAO BOTANICA ‘

J

[ PROCESSAMENTO DAS FOLHAS 1

l

‘ OBTENGAO DOS EXTRATOS ‘

|

MACERAGAO COM HEXANO PA ‘ PERCOLAGAO COM ETANOL PA

|

l

‘ PERFIL QUIMICO POR GC/EM ‘

1

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ‘

METODO DPPH

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2 Coleta e identificacdo do material vegetal

Amostras de moringa foram coletadas em abril de 2022 na Zona de Chacaras
de Brasilia (DF). Ap6s producdo da exsicata, a espécie coletada foi identificada e
catalogada pelo Jardim Botanico de Brasilia (JBB) sob o numero HEPH 37655. Para
o0 processamento do material vegetal, as folhas foram lavadas em agua corrente e
secas a temperatura ambiente pelo periodo de 7 dias. A figura 9 a seguir exibe o local

da coleta do material vegetal (folhas de moringa) e o aspecto apos o processamento.
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Figura 9 - Apresentacdo da coleta e processamento do material vegetal. (A) arvore em que foram
coletadas as folhas de moringa, (B): aspecto da planta apés processo de lavagem e secagem a
temperatura ambiente.

(A)

Fonte: Arquivo pessoal.

3.3 Processamento das folhas e obtencéo dos extratos hexanico e etandlico

3.3.1 Maceracao

Para a obtencdo do extrato hexanico de Moringa oleifera Lam, utilizou-se
52,039 gramas das folhas previamente lavadas (item 3.2). As folhas foram submetidas
ao processo de extracao a frio com hexano, por meio do contato do material vegetal
com 500 mL do solvente pelo periodo de 24 horas em temperatura ambiente. Em
seguida, o material foi filtrado a vacuo e o solvente foi eliminado em rotavapor a
pressdo reduzida. O residuo obtido, extrato hexanico (ExH), foi pesado e reservado
para futura analise cromatografica e antioxidante. A figura 10 que se segue apresenta

parte da metodologia aplicada no preparo do extrato e obtencao do extrato ExH.

Figura 10 - Procedimento aplicado para obtencao do extrato hexanico (ExH). (A) Aspecto das folhas
trituradas, (B) Mistura de hexano com as folhas de moringa, (C) Filtragdo a vacuo para separacéo do
solvente, (D) Rotaevaporador a baixa pressao para eliminar o solvente.

Fonte: Arquivo pessoal.
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O rendimento da extracao foi mensurado por meio da equacéo (1) que relaciona
0 peso do extrato obtido com a massa vegetal previamente pesada:

. massa do extrato x 100
Rendimento (%) = ( )

(1)

massa vegetal de partida

3.3.2 Percolacao

A massa vegetal remanescente da obtencéo do extrato de hexano ExH (item
3.3.1) foi percolada com o solvente perpassando pelo material durante 8 horas com
velocidade média de escoamento de 2 mL/min. O percolador utilizado foi forrado com
uma fina camada de algodédo para evitar a passagem de particulas junto ao extrato.
Posteriormente a extracdo, o etanol foi recuperado em rotavapor a pressao reduzida
na temperatura média de 45°C, sendo obtido o extrato em etanol (EXEtOH). A massa
do extrato foi medida e este foi reservado para ensaios futuros. O rendimento foi
calculado pela equacao (1) disposta no item 3.3.1. A figura 11 abaixo ilustra o
procedimento para obtenc&o do extrato EXEtOH.

Figura 11 - Etapas do processo de obtencdo do extrato em etanol (EXEtOH). (A) Percolador com

extracdo em etanol (EXEtOH), (B) Aspecto da extracdo com etanol, (C) Rotaevaporador a baixa
pressao para eliminar o solvente.

/,\L.

©

Fonte: Arquivo pessoal.

3.4 Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

A andlise cromatogréafica dos extratos hexanico (ExH) e etandlico (EXEtOH)
obtidos de folhas de moringa foi realizada na Central de Espectrometria de Massas e
Micromoléculas Orgéanicas (CEMMO), do Departamento de Fisica e Quimica da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, por meio de cromatografia
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gasosa acoplada a espectro de massas (CG/EM). Para tanto, utilizou-se aparelho
Shimadzu CG - 17A, com detector seletivo de massa, modelo GCMS-QP 2010 Plus,
sob as seguintes condi¢cdes experimentais: coluna EN5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25
pum); programacdo do forno com gradiente de temperatura de 60 a 240° C, sendo
acrescidos 3°C a cada minuto; arraste com gas hélio a um fluxo de 1,5 mL.min1. A

injecdo da amostra se deu pelo modo Split a uma temperatura de injecao de 260°C.

