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Bechlin, Taise Raquel. Obtencdo de extratos de folhas de Moringa oleifera por
ultrassom e aplicacdo no tratamento de sementes de tomate-cereja. Orientador: Dr.
Divair Christ. 68f. Tese (Doutorado em Engenharia Agricola) — Universidade Estadual do
Oeste do Parand, Cascavel - Parand, 2023.

RESUMO

As folhas de Moringa oleifera sdo compostas de substancias com potencial antioxidante
e antimicrobiano, além de que as folhas ainda apresentam excelentes propriedades
nutricionais. Neste sentido, o presente estudo abordou a otimizacdo do processo de
extragdo-assistida por ultrassom de folhas de M. oleifera e aplica¢cdo dos extratos como
bioestimulante no tratamento de sementes de tomateiro cereja. Dessa forma, o processo
de extracdo otimizado de folhas M. oleifera foi feito em termos de rendimento, teor de
fendlicos e flavonoides e atividade antioxidante, obtendo-se as seguintes condicdes
Otimas de operacdo: concentragdo de etanol de 75% (v/v), temperatura de 54,0 °C, e
amplitude de 78%. Os extratos obtidos na condicdo otimizada apresentaram valores,
respectivamente, para rendimento, DPPH, FRAP, TPC e TFC de 28,48%, 110,20 ygGAE
g?, 1496,36 umol Fe(ll)SE g?, 473,11 ugGAE g*, e 128,39 ugGAE g*. Além de serem
efetivos contra o crescimento micelial patogénico. Os maiores percentuais de inibicao
foram observados em 2,0 mg mL? (50,47 + 2,60%) contra Aspergilus flavus e 5,0 mg mL
1(59,67 *+ 6,20%) contra Penicilium italicum. Os efeitos dessa atividade bioldgica podem
ser explicados pela presenca de compostos como a isoquercitrina e do a-tocoferol, que
possuiem elevada carga antioxidante, e determinados pela andlise de CG-MS. Os
extratos obtidos também foram avaliados como bioestimulante no tratamento de
sementes de tomateiro cereja. Os principais resultados obtidos foram inibig&o inicial da
germinacdo das sementes utilizando os extratos na concntr¢do de 0,5-5,0 mg mL™.
Entretanto, a concentracdo de 2,0 mg mL™* foi considerada eficaz para crescimento de
plantulas até 14 dias, obtendo maiores comprimentos de raizes e partes aéreas em
relag@o ao controle. Os extratos foliares de M. oleifera apresentam compostos bioativos
com atividade biolégica capazes de contribuir para uma melhoria na producéo de mudas
de horticolas e podendo ainda ajudar na prevencao de severidades causadas por fungos
pés-colheita.

PALAVRAS-CHAVE: Métodos emergentes de extracdo, Folhas de Moringa oleifera,
Compostos bioativos, Bioestimulante, Sementes de tomateiro
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Bechlin, Taise Raquel. Recovery of Moringa oleifera leaf extracts by ultrasound and
application to cherry tomato seed treatment. Advisor: Dr. Divair Christ; 68p. Thesis
(Doctorate in Agricultural Engineering) — Western Parana State University, Cascavel -
Parana, 2023.

ABSTRACT

Moringa oleifera leaves are composed of substances with antioxidant and antimicrobial
potential, in addition to the leaves having excellent nutritional properties. In this regard,
the current work focused on the optimization of the M. oleifera leaf extraction procedure
aided by ultrasound and the use of the extracts as a bio-stimulant in the treatment of cherry
tomato seeds. Thus, the optimized extraction process of M. oleifera leaves was carried
out in terms of yield, phenolic, and flavonoid content and antioxidant activity, obtaining the
following optimal operating conditions: ethanol concentration of 75% (v/v), temperature of
54.0 °C, and amplitude of 78%. The extracts obtained in the optimized condition presented
values, yield, DPPH, FRAP, TPC, and TFC of 28.48%, 110.20 ugGAE g, 1496.36 umol
Fe(ll)SE g, 473.11 ygGAE g?, and 128.39 ugGAE g7, respectively. Likewise , it works
well against pathogenic mycelial growth. The maximum percentages of inhibition against
Aspergillus flavus and Penicillium italicum were found at 2.0 mg mL* (50.47 2.60%) and
5.0 mg mL-1 (59.67 6.20%), respectively. The existence of substances like isoquercitrin
and a-tocopherol, which have a high antioxidant load and are identified by GC-MS
analysis, can explain the consequences of this biological activity. The leaf extracts were
further assessed for their potential as a bio-stimulant for the treatment of cherry tomato
seeds. Initial seed germination inhibition employing extracts at a dosage of 0.5-5.0 mg mL"
1 was the main outcome. However, the 2.0 mg mL* dose was found to be helpful for
seedling growth up to 14 days, resulting in longer roots and aerial parts compared to the
control. The M. oleifera leaf extracts include bioactive compounds that have the potential
to boost vegetable seedling formation and may even aid in the prevention of severities
brought on by post-harvest fungus.

Keywords: Emerging extraction technologies, Moringa oleifera leaves, Bioactive
compounds, Bio-stimulant, Tomato seeds
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1. INTRODUCAO

A Moringa oleifera € amplamente utilizada em muitos paises por industrias
quimicas, alimenticias e de biocombustiveis. Entre suas principais caracteristicas
destacam-se os altos valores nutricional e medicinal, como também a presenca de
proteinas coagulantes para tratamento de agua e efluentes. As folhas podem conter de
4,30 a 6,30% de 6leo essencial, constituido principalmente por acido 1,2-benzeno
dicarboxilico e éster mono-2-etil-hexilico (Zhao; Zhang, 2013).

Pesquisas recentes mostraram que os extratos de folhas de M. oleifera tém varias
propriedades biologicas Uteis, incluindo atividades anti-hipertensivas, antifingicas e
antitumorais (Zhao; Zhang, 2013), devido a presenga de grandes quantidades de diferentes
compostos polifendis, principalmente flavonoides (Rocchetti et al., 2019). Por outro lado, a
composicao fitoquimica é influenciada por diversos fatores, como estagio fisiologico da
planta, condi¢cdes pedoclimaticas e origem geografica (Lombardi et al., 2017). Além disso,
0s métodos e condicdes de extracdo em que o material vegetal € submetido podem
também exercer grande influéncia nas propriedades e qualidade dos extratos.

A esse respeito, técnicas emergentes de extracdo mais seguras e ecologicamente
corretas estdo sendo aplicadas em comparagdo com o0s métodos de extracado
convencionais, para serem utilizadas na recuperacdo de compostos bioativos de partes
vegetativas de diversas plantas, como folhas de cravo (Frohlich et al., 2019), raiz de vetiver
(Chrysopogon zizanioides) (Santos et al., 2019) e folhas de jaca (Vazquez-Gonzalez;
Ragazzo-Sanchez; Calderén-Santoyo, 2020). Um dos métodos emergentes de extracao
mais utilizados é a extragdo assistida por ultrassom (EAU), que em um curto intervalo de
operacédo pode recuperar grandes quantidades de compostos organicos. Ela € empregada
especialmente para extracdo de polifendis, carotenoides, aromas e polissacarideos de
matrizes vegetais. As variaveis associadas aos EAU, como poténcia, amplitude, ciclo de
trabalho, temperatura, tempo, tipo de solvente e propor¢do liquido-solido precisam de
controle preciso para uma extracdo ideal. Os efeitos individuais e interativos dessas
variaveis tém sido estudados por diversos pesquisadores na extracdo de compostos
bioativos de produtos vegetais (sementes, frutas, cascas, raizes, folhas, flores etc.)
(Kumar; Srivastav; Sharanagat, 2021). Em relacdo a extragdo de compostos bioativos a
partir de folhas de M. oleifera, os efeitos dos parametros de temperatura de extragao,
amplitude e concentracdo de etanol devem ser mais bem estudados. A utilizacdo de
etanol+agua como solvente pode contribuir, ainda, para um processo mais sustentavel, em
comparacdo aos solventes organicos como éter de petrdleo, hexano e ciclohexano, e

metanol, que séo poluentes.



