SEI-SICITE

2023

Otimizacéo da extracdo de compostos bioativos de Momordica
charantia L
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RESUMO

O meldo Sédo Caetano (Momordica charantia L.) € uma fruta cuja composigédo apresenta varios compostos
passiveis de aplicacdes com propoésitos medicinais, sendo 0s compostos bioativos o principal foco desta
pesquisa. Para realizar a extracao de compostos antioxidantes, € fundamental considerar parametros criticos,
tais como temperatura, tempo, categoria do solvente e sua propor¢do. O objetivo deste trabalho foi
direcionado a otimizar a extracdo de compostos bioativos contidos no extrato de meldo Sdo Caetano
desidratado, utilizando a metodologia assistida por ultrassom. Previamente a extracdo da amostra, realizou-
se um planejamento experimental para o sistema de solventes etanol:agua nas proporcdes (v/v) 10:90, 26:74,
50:50, 74:26 e 90:10, variando o tempo e a temperatura. Os extratos foram avaliados realizando a
guantificacdo de sua atividade antioxidante, pelos métodos DPPH e ABTS. A partir dos resultados,
determinou-se que a melhor condicdo para realizar a extracdo foi com a propor¢cdo de 50:50 (v/v) de
etanol:agua, a 61°C durante 30 minutos. Posteriormente, foram feitas quantificacbes de fendlicos e
flavonoides totais para a condicdo mais satisfatéria. Além disso, foi realizada uma extracdo com
metanol:dgua, utilizando uma metodologia de determinacao de atividade antioxidante com adaptacdes, a fim
de comparar qual extragdo obteve o melhor resultado.
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ABSTRACT
The Bitter melon (Momordica charantia L.) is a fruit whose composition presents several compounds capable
of applications for medicinal purposes, with bioactive compounds being the main focus of this research. To
carry out the extraction of antioxidant compounds, it is essential to consider critical parameters, such as
temperature, time, solvent category and its proportion. The objective of this work was aimed at optimizing the
extraction of bioactive compounds contained in dehydrated Bitter melon extract, using ultrasound-assisted
methodology. Prior to extracting the sample, an experimental plan was carried out for the solvents
ethanol:water in proportions (v/v) 10:90, 26:74, 50:50, 74:26 and 90:10, varying the time and temperature .
The extracts were evaluated by quantifying their antioxidant activity using the DPPH and ABTS methods. From
the results, it was determined that the best condition to perform the extraction was with a 50:50 (v/v)
ethanol:water ratio, at 61°C for 30 minutes. Subsequently, quantifications of total phenolics and flavonoids
were made for the most satisfactory condition. Furthermore, an extraction was carried out with methanol:water,
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using a methodology for determining antioxidant activity with adaptations, in order to compare which extraction
obtained the best result.
KEYWORDS: antioxidants; bioactive compounds; extraction; Bitter melon.

INTRODUCAO

O meldo S&o Caetano (Momordica charantia L.), tem desempenhado um papel
tradicional como um alimento de propriedades medicinais em diversas nacfes em
desenvolvimento. Trata-se de uma fruta de origem tropical que possui propriedades
terapéuticas. O presente trabalho visa destacar e elucidar os compostos bioativos
presentes em sua composi¢cao Tan et al. (2016).

Conforme Jiao et al. (2018), a investigacdo de compostos correlacionados a
capacidade antioxidante reveste-se de significativo interesse, dado que, tais compostos
demonstram a capacidade de absorver radicais livres, o que resulta na inibicdo da etapa
de iniciagado de reacdes oxidativas desencadeadas pelos radicais livres no organismo.

Os compostos antioxidantes presentes no meldo S&do Caetano demonstram a
capacidade de reduzir o estresse oxidativo no sistema. Este efeito é atribuido a presenca
de compostos fendlicos e flavonoides. Para obter esses compostos, torna-se necessario
conduzir um processo de extracdo, sendo o método mais prevalente a extracdo com
solventes, tais como agua, etanol e metanol. Uma das abordagens para avaliar o impacto
da extracdo € por meio da avaliacdo do efeito antioxidante, utilizando os métodos DPPH,
ABTS, fendlicos totais e flavonoides totais Andreo et al. (2006).

Logo, o presente estudo objetiva analisar o impacto da proporgéo do solvente e a
sua categoria, a relacdo do tempo e da temperatura no processo de extracdo do meldo Séo
Caetano, bem como sua atividade antioxidante, com o intuito de otimizar a obtencao de
compostos bioativos passiveis de aplicacdo nas esferas das indlstrias de alimentos e
farmacéutica.