Os componentes quimicos detectados em cada extrato foram identificados de
acordo com o padrao de fragmentacao obtido no espectro e base de dados Wiley7,
FFNSC1.3, NIST11. Além disso, calculou-se o indice de Retencéo de Kovats (IK). Os
resultados foram analisados e comparados com dados da literatura, de acordo com
ADAMS, 2017. O calculo do IK foi realizado aplicando a equacéo (2) a partir dos dados
dos tempos de retencao do padrao de hidrocarbonetos utilizado (C10-C30) e do tempo

de retencdo da substancia em analise.

_ loglogt,—loglogty
IK = 100.7 + 100 (log logtn+1—log10gtn) )

Onde: n € o numero de carbonos do padrédo menos retido;
loglogt, € o tempo de retencdo da substancia;
loglogt, € o tempo de retencéo do padrdo menos retido;

loglogt,., € 0 tempo de retencdo do padrdo mais retido.
3.5 Determinacédo da atividade antioxidante por meio do método DPPH

Baseado na eliminacao do radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)
provocada pela acdo de substancias antioxidantes, o método DPPH foi usado para
avaliar a atividade dos extratos organicos de moringa. Para a andlise foram
estabelecidos os valores da absorbancia por meio da leitura do padréo e das amostras
de interesse em espectrofotdbmetro UV-VIS com densidade 6ptica de 517 nm.

Foram utilizadas solucbes estoque com vistas a obter a curva padrédo de
absorcdo de duas concentracbes do analito. A solucdo estoque de DPPH foi
preparada dissolvendo 1,6 mg em 50 mL de metanol (MeOH), de modo a atingir uma
concentracdo de 32 pug/L. Apos a dissolugdo, homogeneizou-se em banho de
ultrassom por 25 minutos. Para a solucdo de acido ascorbico, composto que atua no

combate a radicais livres e usado como controle positivo, dissolveu-se 1 mg em 2 mL
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de MeOH produzindo uma solucdo a 0,5 mg/mL. Posterior aos procedimentos
descritos acima, procedeu-se a preparacdo das solugbes finais para andlise

espectrofotomeétrica e determinacéo da reta padrao de calibragéo.

A tabela 3 apresenta os volumes das solucbes que foram pipetadas e
misturadas visando obter as solu¢des finais para padronizacéo da leitura do método
DPPH em espectrofotbmetro UV-VIS. Apds a mistura, as solucdes foram deixadas em
local protegido da luz pelo periodo de 30 minutos para que a reagdo quimica ocorresse

por completo.

Tabela 3 - Volume das solu¢des e do solvente organico (MeOH) usado para padronizacéo do
método.

DPPH (uL) Acido ascérbico  MeOH (uL)  Volume final

(0,1 mg/mL) /uL (ML)

Branco 0 0 3200 3200
Controle DPPH 1120 0 2080 3200
1,0 1120 12 2068 3200

15 1120 18 2062 3200

Fonte: Adaptado de PIRES, et al., 2017.

Decorrido o periodo de espera, realizou-se a leitura das amostras em contraste
ao branco do metanol e os dados foram registrados para posterior andlise e
construcdo da curva de regressao linear relacionando a concentragéo do padrdo com

os valores da absorbancia.

Para a avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos ExH e EXEtOH de
moringa em comparagdo com a acdo do controle positivo, o &cido ascorbico,
prosseguiu-se com o preparo das solucdes estoque dos extratos organicos (ExH e
ExEtOH) dissolvendo 1 mg do composto em 2 mL de MeOH para obter solugbes com
concentracéo igual 0,5 mg/mL. Preparou-se também 50 mL de uma nova solucao

estoque de DPPH a 32 pg/L homogeneizada em banho de ultrassom por 25 minutos.