Recentes estudos sobre a aplicacdo dos extratos foliares de M. oleifera (EFM) para
fins agricolas na melhoraria da germinacdo de sementes, crescimento e rendimento de
culturas agronémicas tém apresentado Otimo desempenho, como no aumento do
crescimento de girassol usando 50% de extrato aquoso (Igbal et al., 2020), melhoria do
crescimento e 0s parametros bioquimicos da moringa cultivada em condi¢bes de baixa
temperatura (Batool; Khan; Basra, 2020) atuou como bioestimulante natural para geranio
(Ali; Hassan; Elgimabi, 2018). Ainda, de acordo com Khan et al. (2022), sementes de arroz
tratadas com EFM obtiveram melhoria na velocidade e propagacdo de plantulas em
condi¢do de estresse hidrico.

No que diz respeito a producdo de sementes e plantas de tomateiros, muitas
variedades ndo sdo tolerantes ou resistentes ao frio e estresse hidrico. Por isso, é
necessario novos estudos com a aplicagéo de extratos bioativos de diferentes plantas que
apresentam potencial para minimizar esse problema. Além disso, a aplicagdo de EFM em
sementes de tomate pode ajudar a reduzir a contaminagdo por fitopatdogenos fungicos,
como Rhizoctonia solani e Fusarium ssp., que causam graves doengas nas plantas (Righini
et al., 2021).

Com base nos estudos mencionados, o trabalho visa avaliar e otimizar o processo
de extracdo de compostos bioativos das folhas de M. oleifera em diferentes temperaturas,
amplitudes e concentracdes de etanol na EAU. O trabalho busca maximizar o rendimento
de compostos fendlicos e atividade antioxidante dos extratos obtidos. bem como estudar o

potencial bioestimulante dos extratos no tratamento de sementes de tomateiro.



2. OBJETIVOS

2.1 0bjetivo geral

Avaliar a otimizacdo do processo de extracdo de compostos bioativos de folhas de
Moringa oleifera utilizando a extracéo-assistida por ultrassom em diferentes condicbes
operacionais. Aplicar os extratos foliares aquosos de M. oleifera no tratamento de

sementes de tomateiro.

2.20bjetivos especificos

e Estudar a cinética de extracdo pelos métodos de agitacdo e ultrassom e obter o
melhor tempo de extracao;

e Avaliar os extratos foliares de Moringa oleifera obtidos por ultrassom e soxhlet
guanto a composicao bioativa (compostos fendlicos e atividade antioxidante);

e Otimizar a extracdo de compostos bioativos de folhas de Moringa oleifera por
ultrassom;

e Determinar os compostos bioativos de presentes nos extratos foliares;

e Avaliar a efetividade dos extratos contra patdégenos;

e Aplicar os extratos obtidos na condi¢ao ideal de ultrassom como tratamento de
sementes de tomateiro;

e Avaliar os efeitos do tratamento de sementes de tomateiro sobre seu potencial

germinativo e crescimento de plantulas;



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Moringa oleifera
3.1.1 Aspectos gerais da Moringa oleifera

M. oleifera € uma planta que data da antiguidade e tem origem na regido ecoldgica
do Indo-Paquistdo (Shahzad et al., 2013); foi usada pelos antigos romanos, gregos e
egipcios para fins alimenticios e cosméticos. Nas Ultimas décadas tem sido amplamente
cultivada em todas as regifes tropicais e subtropicais do mundo (Fahey, 2005), em
particular na Africa Central e do Sul, China, Filipinas, Ceildo, Tailandia, Malasia, Birmania,
Paquistao, Cingapura, ainda na regido Central e América do Sul, como no Brasil (Anwar et
al., 2006).

A descricao taxon6mica inclui reino Plantae, sub-reino Tracheobionta, superdivisdo
Spermatophyta, divisdo Magnoliophyta, classe: Magnoliopsida, subclasse: Dilleniidae,
ordem: Brassicales, familia: Moringaceae, género: Moringa e espécies: oleifera (Fahey,
2005). No total, ainda sé@o conhecidas 13 espécies do género Moringa (Leone et al., 2015),
porém a M. oleifera é a mais utilizada para produgéo e pesquisa.

A arvore se adapta bem entre temperaturas de 19 a 35° C, sob luz solar direta, a
uma altitude de 500 m em solo levemente acido a alcalino (pH 5,0 a 9,0). Além disso, pode
tolerar superaguecimento de até 48 °C, geadas de inverno, altitude e uma ampla gama de

condi¢des do solo (Saini; Sivanesan; Keum, 2016).

3.1.2 Composicédo nutricional das folhas de Moringa oleifera

O uso eficiente dos recursos que as plantas podem oferecer é de grande
importancia para os sistemas industriais e agricolas para uma producéo sustentavel e,
sobretudo, para a melhoria da qualidade dos produtos e subprodutos deles derivados.
Assim, o conhecimento das propriedades fisicas, quimicas, térmicas e nutricionais
determina as principais caracteristicas desses recursos e seus respectivos usos.

As folhas de M. oleifera séo tradicionalmente utilizadas para consumo humano e
animal. No entanto, pesquisas recentes mostraram uma série de outros usos,
especialmente medicinais e farmacologicos. De acordo com Gopalakrishnan et al. (2016),
folhas de M. oleifera tém excelentes propriedades antidiabéticas e anticancer; sua
presenca em alimentos formulados trazem alto valor e qualidade nutricional. Na Tabela 1

€ apresentada a caracterizacdo quimica de suas folhas.



Tabela 1 Principais componentes quimicos presentes nas folhas de Moringa oleifera

Composigdo quimica Quantidade
Proteina (g 100 g%) 285-324
Fibra (g 100 g%) 33.2-38.7
Cinzas (g 100 g1) 6.8-8.2
Carboidratos (g 100 g1) 43-48
Lipidios (g 100 g1) 52-7.72
Mg (mg 100 g?) 200 — 255
Ca (mg 100 g?) 1505 — 1915
P (mg 100 g1 245 — 415

K (mg 100 g?) 1600 — 1705
Fe (mg 100 g%) 11-15

Fonte: Sebola; Mlambo; Mokoboki (2019).

Tem sido relatado que as folhas sdo uma excelente fonte de proteinas, vitaminas,
carotenoides, antioxidantes naturais e diversos minerais (Ca, K, Fe, Mg), o que a torna
adequada para o consumo em paises em desenvolvimento onde a desnutricdo é uma
questdo-chave. As espécies de Moringa contém mais vitamina A do que cenouras, mais
vitamina C do que laranjas, mais ferro do que espinafre, mais potassio do que bananas,
mais célcio do que leite, e o teor de proteinas nas folhas de Moringa sao relatados como
sendo semelhante ao leite (Fahey, 2005). As folhas também contém compostos
antioxidantes como &cido ascérbico, flavonoides como rutina, quercetina, fendlicos e

carotenoides (Ndong et al., 2007).

3.1.3 Composicéo fitoquimica

Caules, folhas, flores e vagens M. oleifera possuem metabdlitos secundarios
bioativos, acidos fendlicos (acido elagico, acido galico, acido ferulico eacido clorogénico),
glicosideos e glucosinolatos que possuem caracteristicas nutricionais e farmacéuticas.
Cada parte da M. oleifera é relatada apresentando um grupo de compostos conhecidos
como os glucosinolatos, isto &, O-etil-4- (a-L-ramnosiloxi) carbamato de benzila, 4-(a-L-
ramnopiranosiloxi) benzilglucosinolato, 4- a-L-ramnosiloxi) benzil isotiocianato. Esses
compostos sdo conhecidos pela atividade hipotensora, quimiopreventiva e antibacteriana
(Akhtar; Ahmad, 1995; Anwar; Bhanger, 2003).

Os compostos fendlicos sdo outro grupo de fitoconstituintes relatados em M.
oleifera. As folhas das plantas apresentam predominio da quercetina e do kaempferol em

suas formas 3-O-glicosidicas (Anwar et al., 2006). Quercetina e kaempferolm exibem



potente atividade antioxidante. A forma 3-O-glicosidica da quercetina € conhecida como
isoquercitrina ou isotrifolina, experimentalmente comprovada por apresentar efeitos
hipotensivos, antidislipidémicos e antidiabéticos em ratos obesos (Rivera et al., 2008). O
acido clorogénico e o acido fendlico sao identificados nas folhas da planta, mostrando a
capacidade de auxiliar no metabolismo da glicose em ratos por meio da inibicdo da
translocase de glicose no figado de ratos (Karthikesan; Pari; Menon, 2010).