METODOLOGIA
AMOSTRAS

O meldo Sao Caetano foi comprado in natura em uma feira na cidade de Maringé, no
estado do Parand, Brasil. A fruta foi higienizada, separou-se a casca, polpa e sementes,
secou-se cada item de forma separada em uma estufa a 40°C durante 24 horas.
Posteriormente triturou-se a amostra até obtencdo de tamanho regular, em seguida foram
embalados a vacuo em embalagens separadas. As amostras foram congeladas e mantidas
em um ambiente sem iluminagé&o.

PREPARO DOS EXTRATOS ETANOLICOS
Os extratos foram preparados em duplicata, utilizando 0,25 g da casca, 0,25 g da

polpa e 50,0 mL do solvente etanol:agua. A extracao foi feita assistida por ultrassom com
as condic¢des apresentadas no Quadro 1.
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Quadro 1 - Condic8es para preparo dos extratos etanélicos do meldo Sao Caetano
i Tempo (min) Temperatura (°C) EtOH H20
15,00 35,00 26,00 74,00
45,00 35,00 26,00 74,00
15,00 55,00 26,00 74,00
45,00 55,00 26,00 74,00
15,00 35,00 74,00 26,00
45,00 35,00 74,00 26,00
15,00 55,00 74,00 26,00
45,00 55,00 74,00 26,00
4,77 45,00 50,00 50,00
10 55,23 45,00 50,00 50,00
11 30,00 28,20 50,00 50,00
12 30,00 61,80 50,00 50,00
13 30,00 45,00 10,00 90,00
14 30,00 45,00 90,00 10,00
15 30,00 45,00 50,00 50,00
16 30,00 45,00 50,00 50,00
17 30,00 45,00 50,00 50,00

R IN|ao|n s |WIN|=

©

Fonte: Autoria propria (2023)

Cada sistema enumerado no Quadro 1 foi preparado e assim submerso em um
banho ultrassénico nas temperaturas indicadas. Apdés o tempo estimado para cada
condicdo, os extratos foram filtrados a vacuo, depositados em frascos ambar, etiquetados
e armazenados em um refrigerador.

PREPARO DOS EXTRATOS METANOLICOS

Adicionalmente, os extratos foram preparados em duplicata, conforme Vagula et al.
(2019) adaptada. 5,0 g da casca e 5,0 g da polpa foram adicionadas com metanol na
proporcdo de 1:10 (m/v) e colocados em agitacdo magnética a 25°C durante 2 horas. Em
seguida, as amostras foram submetidas a agitacdo mecéanica a 2000 rpm por 20 minutos e
filtradas a vacuo. O solvente foi removido a 35°C em rotaevaporador. ApGs todas essas
etapas os extratos foram depositados em frascos ambar, etiquetados e armazenados em
um refrigerador.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A guantificacdo da atividade antioxidante dos extratos etanolicos foi conduzida por
meio de ensaios envolvendo os radicais DPPH e ABTS. A abordagem para determinacao
da atividade antioxidante, conforme o método DPPH, seguiu a metodologia proposta por
Rufino et al. (2007) adaptada. A atividade antioxidante (AA) foi expressa em termos de
porcentagem de inibicdo em relacdo ao controle, conforme a Equacéo (1), em que (Aa)
denota a absorbancia da amostra, (Ab) representa a absorbancia do branco da amostra, e
(Ac) refere-se a absorbancia do controle.

%AA = [Ac=(4a-4b)] 100 (1)
J4 a determinacdo da atividade antioxidante utilizando o método ABTS seguiu a

metodologia estabelecida por Rufino et al. (2007). O resultado foi quantificado em termos

de porcentagem de inibicdo em relacdo ao controle, conforme estabelecido na Equacgéo

(1). A quantificacdo dos ensaios foi realizada em espectrofotometro UV-VIS (Agilent Cary
60 uv-vis).

DETERMINAGCAO DOS FLAVONOIDES TOTAIS E FENOLICOS TOTAIS
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Flavonoides totais foram determinados segundo a metodologia de Funari & Ferro
(2006) adaptada. As analises foram realizadas em triplicata. Para a quantificacdo uma
curva padrao de rutina em metanol foi construida nas concentragfes de 0, 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 e 100 mg/L, como apresentada na Equacao (2).

y = 0,007x + 0,145 (2)

Ja os fendlicos totais foram obtidos de acordo com a metodologia descrita por
Minussi et al. (2003). As analises foram realizadas em triplicata. Para a quantificacdo dos
fendlicos totais foi construida uma curva padréo de &cido galico nas concentracdes de 0,
20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 e 200 mg/L, como apresentada na Equacao (3).

y = 0,006x + 0,127 (3)