A tabela 4 exibe os volumes que foram utilizados e misturados para produzir as
solucdes das amostras, em triplicata, usadas para estimar a atividade antioxidante dos

extratos de moringa em contato com o DPPH. Posterior ao preparo, as amostras foram



31

armazenadas em local protegido da luz pelo periodo de 30 minutos e, em seguida, foi
realizada a leitura em espectrofotbmetro UV-VIS nas mesmas condi¢bes
experimentais da padronizacdo. Os dados coletados foram armazenados para analise

futura.

Tabela 4 - Volume das amostras e controle utilizado para analise da atividade antioxidante da

moringa.

DPPH (pL) Amostra MeOH (pL) Volume final
(0,mg/mL) /uL (ML)
Branco 0 0 3200 3200
Controle DPPH 1120 0 2080 3200
Branco ExH 0 2080 1120 3200
Branco ExXEtOH 0 2080 1120 3200
Amostra ExH 1120 2080 0 3200
Amostra ExEtOH 1120 2080 0 3200

Fonte: Adaptado de PIRES, et al., 2017.

4 RESULTADOS

4.1 Rendimento dos extratos em hexano (ExH) e em etanol (EXEtOH)

A tabela 5 a seguir apresenta as massas obtidas dos extratos em hexano (ExH)
e em etanol (EXEtOH). Para cada extrato foi calculado o rendimento percentual, tendo

como base a equacao (1) expressa em 3.3.1.

Tabela 5 - Massas obtidas dos extratos e o rendimento percentual correspondente.

Extrato Massa de partida/g Massa obtida/g Rendimento/%
ExH 52,039 8,3858 16,11
EXEtOH 8,385 0,8163 1,57

Fonte: Dados experimentais dos autores.
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4.2 Perfil quimico dos extratos ExH e EXEtOH: andlise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas

O perfil quimico dos extratos foi obtido a partir da técnica de cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas. Andlises desta natureza séo
baseadas nos padrdes de fragmentacdo dos componentes quimicos das amostras,
comparacao com espectros padrédo do banco de dados do equipamento (WILEY?7,
NIST11 e FFNSC1.3) e célculo do indice de Retencéo de Kovats (IK). Além disto, a
andlise destes resultados deve levar em consideracdo espectros padrdo, conforme
ADAMS, 2017.

A figura 12 abaixo apresenta os tempos de retencdo dos padrbes de
hidrocarbonetos que foram utilizados para o célculo dos indices de Retencido de
Kovats.

Figura 12 — Cromatograma com os tempos de retencdo dos padrbes de hidrocarbonetos. O resultado
foi obtido por meio de CG/EM, coluna EN5MS (30m x 0,25mm x 0,25um) SGE Analytical Science.

Chromatogram Hidrocarbonetos

10,000,000

Fonte: Resultados experimentais dos autores, obtidos na Central de Espectrometria de Massas e
Micromoléculas Organicas, USP/Ribeirdo Preto.

Para este estudo, os hidrocarbonetos utilizados como padrao foram: octano (TR
4,362 min; nonano (TR 6,105 min); decano (TR 8,370 min); undecano (TR 10,861
min); dodecano (TR 13,340 min); tridecano (TR 15,718 min); tetradecano (TR 17,977
min); pentadecano (TR 20,116 min); hexadecano (TR 22,137 min); heptadecano (TR
24,057 min); octadecano (TR 25,879 min); nonadecano (TR 27,615 min); eicosano
(TR 29,272 min); heneicosano (TR 30,857 min); docosano (TR 32,374min); tricosano
(TR 33,831 min); tetracosano (TR 35,230 min); pentacosano (TR 36,575 min);
hexacosano (TR 37,872 min); heptacosano (TR 39,121 min); octacosano (TR 40,327);
nonacosano (TR 41,494 min); triacontano (TR 42,622 min); hentriacontano (TR 43,748
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min); dotriacontano (TR 45, 023 min); tritriacontano (TR 46,501 min); tetratriacontano
(TR 48,249 min); pentatriacontano (TR 50,337 min); hexatriacontano (TR 52,850 min);
heptatriacontano (TR 55,889 min) e octatriacontano (TR 59,613 min).

Os cromatogramas apresentados nas figuras 13 e 14 mostram 0s picos obtidos
para os extratos ExH e EXEtOH, respectivamente. E importante ressaltar a
complexidade dos extratos, especialmente a hexanica (ExH), composta por
substancias pouco polares.