3.2 Métodos de extracao

Os componentes bioativos presentes na matriz vegetal podem ser separados por
meio de abordagens combinadas (bioquimicas, quimicas e fisicas) para extracédo seletiva
e modificacdo dos componentes alvos e transformados em produtos alimenticios de maior
valor ou aditivos (Baiano, 2014). Na maioria dos casos, uma extracdo com solvente
apropriado é usada para recuperar as substancias alvo e separa-las da matriz vegetal. Os
Oleos vegetais também podem ser extraidos por prensagem mecéanica, com compostos
volateis por vapor ou hidrodestilagao.

Para aumentar a eficiéncia da extracdo, ela pode ser precedida por varios
processos de pré-tratamento, como moagem, mistura, homogeneizacao, extrusao,
desidratacdo, secagem, entre outros. A hidrélise enzimatica da matriz solida pode facilitar
0 acesso do solvente a matriz vegetal e auxiliar na difusdo das moléculas extraiveis no
solvente. Em alguns casos, o pré-tratamento térmico também pode afetar fortemente a
eficiéncia de extracdo, uma vez que, dependendo da temperatura, enzimas-chave podem
ser ativadas ou inativadas (Galanakis, 2012). A seguir sao descritos o0s principais métodos

de extrag&o entre convencionais e emergentes.

3.2.1 Métodos convencionais de extracao

Hidrodestilacdo: é o método mais simples para extracdo de Oleos essenciais que
teve origem por volta de 980-1037. Nesse método material vegetal fica imerso diretamente
na agua dentro de um frasco que é todo levado a ebulicdo. O dispositivo de extracao inclui
uma fonte de aquecimento sob um vaso no qual € colocado o material vegetal e 4gua. A
configuracdo compreende também um condensador e um decantador para coletar o
condensado e separar 0s 6leos da &agua, respectivamente (Figura 1). O principio da
extracdo é baseado na destilacdo azeotropica. De fato, na pressédo atmosférica e durante
0 processo de extracao (aquecimento), as moléculas de agua e os 6leos essenciais formam
uma mistura heterogénea que atingiu sua temperatura de ebulicdo em um ponto mais baixo
perto de 100 °C, enquanto para os componentes dos 6leos essenciais este ponto € muito

alto.



A mistura 6leo/dgua é entdo destilada simultaneamente como se fossem um Gnico
composto. Isso é referido como co-destilacdo na presenca de vapores de agua como
unidade de solvente. A vantagem da agua é que ela é imiscivel com a maioria das
moléculas terpénicas dos 6leos e, portanto, apds a condensacédo, as moléculas lipidicas
podem ser facilmente separadas da agua por decantagdo simples. A hidrodistillacao pelo

sistema Clevenger é o mais recomendado e reconhecido internacionalmente.

tubo condensador

tubo extrator

cartucha

amostra

sifao

balao de vidro

manta aquecedora

Figura 1 Equipamento Clevenger para hidrodestilag&o.

Extracéo por solventes: Os solventes comumente usados para extragdo sao alcool,
hexano, etanol, éter de petroleo e metanol. A principal vantagem da extracdo em relagéo
a hidrodestilagdo é que uma temperatura mais baixa € usada durante 0 processo,
reduzindo o risco de alteragbes quimicas devido as altas temperaturas, que sdo usadas
durante a destilagcdo (Asbahani et al., 2015). A extragdo por solvente € barata e
relativamente rapida e como as taxas de difusdo sao influenciadas pela temperatura, é
possivel aumentar a velocidade do processo usando outros solventes. Os extratos obtidos
conterdo uma pequena quantidade de solvente e 4gua como residuo e, portanto, devem
ser retirados para obter um produto com maior pureza. Este método € comumente usado
pela industria de perfumes (Rios, 2015).

Prensagem a frio: Este método se refere a qualquer processo fisico durante o qual

as glandulas de 6leo essencial na casca e cuticulas sdo quebradas para que o 6leo seja



liberado. Esse processo resulta na producdo de uma emulsdo aguosa, que posteriormente

€ centrifugada para separar o 6leo essencial (Bousbia et al., 2009).

3.2.2 Métodos emergentes de extracao

Para superar os problemas encontrados na utilizacdo de métodos convencionais e,
principalmente, para reduzir o consumo de energia e impacto negativo no meio ambiente
e no ser humano, diversos processos de extracao alternativos (extracdo assistida por
ultrassom, extracdo assistida por micro-ondas, extracdo com liquido pressurizado, extracao
de fluido supercritico) foram desenvolvidos.

Extracdo assistida por ultrassom (EAU): A extracdo assistida por ultrassom tem
atraido muito interesse nos ultimos anos devido as suas muitas vantagens na recuperagao
de compostos orgéanicos de alto valor de diferentes matrizes em comparagdo com 0s
métodos de extragdo convencionais. Os principais beneficios sdo uma extragdo mais curta
e eficaz, reduzindo assim o consumo de energia. O uso de temperaturas moderadas é
benéfico para compostos sensiveis ao calor.

Ultrassons (US) sdo ondas mecanicas com frequéncias acima das sensiveis ao
ouvido humano (de 20 kHz a 10 MHz). Particularmente na extragéo soélido-liquido assistida
por US, a amostra € imersa no solvente e submetida ao ultrassom com sonda US ou banho
US. Quando as ondas sdo transmitidas através do meio liquido, elas induzem um
deslocamento longitudinal das particulas, enquanto a fonte da onda sonora atua como um
pistdo, resultando em uma sucessédo de fases de compressdo e rarefacdo no meio
(Chemat; Zill-E-Huma; Khan, 2011).

Em comparagdo com os meétodos de extracdo tradicionais, a EAU melhora a
eficiéncia e a taxa de extracdo, reduz a temperatura de extracdo e aumenta as faixas de
selecdo dos solventes (Romanik et al., 2007). Os equipamentos s&o relativamente simples
e baratos em comparagdo com outras técnicas, como a extra¢cdo com fluido supercritico.
Além disso, a EAU é benéfica para materiais botanicos que sdo sensiveis a temperatura.
As outras vantagens do ultrassom sdo a intensificacdo da transferéncia de massa, o
rompimento das células, a melhora da penetracdo do solvente e o efeito capilar (Asbahani
et al., 2015). A apresentacdo esquematica de um extrator por ultrassom € apresentada na

Figura 2.



Figura 2 Representacdo de um equipamento para extracdo por ultrassom, composto por
(A) controlador, (B) conversor, (C) sonda ultrassénica, (D) depdésito do solvente e amostra,
(E) propagacdo das ondas, (F) controlador de temperatura, e (G) analisador.
Fonte: Adaptado de Kadam et al. (2015).

Extracéo assistida por micro-ondas (EAM): A EAM atraiu atenc¢ao significativa para
pesquisas em varias areas, especialmente para plantas medicinais. Apresenta custo de
capital moderado, mecanismo de aquecimento especial e sua boa eficacia sob condi¢cbes
atmosféricas. As micro-ondas consistem em um campo elétrico e um campo magnético
oscilando em uma frequéncia que varia de 0,3 a 300 GHz. As micro-ondas podem entrar
em materiais vegetais e interagir com 0s componentes polares para gerar calor. O principio
do EAM depende da conducéo idnica e da rotag&o dipolar por meio de um efeito direto de
micro-ondas nas moléculas do sistema extraido e também funciona porque apenas
materiais direcionados e seletivos podem ser aguecidos com base em sua constante
dielétrica (Sparr Eskilsson; Bjorklund, 2000).

O EAM pode ser classificada em “sistema fechado” e “sistema aberto” com base na
operagdo acima e abaixo da pressdo atmosférica, respectivamente. EAM padrdo é
comumente empregado em sistemas abertos ou fechados para extrair compostos
termoestaveis. Para extracdo de compostos ativos degradaveis, existem varias técnicas
EAM modificadas que sdo adequadas para a aplicacao. A EAM dinamica é adequada para
extrair compostos degradaveis que requerem multiplos ciclos de extragdo, uma vez que a
técnica funciona em condigdes moderadas e de maneira continua. Esta técnica promove
uma etapa analitica eficiente e rapida, pois pode ser acoplada on-line ao sistema de analise
HPLC. Além disso, para compostos altamente frageis, que preveem altos riscos de
oxidacao e degradacéao térmica, a EAM a vacuo é adequada porque a extracao é feita em
baixa temperatura e sem influéncia das condi¢cdes atmosféricas.