A quantificacdo dos ensaios foi realizada em espectrofotometro UV-VIS (Agilent

Cary 60 uv-vis).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados expostos foram obtidos a partir da média de repeticdes, expressa
como média + desvio padréo, e foram submetidos a uma andlise estatistica utilizando o
teste de Tukey (p<0,05). Essas analises foram feitas utilizando o software RStudio. No
contexto da andlise pelo teste Tukey, os pontos centrais foram dispostos como valores
médios, uma vez que compartilharam o mesmo valor.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A pesquisa foi realizada com a finalidade de determinar uma proporcao satisfatéria
no sistema de solventes etanol:agua. Os resultados obtidos foram referentes a capacidade
antioxidante avaliada por meio dos métodos DPPH e ABTS obtidos pelo teste Tukey,
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Resultados das porcentagens de atividade antioxidante (%AA) do meldo S&o Caetano
pelos métodos DPPH e ABTS

Extrato Temperatura (°C) Tempo (min) Proporgdo EtOH:H20 ABTS (%) DPPH (%)
1 45 °C 4,77 min 50% 41,56+0,84° 81,16+1,112
2 45 °C 55,23 min 50% 48,64+0,99¢ 83,75+1,332
3 45 °C 30 min 10% 39,78+0,65' 42,99+1,88
4 45 °C 30 min 90% 37,11+0,979 41,1146,31f
5 35°C 15 min 74% 36,83+£1,069 28,00+£1,089
6 35°C 15 min 26% 50,00+1,45¢4 53,75+0,87¢
7 35°C 45 min 26% 49,27+0,804 45,90+0,91f
8 35°C 45 min 74% 57,04+1,642 60,66+2,83¢
9 55°C 45 min 74% 55,93+1,33% 59,57+0,90¢
10 55°C 15 min 26% 52,42+1,79¢ 70,13+5,64P¢
11 55°C 15 min 74% 20,45+1,58' 64,44+3,05%
12 55 °C 45 min 26% 43,43+1,06° 70,81+1,83°
13 61 °C 30 min 50% 53,950,975 81,34+1,732
14 28 °C 30 min 50% 25,86+0,50" 71,66+4,87°
15 30 °C 45 min 50% 27,53+1,89" 82,60+£3,522

Fonte: Autoria propria (2023)
Resultados expressos como média + desvio padrao (n=6). Letras iguais na mesma coluna indicam que néo

ha diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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Para o teste DPPH, os extratos 2, 13 e 15 n&o apresentaram diferencga significativa
e demonstraram elevadas quantidades de atividade antioxidante. J& para o teste ABTS, 0s
extratos 8, 9 e 13 apresentaram também resultados satisfatorios.

Portanto, considerando o conjunto de andlise de antioxidantes pode-se definir que a
condicdo que apresentou uma maior atividade oxidante foi a extracdo realizada com a
proporcao de 50:50 (v/v) etanol:agua a 61°C durante 30 minutos.

Ja para os flavonoides totais e fendlicos totais, foram realizadas duas extracdes, a
primeira utilizando etanol:dgua nas condi¢cdes que satisfizeram os ensaios do DPPH e
ABTS, e a segunda foi realizada com metanol:agua, seguindo a metodologia de Vagula et
al. (2019) adaptada. A partir das Equacbes (2) e (3) foi possivel obter os resultados
expressos em mg/L dos flavonoides e fendlicos apresentados no Quadro 2.

Quadro 2 - Resultados expressos em mg/L de flavonoides e fendlicos presentes nos extratos
etanélico e metandlico do meldo Sédo Caetano

Flavonoides Totais Fendlicos Totais
Extrato Etandlico Extrato Metandlico Extrato Etanélico Extrato Metanélico
mg/L mg/L mg/L mg/L
3,375 58,157 23,579 246,44
4,564 56,509 29,129 253,489
3,444 63,682 25,926 273,943

Fonte: Autoria prépria (2023)

A partir dos resultados do Quadro 2, é possivel concluir que a extracao utilizando os
solventes metanol:agua obteve consideravelmente melhores resultados quando
comparado a extracao utilizando os solventes etanol:agua.
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CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram o potencial antioxidante do extrato de meldo Sé&o
Caetano. As condicbes Otimas de extracdo foram determinadas através de um
planejamento experimental, com temperatura estabelecida a 61°C, periodo de extracédo de
30 minutos e a propor¢gdo mais eficiente de solvente etanol:agua foi de 50:50 (v/v). No
entanto, para obtencdo de flavonoides totais e fendlicos totais, a extracdo feita com
metanol:dgua demonstrou ser mais eficiente quando comparada com a extracéo utilizando
etanol:agua. No mais, o0 meldo Sdo Caetano possui compostos bioativos em sua
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composicdo que podem ser aplicados em diversos setores da industria alimenticia,
farmacéutica, dentre outras que utilizam e aplicam 0s compostos em Seus processos.
Posteriormente, pode-se realizar estudos para nanoencapsular os extratos, a fim de
proteger os compostos bioativos presentes.
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