Figura 13 — Cromatograma da extrato hexanico (ExH) obtido por meio de maceracéo de folhas de M.

oleifera.
Chromatogram Moringa Fr- Hexanol

17,000,000

41.53

100 2000 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0
min
Fonte: Resultados experimentais dos autores, obtidos na Central de Espectrometria de Massas e
Micromoléculas Organicas, USP/Ribeirdo Preto.

Figura 14 — Cromatograma do extrato etandlico (EXEtOH) obtido por meio de maceracgéo de folhas de

M. oleifera.
Chromatogram Moringa Fr- EtOH Particio ACOET

10,000,000

44,120

31.420

ﬁ{]ll.(]
min
Fonte: Resultados experimentais dos autores, obtidos na Central de Espectrometria de Massas e
Micromoléculas Organicas, USP/Ribeirdo Preto.
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De acordo com os dados apresentados nos cromatograma das figuras 13 e 14,
as tabelas 6 e 7 mostram os tempos de retencdo (TR/min) das substancias detectadas
nos extratos ExH e EXEtOH.

Tabela 6 — Tempos de retencéo detectados no cromatograma do extrato ExH.

Pico# TR/min Pico# TR/min
1 4,456 41 39,133
2 4,365 42 39,560
3 5,216 43 39,614
9 6,535 44 40,280
11 6,963 45 40,329
13 7,139 46 40,529
14 7,216 47 40,783
16 7,525 48 41,531
18 8,262 50 41,961
19 8,366 51 42,622
20 8,405 52 42,990
22 10,114 53 43,102
23 10,859 54 43,182
24 13,338 56 43,769
25 20,825 59 44,151
26 25,129 60 44,304
27 26,516 61 45,524
28 28,649 62 45,726
30 31,004 63 45,897
31 31,335 64 46,690
32 31,457 65 46,864
33 31,777 66 47,112
34 33,828 67 47,195
35 34,505 68 47,630
36 34,851 69 48,271
37 35,229 70 48,461
38 36,575 72 49,151
39 37,811 73 49,381
40 37,870

Fonte: Dados experimentais e analise do cromatograma da figura 13.

Tabela 7 — Tempos de retencéo detectados no cromatograma do extrato EXEtOH. Continua.

Pico# TR/min Pico# TR/min
1 3,535 25 31,856
2 3,574 26 34,504
3 3,622 27 36,573
4 3,670 28 36,971
5 3,839 29 39,119
6 3,900 30 41,493

Fonte: Dados experimentais e analise do cromatograma da figura 14.



Tabela 7 — Tempos de retencéo detectados no cromatograma do extrato EXEtOH. Concluséo.

Pico# TR/min Pico# TR/min
7 4,220 31 41,846
8 4,276 32 41,992
9 4,555 33 42,620
10 5,239 34 42,989
11 5,852 35 43,180
12 6,213 36 43,576
13 6,595 37 44,120
14 25,130 38 45,511
15 26,518 39 45,709
16 26,620 40 45,883
17 26,938 41 46,680
18 27,261 42 46,836
19 28,613 43 47,090
20 29,150 44 47,599
21 31,004 45 49,362
22 31,311 46 52,358
23 31,420 47 55,294
24 31,764

Fonte: Dados experimentais e analise do cromatograma da figura 14.
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O indice de retencdo de Kovats (IK) foi calculado para as substancias

detectadas no extrato em etanol (EXEtOH). O resultado € apresentado na tabela 8 que

se segue, bem como sugestao estrutural da substancia, considerando os parametros

de graus de similaridade, IK e literatura, conforme Adams, 2017.

Tabela 8 — Perfil quimico do extrato etandlico (EXEtOH) obtido de folhas de M. oleifera. Resultados
do indice de retencéo de Kovats (IK) e comparacdo com dados de literatura (Adams, 2017). Continua.