Extracéo por fluido supercritico (EFS): o estado supercritico de fluidos € alcangado
em condicdes bem definidas: pressao critica e temperatura, apresentando como principais

caracteristicas: baixa viscosidade, alta difusividade e densidade proxima a dos liquidos. O
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diéxido de carbono é geralmente o solvente mais usado para a extracdo devido as
seguintes vantagens: (i) ponto critico € facilmente alcancado (baixa pressao critica (72,9
atm) e temperatura (31,2 °C), (i) ndo agressivo para moléculas termossensiveis que
comp8em o material vegetal (Herrero; Cifuentes; Ibafiez, 2006); (iii) € quimicamente inerte
e nao toxico, (iv) ndo inflamavel, (v) disponivel em alta pureza a um custo relativamente
baixo, (vi) facil eliminacdo de seus vestigios do extrato obtido (Pourmortazavi;
Hajimirsadeghi, 2007) e (vii) sua polaridade semelhante ao pentano, o que o torna
adequado para a extracao de compostos lipofilicos. O CO:zatinge o estado supercritico por
meio da alta compresséo e aguecimento, ao entrar em contato com o extrato vegetal a
matéria volatil € carregada, seguido por uma etapa de depressao: o extrato € encaminhado
para um ou mais separadores, em que o CO2 é gradualmente descomprimido (perdendo
assim o seu poder solvente) para separar o extrato obtido a partir do fluido. Pode ser

seguido por uma etapa de recuperacao do solvente (Figura 3).
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Figura 3 Representacdo esquematica do processo de extracao com fluido supercritico.
Fonte: Adaptado de Pereira et al. (2017).

O uso de fluidos supercriticos para a extracao de 6xidos aumentou nas Ultimas duas
décadas. O Unico obstaculo ao seu desenvolvimento é o alto custo dos equipamentos e
das instalacdes (Asbahani et al., 2015). Porém, os custos operacionais do SFE séo
relativamente baixos, justificando seu uso. Além disso, estudos recentes relatam que o
custo da matéria-prima é um fator limitante quando o residuo de SFE n&o é reaproveitado.
Albuquerque e Meireles (2012), em seu trabalho sobre SFE de sementes de urucum,
encontraram o custo da matéria-prima como o mais representativo no Custo de Producao,
podendo chegar a 80% do valor. A maior contribuicdo do custo da matéria prima para o

custo de producédo também foi observada por outros autores (Leal et al., 2010).
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A extracdo € a principal etapa de obtencdo de compostos com alta atividade
bioldgica, a exemplo dos polifendis. Nos Gltimos anos, técnicas de extracao inovadoras tém
sido aplicadas com sucesso, com tempos encurtados, uso reduzido de solventes
organicos, maior recuperacdo dos compostos e um impacto ambiental minimizado em
comparagdo com alguns métodos de extragdo convencionais, como maceracao, extracao
térmica, entre outros (Saini; Keum, 2018). Assim, para que se tenha sucesso durante o
aproveitamento da matéria-prima, a etapa de extragcao € crucial para obter um subproduto
de alta qualidade e com valor agregado, e principalmente com as caracteristicas
adequadas para a sua finalidade.

3.3 Tomaticultura

O tomate (Solanum lycopersicum L., familia Solanaceae) tornou-se, nos ultimos
cinquenta anos, uma das culturas horticolas mais importantes e extensivamente cultivadas
em todo o mundo. Em 2020, mais de 186,2 milhdes de toneladas de tomate foram
produzidas globalmente. A China é o maior produtor de tomate (mais de 64,7 milhdes de
toneladas), seguida pela india, Turquia, Estados Unidos e Egito sdo os maiores produtores
de tomate na Europa (mais de 5,7 milhdes e 4,7 milhdes de toneladas, respectivamente).
Na ultima década entre 2010 e 2020, a producéo global de tomate aumentou em mais de
33 milhGes de toneladas (FAO, 2022). Solanum ¢é provavelmente o0 género
economicamente mais importante presentes em todos o0s continentes temperados e
tropicais e se destaca por sua diversidade morfoldgica e ecolégica (Weese; Bohs, 2007).

Como os tomates apresentam um amplo pacote nutricional, sdo facilmente
cultivados e sdo altamente adaptaveis. As incertezas no fornecimento de alimentos
colocaram esta cultura no escaldo superior para combater os problemas de seguranca
alimentar. Os tomates ndo sédo usados apenas como produtos frescos, mas também em
uma ampla gama de produtos processados, como suco, pasta, po, sopa, molho e
concentrado. Eles sao enriquecidos com nutrientes como B-caroteno, licopeno e vitamina
C, todos conhecidos por seus impactos positivos na saude humana (Bergougnoux, 2014).

O tomate tipo cereja vem apresentando crescente producéo devido principalmente
ao melhoramento genético com desenvolvimento de cultivares hibridas e aprimoramento
em cultivos protegidos. Constitui-se como uma opc¢éo rentavel para produtores de
hortalicas, combinando valor agregado, facilidade de producéo e resisténcia a pragas
(Rocha, et al., 2010). Entretanto, sua exposi¢do continua a novos fatores biéticos, como
patdégenos, podem causar novas emergéncias fitossanitarias (Davino et al., 2020). A cultura

€ susceptivel a mais de 200 doengas causadas por fungos, bactérias, virus e fitoplasma
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durante seu cultivo e manejo pos-colheita em variedades e hibridos existentes (Singh,
2018).

Os frutos do tomate-cereja apresentam tamanho reduzido, com aproximadamente
30 g, de formatos diversos tipicamente arredondados ou alongados, biloculares, dispostos
na planta em cachos, com 8-18 ou mais frutos (Rocha; Peil; Cogo, 2010).
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4. Artigo 1. Extracdo-assistida por ultrassom de compostos bioativos de folhas de

moringa oleifera: otimizacdo dos parametros de extracdo e andlise CG-MS

RESUMO: A Moringa oleifera Lam. € uma planta que possui propriedades biolégicas
promotoras da salde; esses compostos estdo presentes em suas raizes, caules, folhas,
flores e frutos. Este estudo otimizou a extracdo-assistida por ultrassom de compostos
bioativos das folhas de M. oleifera. Trés condicbes operacionais foram otimizadas
separadamente (X1: concentragdo de etanol, Xz: temperatura, e Xz: amplitude) empregando
metodologia de superficie de resposta (RSM). A otimiza¢cdo maximizou a recuperacao dos
rendimentos, atividade antioxidante e compostos fendlicos totais e flavonoides. As
condi¢cBes operacionais ideais previstas foram Xi: 75% (v/v), Xz: 54,0 °C e X3z 78%. As
respostas obtidas experimentalmente monitorados em condi¢des Otimas estiveram dentro
do intervalo de confianga para valores previstos. Assim, extracdo por ultrassom pode

maximizar a recuperag¢do de compostos bioativos em curto intervalo de tempo.

PALAVRAS-CHAVE: Flavonoides, Extratos foliares, Temperatura, Etanol
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4.1 Introducéo

As folhas de Moringa oleifera (FMO) sé&o ricas em fitoquimicos com alta atividade
biol6gica. As suas propriedades em destaque incluem atividade antioxidante (Athira Nair
et al., 2020; Nobossé et al., 2018), antidiabética (Tshabalala et al., 2020), antibacteriana
(Farooq; Koul, 2020), e antifingica (Tesfay et al., 2018; Kubheka et al., 2020). Seu efeito
fungicida foi relatado com eficacia substancial no controle de Alternaria solani (Mvumi et
al., 2017), Alternaria alternativo, Colletotrichum gloeosporioides (Tesfay et al., 2017), e
Aspergillus flavus (Sukmawati et al., 2020). Pesquisas recentes identificaram varios
compostos bioativos presentes nos extratos de FMO, como compostos fendlicos
(Mwamatope et al., 2020) e seu subgrupo flavonoides (Lin et al., 2018; Suresh et al., 2020),
L-ascorbic acid (Ahmed et al., 2016), saponinas, taninos, alcaloides e terpenoides (Oladeji
et al., 2020). Esses metabdlitos primarios e secundarios das plantas sdo promotores da
salude e sdo os principais responsaveis pela atividade biol6gica. Portanto, o estudo de
métodos eficientes e ndo toxicos de extracdo deve ser empregado para que 0S recursos
gue as plantas possuem sejam bem aproveitados.

As técnicas emergentes de extracdo se intensificaram nos ultimos anos e estdo
relacionadas a processos mais eco-sustentaveis, como € o exemplo de extracdo assistida
por micro-ondas (Elez Garofuli¢ et al., 2020; Shang et al., 2020), extracdo assistida por
ultrassound (Cheila et al., 2020; Strieder et al., 2021; Wu et al., 2020), extracao de alta
pressao hidrostatica (Vazquez-Gonzalez et al., 2020) e extracao assistida por enzimas
(Wen et al., 2020); estes tém sido usados com sucesso para extrair e separar COmpostos
bioativos dos materiais vegetais.

A extracdo assistida por ultrassom (EAU) € uma tecnologia emergente de baixo
custo devido a seu baixo consumo de energia, menor tempo de processamento e menor
consumo de solventes organicos (Chemat et al.,, 2017). Os mecanismos nao térmicos
envolvidos no processo de extragdo por ultrassom devem-se ao efeito de cavitacdo
acustica (Vilkhu et al., 2008), o que causa rompimento das estruturas das paredes
celulares e melhora a recuperagédo dos compostos presentes (Menezes Maciel Bindes et
al., 2019). Em relacdo EAU com solventes verdes, algumas informacfes sobre a adigéo
de agua ao etanol, amplitude e temperatura de extragdo devem ser mais bem estudadas
para FMO para avaliar seus efeitos no rendimento de extratos, compostos bioativos e
atividade antifangica.

Assim, este trabalho teve como objetivo otimizar a extracdo-assistida por ultrassom

para recuperacao de composto bioativos a partir das folhas de Moringa oleifera de acordo
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com o rendimento, atividade antioxidante e flavonoides dos extratos obtidos. A modelagem

matematica para a cinética de extracao de polifendis também foi considerada no estudo.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Matéria-prima

As folhas de M. oleifera foram obtidas de pomar localizado em Toledo, PR, colhidas
em dezembro de 2020. As plantas que formavam a cultura estavam com aproximadamente
2 anos, e a folhas foram colhidas ap6s dois meses da poda anterior realizada a 1 m de
altura em relacdo ao solo. As folhas recém-colhidas foram levadas ao laboratério e
selecionadas, em seguidas foram secas em estufa padrdo com conveccgédo de ar quente a
40 °C por 20 h. As folhas secas foram moidas utilizando liquidificador (Modelo, Faet), e em
seguida peneiradas para obter o tamanho padrdo de material triturado de 18-mesh. O
armazenamento foi feito em sacos plasticos a -5 °C até o inicio dos experimentos de

extragao.

4.2.2 Métodos de extragcdo
4.2.2.1 Extracao assistida por ultrassom

As extracOes foram realizadas em um sistema composto por instrumento de
ultrassom (Sonics, VCX 750) a frequéncia fixa de 20 kHz, equipado com sonda de titanio
de 13 mm de didmetro e célula de vidro cilindrica (250 mL) conectada ao banho
termostatico (Quimis, Q214M2), controlando a temperatura de extracao.

O delineamento Box-Behnken de trés niveis com quatro repeticdes no ponto central
foi aplicado para otimizar a concentragédo da solucéo de extragdo (25, 50 e 75% v/v etanol),
X1, temperatura (40, 50 e 60 °C), Xz; e percentual de amplitude (30, 54, e 78% da poténcia
nominal de 750 W), Xs. Foi utilizado volume fixo de solvente de 50 mL e 2 g de amostras,
obtendo a razao sélido/solvente de 1:25. ApoOs cada extracao, a fragdo liquida-solida obtida
foi filtrada em condicdo de vacuo, e o solvente foi removido do extrato a 50 °C utilizando
estufa convectiva. A duragdo do processo de remocdo de solvente foi de 16-24 h até
manutencdo da massa apos trés pesagens consecutivas.

Os experimentos foram conduzidos de forma aleatéria e 0 modelo de regresséo

polinomial de segunda ordem foi ajustado aos dados experimentais, conforme Equacéo 1.

R k k k-1 k Eq_(]_)
Y = ay + Z al-Xi + Z (lil'Xl'Z + Z Z al-inXj + €
i=1 i=1 i=1 j=i+1

em que:
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Y é a variavel dependente;

ao € a constante do modelo;

ai, ai e aj sdo os coeficientes do modelo (termos lineares, quadraticos e de interagéo,
respectivamente);

Xi e Xj sdo os valores das variaveis independentes (temperatura, amplitude e concentracao
de etanol); e

€ é o erro experimental.

Superficies respostas foram gerados a partir dos coeficientes de regressdo das
equacdes polinomiais obtidas pelo modelo de regresséo. As superficies foram usadas para
apresentar a relacdo entre as variaveis respostas (rendimento dos extratos, atividade
antioxidante e compostos fendlicos) e os niveis de cada variavel independente
(temperatura, amplitude e concentracdo de etanol). A significancia estatistica de cada
coeficiente de regressado foi determinada usando o teste t de Student. Os modelos de
regressao polinomial foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA). Além disso, a
gualidade do ajuste dos modelos de regressao polinomial foi verificada estatisticamente

pelo coeficiente de determinacgédo (R?) e o coeficiente de determinacgéo ajustado (R%y).

4.2.2.2 Extracdo assistida por agitacédo

A extracdo assistida por agitacdo (EAA) da FMO em po foi realizada utilizando 5 g
de amostra e 75 mL de solvente a 50% de etanol, misturados em frascos de Erlenmeyer
de 125 mL, seguido de extracdo a 50 °C, 175 rpm em diferentes tempos 30-720 min. ApGs
cada extracao, as fracao liquida-solida obtida foi filtrada em condi¢céo de vacuo, e o solvente
foi removido do extrato a 50 °C utilizando estufa convectiva. A duragdo do processo de

remocao de solvente foi de aproximadamente 24 h.

4.2.3 Cinética de extracdo

O modelo de Peleg foi aplicado neste estudo para comparar o efeito dos parametros
operacionais (reacdo de temperatura, razdo etanol/agua e percentual de amplitude) e
extragdo. As constantes do modelo, a constante de taxa de Peleg (ki) e a constante de
capacidade de Peleg (k2) foram utilizadas para avaliar a cinética de extracdo, bem como a
efetividade do ultrassom na obtencéo dos extratos de FMO.

O modelo de Peleg é uma ferramenta adequada para prever o rendimento maximo

do processo de extracdo de liquido sélido, uma vez que as curvas de extracao, definidas
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em funcdo do tempo, podem ser descritas com uma equacéo nao exponencial de Peleg.
As equacBes matematicas correspondentes sdo expressas da seguinte forma:
t Eq.(2)

C,=C+ ——
P70 ki 4 kot

em que:
Ct é o rendimento extraido a qualguer momento (%);
Ci é rendimento inicial;
t é o tempo de extracao (min);
ki constante de taxa de Peleg (min g g1), relaciona-se com a taxa de extra¢éo no inicio do
processo de extragdo; e
k. € a constante de capacidade de Peleg (g g?), refere-se ao rendimento méaximo de
extragdo durante o processo de extracao.

Considerando que o rendimento inicial da extracdo € zero, entdo a equacao se torna

a seguinte:

_ t Eq. (3)
ket kyt

Ce

As diferengas entre as previses do modelo e as medi¢cdes experimentais foram

calculadas utilizando-se a soma residual de quadrados (RSS) e o coeficiente de correlagéo
(R?).

4.2.4 Composto fendlicos totais (CFT)

O CFT dos extratos foliares foram determinados de acordo com o método Folin-
Ciocalteu descrito por Wang et al. (2009). Os extratos foliares foram avaliados na
concentracdo de 10 mg mL™. A curva padrdo foi preparada com &cido gdlico em
concentracdes de 50-500 pyg mL?:. Os valores de absorbancia foram medidos em
espectrofotbmetro (DR/2010, HACH, Lovalane USA) a 760 nm, e os resultados foram
expressos em ug de equivalentes de acido galico (GAE) por g de amostra em matéria seca

(WgGAE g1). As determinagdes foram realizadas em triplicata.

4.2.5 Atividade antioxidante (AA)

A atividade antioxidante (AA) foi avaliada pelos ensaios de DPPH (2,2-difenil-1-

picril-hidrazil) e reducdo do poder antioxidante férrico (FRAP). O método DPPH foi
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realizado de acordo com os procedimentos descrito por Muller et al. (2011), utilizando
extratos de FMO a 10,0 mg ml. Os valores de absorbancia foram medidos apés 30 min
da mistura de 1 mL da solugdo amostra com 3 mL de solugéo de radical DPPH 0,06 mM
em espectrofotdbmetro (DR/2010, HACH, Lovalane USA) a 515 nm. Os resultados foram
expressos em ug de equivalente de acido gélico (GAE) por g de amostra em matéria seca
(MgGAE g™).