TR Area/% IKc IK Lit Conclusao
3,535 0,30 NI NI NI
3,574 0,94 NI NI NI
3,622 1,30 NI NI NI
3,670 0,23 NI NI NI
3,839 0,32 NI NI NI
3,900 0,16 NI NI NI
4,220 0,07 NI NI NI
4276 0,28 NI NI NI
4,555 0,12 813 NI NI
5,239 0,29 854 NI NI
5,852 0,23 887 NI NI

TR: Tempo de retencdo; Area: expressa em %; IKc: indice de Retencéo de Kovats Calculado; IKLi:
indice de Retencdo de Kovats conforme Literatura (Adams, 2017); Concluséo: substancia identificada.
NI: Ndo identificada. *Similaridade alta em comparacdo ao banco de dados Fonte: Resultados
experimentais dos autores, obtidos na Central de Espectrometria de Massas e Micromoléculas

Orgénicas, USP/Ribeirdo Preto.
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Tabela 8 — Perfil quimico do extrato etandlico (EXEtOH) obtido de folhas de M. oleifera. Resultados
do indice de retencdo de Kovats (IK) e comparacao com dados de literatura (Adams, 2017).

Concluséo.
TR Area/% IKc IKLit Concluséo
6,213 0,72 906 NI NI
6,595 1,11 924 1237 NI
25,130 0,82 1760 1723 Acido tetradecanoico
26,518 1,34 1838 NI *Neoftadieno (similaridade alta)
26,620 0,41 1846 NI NI
26,938 0,27 1862 NI NI
27,261 0,40 1880 NI *2-hexadece-1-ol (similaridade alta)
28,613 11,30 1961 1960  Acido hexadecanoico
29,150 0,20 1993 NI NI
31,004 1,50 2110 2218 *2-hexadece-1-ol (similaridade alta)
31,311 1,73 2130 2085 Acido 9,12-octadecadienoico
31,420 13,45 2138 NI NI
31,764 1,29 2160 NI NI
31,856 0,37 2166 NI NI
34,504 0,27 2349 NI NI
36,573 0,75 2492 NI *Triacontano (similaridade alta)
36,971 0,97 2531 NI NI
39,119 1,16 2700 NI *Dotriacontano (similaridade alta)
41,493 1,90 2900 NI *Tetrapentacosano (similaridade alta)
41,846 0,30 2931 NI NI
41,992 0,54 2944 NI NI
42,620 0,26 3000 NI NI
42989 0,23 3033 NI NI
43,180 2,87 3050 NI *y-tocoferol (similaridade alta)
43,576 0,22 3085 NI NI
44,120 20,18 3129 NI *a-tocoferol-B-D-manosideo (S.alta)
45,511 0,79 3233 NI NI
45,709 0,55 3247 NI NI
45,883 0,84 3259 NI NI
46,680 2,38 3310 NI NI
46,836 8,10 3319 NI NI
47,090 3,06 3334 NI NI
47,599 241 3363 NI NI
49,362 1,67 3454 NI NI
52,358 5,23 3581 NI NI
55,294 6,18 3681 NI NI

TR: Tempo de retencdo; Area: expressa em %:; IKc: indice de Retencdo de Kovats Calculado; IKLi:
indice de Retencéo de Kovats conforme Literatura (Adams, 2017); Conclus&o: substancia identificada.
NI: Ndo identificada. *Similaridade alta em comparacdo ao banco de dados Fonte: Resultados
experimentais dos autores, obtidos na Central de Espectrometria de Massas e Micromoléculas

Orgéanicas, USP/Ribeirdo Preto.
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A figura 15 apresenta o espectro obtido para a substancia no tempo de retengéao
25,130 minutos bem a comparacgao deste espectro padrédo WILEYO7.

Figura 15 — Espectro da substancia com tempo de retencéo em 25,130 min (A) e comparacdo com
banco de dados WILEY para o acido tetradecanoico (B).
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Fonte: Resultados experimentais dos autores, obtidos na Central de Espectrometria de Massas e
Micromoléculas Organicas, USP/Ribeirdo Preto.

Analise semelhante foi aplicada para as substancias nos tempos de retencao
(em minutos): 26,518; 27,261; 28,613; 31,004; 31,311; 36,573; 39,119; 41,493; 43,180
e 44,120. Desta forma, pode-se sugerir algumas estruturas quimicas que
provavelmente estejam na EXEtOH.