O ensaio FRAP foi realizado conforme descrito por Benzie e Strain (1996),
utilizando uma concentracéo de extrato de 10,0 mg mL™. A solucéo do reagente de trabalho
FRAP foi formada por uma solugdo de tampéo acetato (pH 4,7), 10 mmol de TPTZ
dissolvido em 40 mmol L** HCl e 20 mM FeCI3+6H20, na razao 10:1:1. Um volume 150 uL
dos extratos foram misturados com 1.350 pL de solucdo reagente FRAP recém-preparada
e deixados em repouso em auséncia de luz e em temperatura ambiente por 30 min; em
seguida, a absorbancia da solugéo foi lida a 593 nm. A capacidade dos extratos em reduzir
ions férricos foi obtida por meio de curva de calibracdo padrdo, obtida a partir de cinco
diluicdes de solucdo aquosa de FeSO, na faixa de 100-2000 ug mL2. Os valores de FRAP
foram expressos em umol de equivalente de sulfato ferroso por g de amostra em matéria

seca (umol Fe(ll.)SE g1). Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

4.2.6 Flavonoides

O teor de flavonoides foi quantificado pelo método colorimétrico de tricloreto de
aluminio, de acordo com Qawasmeh et al. (2012) e Shraim et al. (2021). Para isso, foram
utilizados extratos de FMO a 10,0 mg ml* (1 mL), AICI; a 0,1 mol L** (2 mL) e NaAc-HAc
tampédo pH 4,7 (1 mL), os quais foram misturados e mantidos a 40 °C por 10 min. Apés
esse periodo, as medidas de absorbancia foram realizadas em espectrofotbmetro
(DR/2010, HACH, Lovalane USA) a 428 nm. O controle padréo utilizado foi a quercetina
(10-100 pg mL1). O contetdo de flavonoides foi expresso em ug de quercetina equivalente

por g de amostra em matéria seca (UWgQUE g™).

4.2.7 Avaliagdo da atividade antifungica

O efeito antifungico de diferentes extratos contra A. flavus e P. italicum foi realizado
de acordo com (Gonzélez Estrada et al., 2017; Vazquez-Gonzalez et al., 2020). Colbénias
de A. flavus e P. italicum foram previamente pré-cultivadas em agar de dextrose de batata
(PDA) por 7 dias a 28 °C. A avaliagédo foi realizada em discos PDA (6 mm) com micélio,
gue foi assepticamente colocado em meio PDA com extratos em diferentes concentragdes

(05 1, 2, 5 e 10 mg mL%Y). Finalmente, o meio inoculado foi incubado a
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28 °C. O diametro de crescimento foi registrado durante sete dias. Placas Petri com PDA
sem extratos foram usadas como controles. Os resultados foram expressos em percentual

de inibicdo do crescimento micelial.

4.2.8 ldentificacdo de compostos bioativos por CG-MS

Os compostos bioativos em extratos de FMO foram identificados usando
cromatografo a gas acoplado com sistema espectrémetro de massa GCMS-QP2010 SE
(Shimadzu, Japéo) com coluna capilar direta Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym de
espessura de filme). A temperatura do forno da coluna foi inicialmente mantida a 70 °C por
2 min, depois aumentada para 250 °C a 10 °C min? e finalmente aumentada para
300 °C a 10 °C min‘’. O atraso do solvente foi de 3 min, e amostras diluidas de 1 pl foram
injetadas automaticamente usando Autosampler AS3000 (no modo splitless) acoplado ao
GC. Hélio foi usado como géas de arraste com vazdo de 1 mL mint no modo splitless. O
fluxo de gas foi mantido constante durante todo o tempo de andlise. Os compostos
bioativos foram identificados por espectros de massa com os bancos de dados disponiveis
do National Institute Standards and Technology (NIST) 2005 Mass Spectral Library.

4.2.9 Analise estatistica

Os dados nado analisados pela metodologia de superficie resposta (MSR) foram
observados de acordo com um delineamento inteiramente casualizado por andlise de
variancia. A diferenca entre as médias dos tratamentos foi avaliada por teste LSD a 5% de
significancia. Os dados foram processados utilizando o software R-project (versao 4.0.5, R

Development Core Team, Viena, Austria).

4.3 Resultados e Discusséao
4.3.1 Cinética de extracao e rendimentos

O processo de extracdo e os parametros operacionais que afetaram o rendimento
da extragdo por ultrassom (temperatura, concentracdo de etanol e amplitude) foram
modelados utilizando o modelo de Peleg. As constantes do modelo, constante de taxa de
Peleg (ki) e a constante de capacidade de Peleg (k2) foram utilizadas para avaliar a cinética
de extracéao e a eficiéncia do método de extracdo na obtencdo dos extratos FMO.

Os rendimentos obtidos nas extracdes por ultrassom variaram na faixa de 21,33 a
29,88% a 50 °C de temperatura, utilizando 50% de etanol (v/v) e 54% de amplitude para

tempo de extracdes de 1-30 min (Figura 4a). Em comparagédo com o método de extracdo
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assistida por agitacdo (SAE), considerado neste estudo como método de extracao
convencional, apresentou valores de rendimento variando de 21,79 a 27,74% (Figura 4b).
No entanto, o intervalo de tempo de extracdo foi maior (10-1440 min) do que na EAU. Isso
demonstra que EAU é um método mais eficaz para a obtencdo de extratos de FMO,

exigindo tempo de extracdo consideravelmente menor e permitindo melhores resultados.

32
A
30t . =
E
I
~—~ 28 + ,"‘
2 ‘1
g 26} /
£ k)
"é i % Dados observados
o 24} . ----- Modelo de Peleg
o ;
2t
3
20 . . . : . . .
0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo de extragdo (min)
27 r
B
26 + -
k'
; IR
25 R
~_~ -'IV
> ;
S ol ‘
O '
= } I Dados observados
g 23+ = Modelo de Peleg
E E
2= .
=
)
~

0 300 600 900 1200 1500
Tempo de extragdo (min)

Figura 4 (A) Cinética de extragdo para extragédo assistida por ultrassom (50 °C; 50% de
etanol v/v; e 54% de amplitude; e (B) cinética de extracao obtida por extracao por agitacao
em func&o do tempo de extracdo no rendimento dos extratos.

O poder do ultrassom em causar cavitagdo nos tecidos do material vegetal é bem
conhecido, assim como a formacao de microjatos que ajudam a aumentar a liberagcéo de

compostos ligados ao solvente (Ramandi et al., 2017). Portanto, a propor¢cdo de agua
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presente no solvente pode diminuir a viscosidade de reacdo do meio, aumentar a
transferéncia de massa e melhorar a eficiéncia de extracdo. Além de afetar essas
propriedades, a adicdo de agua pode levar a uma mudanca na polaridade do solvente, o
gue pode afetar significativamente sua capacidade de dissolver compostos-alvo. Um maior
nivel de solubilidade no solvente pode ser alcangcado e, assim, impulsionar o processo de
extracao.

A temperatura também afeta a extragdo e os rendimentos dos polifendis devido a
mudancgas na tensdo superficial e viscosidade nos extratos. Prakash Maran et al. (2017)
observaram que os rendimentos de antocianinas, flavonoides e fenélicos dos extratos de
casca de Nephelium lappaceum obtidos pela EAU aumentaram com uso de temperaturas
mais altas. Os resultados mostraram que o aumento da porosidade material, a maior
solvatacao e a transferéncia de massa podem ser 0s principais responsaveis pelo aumento
do rendimento.

Outro fator significativo nos processos ultrassdnicos é a amplitude. A amplitude
pode influenciar o microambiente ultrassdnico, causando erosédo da sonda e reduzindo a
formacéo de cavitagdo (Chemat et al., 2017). Por sua vez, alta amplitude pode causar
agitacdo liquida em vez de cavitagdo, de modo que a amplitude & um fator que deve ser
estudado e otimizado para encontrar um valor adequado para nao prejudicar 0 processo
de extracao.

Os resultados de modelagem experimental e os dados experimentais para cinética
de extracdo sdo apresentados na Tabela 2. Os valores da constante k; para UAE e SAE
foram de 14,38 + 0,12x10° min g gte 79,43 + 5,97x10° min g 9%, respectivamente; isso
indica que a cinética de extracao foi maior no EAA, possivelmente devido ao tempo superior
de extracdo. A constante de capacidade do Peleg (k2) correlacionada inversamente a
extensao de rendimento alcancado, sendo menor para a EAU. O valor da constante k» para
a EAU foi de 33,54 + 0,02x10°2 g, enquanto para SAE foi de 39,69 + 0,11x107 g* (Tabela
2). O menor valor k. indica 0 maior rendimento de extracdo obtido, que, como mencionado
anteriormente, pode ser devido ao fendbmeno de cavitagdo, que tem um efeito positivo no

rendimento do extrato.

Tabela 2 Parametros cinéticos do modelo de Peleg e variaveis estatisticas para
rendimentos de extracdo de diferentes técnicas de extracédo

Método de K1 ko
Extracédo x10® (mingg?') x103(gg?) RSS R2
EAU 14.38 £ 0.12 33.54 + 0.02 4.33 0.981

SAE 79.43 +5.97 39.69 +0.11 5.57 0.911
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A comparacdo entre os métodos de extracdo também foi realizada pelos valores de
compostos fendlico total (TPC) (Figura 5). Além disso, quanto aos objetivos deste trabalho,
os resultados do TPC foram fundamentais para determinar o melhor tempo de extracédo a
ser utilizado na analise de MSR em diferentes condi¢c6es operacionais do UAE. De acordo
com a Figura 5a, o tempo de extracdo que mais recuperou TPC pela EAU foi de 10 minutos
com um valor de 250 ug GAE g*; sendo superior aos valores TPC obtidos pelo método
SAE (60-97 ug GAE g?) utilizando faixa de tempo de 10 a 1440 min (Fig. 2B). A EAU pode
ser usado para recuperar quantidades mais significativas de compostos fendlicos de
extratos de FMO. Portanto, para otimizacdo do processo de EAU foi utilizado para todos

0s ensaios o tempo de extragéo de 10 min.
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Figura 5 Cinética de extracdo de polifenois de folhas de M. oleifera para (A) EAU e (B)
EAA.

4.3.2 Influéncia dos parametros de ultrassom no processo de extracao

Os parametros estudados foram concentracédo de etanol, temperatura e amplitude.
A matriz do planejamento experimental Box-Behnken é apresentada na Tabela 3 com os
valores reais das variaveis independentes concentracdo de etanol (X1), temperatura (Xz) e
amplitude (Xs), e os valores experimentais das respostas (rendimento dos extratos,
atividade antioxidante, compostos fendlicos e flavonoides) obtidos no processo de extracao

por ultrassom ao final de 10 min. E possivel observar que os valores obtidos para cada
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resposta foram dependentes da concentracdo de etanol, temperatura e amplitude, devido

principalmente aos diferentes valores observados.

Tabela 3 Matriz do planejamento Box-Behnken e valores experimentais das variaveis
respostas obtidos dos extratos foliares de M. oleifera obtidas por EAU

Ensaios Conc.de Temperat. Amplit.  Rend. Dpph FRAP TPC TFC
Etanol (°C) (%) (%) (MgGAE (umol (LgGAE (ugGAE

(%) g?) Fe(l)SEg") g g?)

X1 X X3 YR Ybpph YFRAP Ytpc Ytrc
1 25 (-1) 40(-1) 54(0) 26,53 154,32 1344,10 291,68 90,52
2 25(-1) 60(+1) 54(0) 24,00 145,35 1475,79 422,62 93,80
3 75(+1) 40(-1) 54(0) 18,59 149,36 1785,32 515,40 149,73
4 75(+1) 60(+1) 54(0) 24,66 110,36 1600,21 488,05 127,19
5 25(-1) 50(0) 30(-1) 24,21 148,25 1440,24 382,90 99,21
6 25(-1) 50(0) 78(+1) 29,19 117,36 1519,01 441,05 118,68
7 75(+1) 50(0) 30(-1) 25,56 119,63 1588,90 441,32 122,06
8 75(+1) 50(0) 78(+1) 23,07 115,36 1665,65 474,79 118,85
9 50(0) 40(-1) 30(-1) 29,03 106,36 1503,62 309,37 75,23
10 50(0) 40(-1) 78(+1) 21,92 118,50 1621,62 350,52 81,69
11 50(0) 60(+1) 30(-1) 26,67 109,35 1563,25 361,40 98,70
12 50(0) 60(+1) 78(+1) 29,93 105,25 1520,36 336,51 97,31
13 50(0) 50(0) 54(0) 26,85 117,69 1634,55 385,28 96,48
14 50(0) 50(0) 54(0) 28,27 118,25 1618,79 382,22 95,77
15 50(0) 50(0) 54(0) 26,48 120,36 1633,33 384,32 94,91

A combinacdo dos parametros concentracdo de etanol 50%, temperatura 60 °C, e
78% da amplitude permitiu obter rendimento maximo de 29,93% de extratos (Tabela 3).
Em relacdo as demais respostas, com exce¢do da atividade antioxidante pelo método
DPPH, os valores de FRAP, TPC e TFC apresentaram valores maximo nas seguintes
condigbes de operacdo da EAU: concentracdo de etanol 75%, temperatura 40 °C e
amplitude 54%.

As estimativas dos efeitos principais e interagdes entre variaveis independentes do
planejamento experimental Box-Behnken e as variaveis dependentes séo apresentadas na
Figura 6, em que (L) representa o termo linear e (Q) o termo quadratico do modelo. A
analise estatistica foi realizada considerando um intervalo de confianca de 95% (p <0,05).

A Figura 6a apresenta os valores de t-calculado para efeitos significativos (p<0,05)
do rendimento dos extratos, em que € possivel observar que o efeito positivo sinérgico
entre temperatura (X2) e amplitude (Xs) foi mais significativo, aumentando linearmente,
seguidos dos efeitos linear e quadratico da concentracao de etanol (X1). Entretanto, o efeito
linear da concentracdo de etanol apresentou significAncia negativa. Isso indica que a

adicdo de 4gua melhorou o rendimento dos extratos obtidos. O termo positivo quadratico
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de Xy mostra que um nivel minimo de rendimento foi obtido ao adicionar agua ao solvente.
Esses dados mostram que o valor ideal de concentracdo de etanol pode ser encontrado
para se obter o rendimento maximo. Por ultimo, a interagcdo entre concentragéo de etanol
e temperatura também influenciou positivamente no aumento da taxa de extracdo. De
acordo com Kumar et al. (2021), essa tendéncia varidvel pode ser causada pelos
componentes presentes nos extratos serem mais soluvel e difusiveis devido a diminui¢éo
da constante dielétrica do solvente com o aumento da concentragdo de etanol.

Com concentragdo de etanol proxima a 100%, ou etanol extremamente puro, o
tecido da planta fica desidratado e a proteina fica desnaturada, o que reduz o rendimento
em uma concentragdo alta. O efeito positivo do aumento da temperatura com a
concentracdo de etanol, e com a porcentagem de amplitude no rendimento pode ser
atribuido ao aumento na taxa de difusédo devido a reducdo da viscosidade e tenséo
superficial do solvente. O aumento da temperatura, aumenta a propriedade de dessorgéo
e a solubilidade do soluto no solvente, enquanto diminui a viscosidade do préprio solvente,
0 gue leva ao aumento da difusividade do solvente na matriz do tecido.

Resultados semelhantes foram obtidos para as respostas TPC e TFC, em que 0s
efeitos lineares (positivo) e quadréticos (negativo) da concentracéo de etanol foram os que
mais influenciaram nos resultados. Isso sugere que o valor ideal de concentrag&o de etanol
para extragdo maximizada de polifendis esta dentro da faixa de 25-75%. Esse fato pode
ser explicado devido ao aumento da solubilidade e difusividade do composto fendlico
devido a diminuicao da constante dielétrica do solvente com o aumento da concentracao
de etanol. Estes resultados estao de acordo com os observados na extracdo de fendlicos
e antocianinas de cascas de berinjela roxa (Liao et al., 2022) e na extracéo de flavonoides
de caules e folhas de Astragalus membranaceus, em que houve uma diminuicdo da
extracdo de flavonoides quando a concentracédo de etanol era superior a 80% (Cui et al.,
2022).