4.3 Investigagédo da atividade antioxidante dos extratos ExH e EXEtOH pelo
método DPPH

Os ensaios de atividade antioxidante foram realizados pelo método baseado na
captura e eliminag&o do radical livre e estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), pela
presenca de uma substancia com potencial antioxidante. A analise foi realizada por
meio do valor da concentracdo do agente antioxidante e comparagdo com a
absorbéancia apresentada em espectrofotometro UV-VIS com densidade Optica em
517 nm. Como padréo utilizou-se solucédo de acido ascorbico nas concentracdes de
1,0 e 1,5 mg/mL.
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A figura 16 que se segue apresenta a calibracdo que correlaciona as duas
concentracdes de acido ascorbico utilizadas e a porcentagem de reducéo observadas,

por meio das leituras de absorbancias.

Figura 16 - Curva padrao que correlaciona a concentracdo de acido ascérbico e a porcentagem de
reducéo.

Concentragio de Acido Ascérbico [aa] x % de reducio

1.8

1.4

[aa]

1.2

1.01

0.8 T T T T 1
40 50 60 70 80 80

% de reducio

Fonte: Dados experimentais dos autores. Grafico: GraphPad Prisma 5.

Os valores das absorbancias dos extratos ExH e EXEtOH estdo expressas na
tabela 9, assim como os valores do controle DPPH e o branco. A analise de cada

extrato foi feita em triplicata.

Tabela 9 - Valores da leitura realizada em UV-VIS para as amostras de moringa.

Absorbancia, a 517 nm

ExH ExEtOH
Controle DPPH 0,222 0,222
Branco 0,123 0,067
Replicata 1 0,125 0,074
Replicata 2 0,122 0,076
Replicata 3 0,127 0,074

Fonte: Resultados experimentais dos autores e dados obtidos no Laboratério de Analise Instrumental
do Campus Gama.

Para o célculo da capacidade antioxidante dos extratos, utilizaram-se os dados
obtidos da tabela 9, bem como a integracdo destes com os valores obtidos para o
padrao de acido ascorbico. A tabela 10 apresenta o resultado, onde é possivel fazer
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a comparacao entre os valores de capacidade antioxidante da ExH, EXEtOH e EC50
calculada para o &cido ascorbico.

Tabela 10 - Capacidade antioxidante dos extratos ExH, EXEtOH e padrédo de acido ascérbico obtidas.

Amostra Capacidade antioxidante, EC50/mg.mL"!
ExH 1,873 £ 0,037
EXEtOH 1,874 £ 0,009

Acido Ascorbico 0,993 + 0,216
Fonte: Resultados experimentais dos autores. Célculo realizado em CompusinR

5 DISCUSSAO

A extracao dos extratos organicos ExH e EXEtOH obtidos a partir de folhas da
moringa permitiu a realizacdo de um paralelo entre os métodos da maceracéo e da
percolacdo. Considerando os resultados apresentados quanto ao rendimento e
guantidade em massa dos extratos, pode-se inferir que o uso da percolacdo enquanto
método demonstra resultados mais expressivos quando em comparacdo com a

maceracao.

Em estudos realizados por Wilson, Simpson e Spelman, 2022 ao equiparar o
uso do método da maceracdo e da percolacdo para extracdo do canabidiol, uma
substancia quimica proveniente da Cannabis, h4 um maior rendimento para a
percolacdo, com 80,1% do canabidiol extraido da biomassa em contraste com 63,5%
proveniente da maceragcdo. Cabe ressaltar ainda que a recuperacdo do solvente
organico apresentou maior eficacia quando aplicada a percolacdo. Resultados
semelhantes foram encontrados por Stanek et al 2021 para extracdo de &cidos

clorogénicos, cafeina, trigonelina e lipidios a partir do gréo de café.

Em outro estudo acerca da aplicabilidade da percolacdo para metodologia de
extracdo, Paz et al., 2018 afirma que a umectacao do material vegetal facilita a difusao
dos compostos passiveis de extracdo visto que a porosidade das células é aumentada
favorecendo assim a obtencéo de compostos ativos proveniente do material vegetal.
De maneira geral, para extracdo com solventes volateis indica-se o uso da percolagéo
(ABUBAKAR, HAQUE, 2020).

Para produzir extratos e fracbes com alta concentragcdo de metabolitos e

substancias com atividade biolégica significativa deve-se selecionar de forma
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adequada a técnica de extragdo bem como o solvente a ser utilizado. Vale ressaltar
ainda que o uso de solventes com diferentes polaridades pode originar multiplas

fracGes partindo de um material vegetal em comum. (WHO, 2018).

Apbs os processos extrativos, a determinagcdo da composi¢cdo quimica dos
extratos organicos obtidos baseou-se na cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massa (CG/EM) por apresentar uma alta seletividade, sensibilidade

e rendimento em baixas concentracdes (BECCARIA et al, 2021).

O resultado da analise cromatogréfica dos extratos ExH e EXEtOH mostram a
complexidade tipica de materiais desta natureza. Entretanto, as informacdes
decorrentes deste tipo de andlise sdo fundamentais para nortear o processamento de
amostras de origem vegetal, com vistas a identificacdo quimica de metabdlitos
secundarios, inclusive para os processos de fracionamento mais refinados. O extrato
ExH apresentou pelo menos 73 picos, muitos dos quais poucos resolvidos em funcéo
da alta quantidade de substéancias presentes. A utilizacdo de solventes pouco polares
no tratamento inicial de amostras vegetais € um importante fator para otimizar as
etapas extrativas seguintes, embora extracées hexanicas podem conter substancias
de grande interesse farmacologico. Como exemplo da importancia de extracdes desta
natureza, Adebayo, Arsad, Samian, 2017 identificaram potente a inibicdo de células
cancerigenas tipo MCF7 a partir de testes com extrato hexanico de sementes de
moringa. Estudo semelhante com o extrato hexanico também mostrou eficiente para
inibir processos de apoptose em células cancerigenas (GAFFAR, APRIANI,

HERLINA, 2019).

O cromatograma do extrato etandlico (EXEtOH) apresentou 47 picos,
igualmente complexo quando comparado ao extrato ExH e com diversas atividades
biolégicas associadas ja reportadas, tais como: anti-inflamatoria e antioxidante
(CHARDE et al, 2013), analgésica (SUTAR et al, 2008); hipotensiva (FAIZI et al, 1998)
e anticancerigeno (MESAS et al, 2021). A presenca de substancias com diferentes
caracteristicas em extracdes organicas da a possibilidade de atividades biol6gicas em

um amplo espectro e dai a importancia de estudos tipo screening de produtos naturais.

O processo de identificacdo das substancias foi direcionado para o extrato
EXEtOH, uma vez que o extrato ExH, pelo alto grau de complexidade, ndo permitiu a

identificacdo plena e individual dos picos. Em muitos dos casos o banco WILEY7,
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NIST11 e FFNSC1.3 ndo gerou a correspondéncia dos espectros, o que dificultou a
determinac&o do indice de Kovats. Por outro lado, o extrato EXEtOH permitiu, ainda
qgque nao conclusivo, a proposta de 11 substancias representando 43,95% das
substancias presentes no cromatograma, seja pelo grau de similaridade dos espectros
ou pelo célculo do indice de Kovats. A similaridade esta associada & comparag&o com
0 banco de dados utilizado e € uma maneira preliminar de avaliarmos o tipo de
substancia presente no extrato. Todavia, foi possivel verificar a diversidade de
compostos nos extratos ExH e EXEtOH o que abre a perspectiva para novos estudos
e isolamento de substancias. Saponinas, taninos, flavonoides, esteroides, terpendides
e glicosideos figuram como substéncias ja identificadas em amostras de moringa,
inclusive com as atividades bioldgicas mapeadas (NEPOLEAN, ANITHA, RENITTA,
2009).

Teclegeorgish et al., 2021 avaliaram o extrato metandlico de Moringa oleifera e
identificaram 19 substancias, principalmente flavonoides. Esta identificacdo foi
possivel gracas a utilizacdo de técnicas instrumentais avancadas, como FTIR
(espectrometria de infravermelho). Assim, avaliamos o potencial da espécie para o
estudo quimico e atividades biolégicas associadas, uma vez que diversos trabalhos
apontam para diversidade de compostos quimicos relevantes em diferentes extratos

ou fracBes de moringa.

A investigacdo de compostos de origem natural e que possuem atividade
antioxidante tem contribuido de forma significativa no mapeamento destas
substancias. Os antioxidantes tém um papel fundamental como efeito protetor das

células contra os radicais livres danosos.

Por meio do método DPPH e utilizando como padrao positivo o acido ascorbico,
investigou-se o0 potencial antioxidante dos extratos ExH e EXEtOH. O método foi
escolhido pela simplicidade e aplicabilidade, destacando a estabilidade do radical 1,1-
difenil-2-picrilhidrzil. A tabela 10 mostrou os resultados para estes extratos, o que
confirmou esta caracteristica dos metabdlitos secundarios da espécie. Com valores
maiores quando se compara com o resultado do EC50 para o padrdo € notorio o

potencial vinculado aos extratos.

A acédo antioxidante relatada quanto aos extratos ExH e EXEtOH ocorre pela

presenca de substancias antioxidantes em sua composicdo quimica que sejam
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capazes de eliminar o DPPH livre em solucdo. Em estudos realizados por Ramarao et
al. 2022, extratos aquosos de folhas de moringa apresentaram uma alta concentracao
de compostos fendlicos. Além dos compostos fendlicos, Ogundipe et al. 2022
identificou para extratos etandlicos a presenca de flavonoides, saponinas e taninas.
Estas substancias, presentes na folhas da moringa sdo uma 6tima fonte natural de

antioxidantes.

Stohs e Hartman, 2000 em sua pesquisa demonstraram ainda que 0s extratos
de folha de moringa, em comparacao com as demais partes da planta, apresentam
uma significativa acdo antioxidante por possuir a maior concentracdo de compostos
fendlicos, flavonoides e acido ascorbico. Além destas, estudos anteriores identificaram
uma variedade de substancias capazes de auxiliar na eliminacdo de radicais livres
como a-tocoferol, B-tocoferol, acido hexadecanoico, fitol, quercetina, kaempferol,
betacaroteno, &cido clorogénico e rutina (ANWAR, 2007, SANTOS et al, 2012, KOU
et al, 2018, RAMARAO et al, 2022) Os dados disponiveis em literatura corroboram
com os resultados relatados e reafirmam a aplicabilidade de produtos naturais
derivados da moringa para a obtencdo de antioxidantes exdgenos que sé&o

indispensaveis para a manutencdo da homeostase celular.

7

A contextualizacdo ensino-pesquisa como pratica pedagbgica € uma
importante ferramenta que pode contribuir para despertar o estudante pelo estudo da
quimica. A abordagem investigativa no dia a dia da sala de aula € uma forma de
incentivar o lado cientista do estudante, despertando o processo criativo neste. Além
disto, quando se vincula aspectos do dia a dia na pratica educacional, o processo de
construgédo tende a ser significativo (FERREIRA, HARTWING, OLIVEIRA, 2010).
Segundo Braathen (2014), o estudante ainda precisa perceber o sentido de

determinado assunto, o que o incentiva a buscar o entendimento e aprofundamento.

O professor deve estimular e lancar desafios aos alunos, para que estes
também figurem como autores no processo ensino-aprendizagem, visto que a
metodologia tradicional muitas vezes adotada no ensino pode ser desestimulante.
Desta forma, este projeto também podera ser uma forma de contribuir para formacéo
de estudantes, uma vez que se pode abordar a relevancia da quimica de produtos
naturais, seja no ambito da quimica e aos processos a ela associados ou quando se
correlaciona ao conhecimento tradicional, muitos dos quais ja fazem parte do cotidiano

do aluno.
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6 CONCLUSAO

O perfil quimico dos extratos em hexano e etanol permitiu a deteccdo de
variados picos sendo 73 e 47 respectivamente, dos quais, apenas 11 do extrato
etandlico puderam ser sugeridos por meio da similaridade com os padrdes
estabelecidos. Os resultados indicam um alto nivel de complexidade nos extratos
obtidos de hexano e etanol. Desta forma, novos estudos poderao ser realizados com
a aplicacdo de modalidades cromatograficas auxiliares e outros processos de
iIsolamento para ampliar o espectro de identificagdo de substancias provenientes de

extratos de Moringa oleifera.

Quanto a andlise da atividade antioxidante podemos concluir que os extratos
organicos da moringa apresentam em sua composi¢cao substancias com potencial
acdo antioxidante. Tal resultado € um indicativo da presenca de compostos capazes
de eliminar o radical livre DPPH e corroboram com os dados presentes na literatura

definindo a moringa como uma importante fonte de antioxidantes.

No ambito educacional foi possivel discutir e atentar para a importancia da
qguimica de produtos naturais relacionado ao contexto de estudantes do ensino médio

mostrando-se uma alternativa eficaz e dinAmica para o ensino de quimica.
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