Outro resultado importante para as respostas de TPC e TFC foi que a interacao
entre concentragdo de etanol e temperatura (X:.X2) tanto para os efeitos lineares e
guadraticos apresentam significancia negativa, ou seja, a combinacao desses dois fatores
diminuiu a concentragdo de compostos fendlicos e flavonoides nos extratos obtidos por
EAU. Uma hipotese é que em altas temperaturas o0 aumento da presséo de vapor do
solvente ocupa a bolha de cavitacdo formada durante o ciclo de rarefacéo, devido ao qual
o gradiente de presséo entre o interior e o exterior da bolha é reduzido. Assim, mesmo que
o numero de bolhas de cavitagdo seja grande em alta temperatura, elas implodem com
menor intensidade, causando menor dano a célula, diminuindo o rendimento (Kumar et al.,
2021).
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4.3.3 Modelo de regressao e analise de variancia

A andlise de variancia (ANOVA, Tabela 4b) mostrou que os modelos polinomiais
quadraticos (Equacgdes 4 a 8) obtidos foram significativos (p<0,05), confirmando que o 0s
modelos possuem capacidade de predizer as respostas por meio de equacdes de
regressao. A precisdo dos modelos e o grau de concordancia entre os valores observado
e estimados foram avaliados com base no coeficiente de determinacéao (R2), coeficiente de
determinacdo ajustado (R4?) e andlise dos residuos. Assim, os altos valores obtidos para
R? (20,986) e Rag? (20,903) indicam que os modelos podem representar adequadamente
os efeitos da concentracdo de etanol, temperatura e amplitude sobre o rendimento,

atividade antioxidante, compostos fendlico e flavonoides dos extratos de FMO.

Tabela 4 Coeficientes de regressao e avaliacdo dos modelos matematicos para
rendimento, DPPH, FRAP, TPC e TFC dos extratos de folhas de M. oleifera obtidos por
ultrassom

Rendimento DPPH  FRAP TFC TPC
A. Coeficientes de regresséao
ao 59,16* 539,39* -4583,16* -3730,04** -697,23*
X1 -0,38* -16,07*  97,41* 67,25** 5,077*
X312 -0,0055* 0,14* -0,11ns -0,087* 0,143*
X> -1,15ns -9,17 s 197,23* 142,66** 35,11*
X2 0,001ns 0,075ns  -1,74* -1,235** -0,38**
X3 -0,32ns 0,79ns 19,54* 10,92** 2,16*
X32 0,001ns -0,02* -0,06* -0,034* -0,007*
X1Xo 0,042* 0,21* -2,97* -2,39** -0,49
X1 X22 -0,0002"s  -0,001"s 0,027* 0,02** 0,007*
X12X5 -0,00008" -0,001* -0,0005" 0,0027* -0,002*
X1X3 -0,01369"  0,083* -0,135"  -0,136* -0,028*
X12X3 0,00010™  -0,001* 0,0013" 0,0013* 0,0002*
XoXa 0,011* -0,017* -0,168*  -0,069* -0,01*

B. Resumo Anova: modelo polinomial quadratico

Regressao 72,63 1976,40* 81566,77* 30182,67* 5658,70
Erro puro 0,89 1,98 76,86 246 1,23
R2 0,986 0,998 0,999 0,999 0,999
Raf 0,903 0,992 0,993 0,999 0,998

s ndo-significativo, * p<0,05, **p<0,001

Yena = 59,16 — 0,38X, — 0,055X2 + 0,042X, X, + 0,11X,X; Eq.(4)
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Ypppy = 539,39 — 16,07X; + 0,14X? — 0,02X2 + 0,21X, X, — 0,001X?X, +  Ea.(5)
+ 0,083X; X5 — 0,001X2X; — 0,017X,X;
Yerap = —4583,16 — 97,41X, + 197,23X, — 1,74X% + 19,54X; — 0,06X3 —  Ea.(6)
—2,97X,X, + 0,027X,X% — 0,168X,X;
Yrpc = —3730,04 + 67,25X; — 0,087X% + 142,66X, — 1,235X7 + 10,92X;  Ea.(7)
—0,034X% — 2,39X, X, + 0,02X, X7 + 0,0027X%X,
— 0,136X,X5 — 0,0013X2X; — 0,069X,X5
Yrpc = —697,23 + 5,077X; + 0,14X? + 35,11X, — 0,38X7 + 2,16X; Eq.(8)
—0,007X% — 0,49X,X, + 0,007X,X2 — 0,002X2X,

— 0,028X, X5 + 0,0002X2X; — 0,0082X,X5

A Figura 7 ilustra o gréafico de residuos normalizados. Dados préximos a linha reta
indicam um efeito aprimorado. Assim, a relacdo linear satisfatoria apresentada neste

experimento indicou a reprodutibilidade aceitavel do método.
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Figura 7 Grafico normal de residuos para as variaveis respostas (A) rendimento, (B) DPPH,
(C) FRAP, (D) TPC e (E) TFC.

Apoés o ajuste dos modelos foi construido os graficos de superficies de contorno
representados pelas Figuras 8 a 10, onde observa-se os efeitos das variaveis
independentes (temperatura, Xi, concentracdo de etanol, X,, e amplitude, X3) e suas
interagbes no rendimento dos extratos. O fator concentragdo de etanol teve um efeito
sinérgico significativo com a temperatura, com efeito positivo. O fator quadratico da
concentracao de etanol, X12, influenciou os resultados de rendimento, com efeito negativo.
Isso significa que as superficies tiveram um formato cdncavo, em que 0s maiores
rendimentos se encontram préximos aos pontos centrais do planejamento para a variavel
concentracao de etanol, e proximo ao nivel superior da variavel temperatura. O impacto
negativo do termo quadratico da concentracdo de solvente pode ser explicado pelo fato de
a adicao de 4gua ao etanol melhorar a taxa de extracdo, devido a afinidade com a agua
dos compostos-chaves presentes nos extratos, como relatado também relatado por
Shehata et al. (2021) e Castafieda-Valbuena et al. (2021). Ademais, os efeitos lineares de

temperatura e amplitude afetaram positivamente o rendimento (Figura 8).
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Figura 8 Superficies de resposta para os rendimentos dos extratos foliares de M. oleifera
obtidos por extragdo-assistida por ultrassom. (A) Temperatura e concentragdo de etanol

com amplitude constante (54%); e (B) Temperatura e amplitude com concentracdo de
etanol constante (50%).

A temperatura e concentracdo do solvente sdo os fatores mais criticos para
recuperacao dos compostos bioativos com capacidade antioxidante. A temperatura pode
acelerar o desencadeamento das reagfes e a concentracdo do solvente determinara a
selecdo das moléculas, contribuindo para a sua seletividade. Foi observado que a
temperatura teve efeito distinto entre os métodos avaliados para atividade antioxidante
(Figura 9); enquanto o aumento da temperatura contribuiu para a atividade antioxidante
pelo método de DPPH, a reducéo da temperatura foi melhor para o método FRAP (Figura
9b).

Como existem varios métodos para analise da atividade antioxidante, sendo que
cada método analise apenas uma pequena parte da atividade antioxidante, a temperatura
pode ter efeito restritivos na extracdo de compostos bioativos, ou seja, baixas temperaturas
extraem compostos mais sensiveis a analise por FRAP, enquanto as altas temperaturas
extraem compostos mais sensiveis ao método DPPH para folhas de M. oleifera. Os
resultados obtidos para analise TPC e TFC (Figura 10) foram semelhantes ao obtidos para
0 método de FRAP.

Em geral, o aumento da concentracdo de etanol de 25-75% e o aumento da
amplitude de 30-80% contribuiram tanto para atividade antioxidante, quanto para a
extracéo de flavonoides. Esse aumento pode estar associado a fatores como intensificacéo
e restricdo reacdes sonoquimicas organicas, polimerizacao e/ou despolimerizacao, ruptura

de ligac@es, intensificacdo de interacéo indesejada de compostos extraidos e producédo de

agentes oxidantes (Martinez et al., 2021). A concentracao de etanol contribui ainda para
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um aumento de difusdo de liquido devido a mistura etanol-agua; o gradiente de tenséo
superficial entre a agua e o etanol favorecerem uma transferéncia de massa localizada

conhecida como efeito Marangoni, devido as diferentes tensdes superficiais dos dois
liquidos (Rojas et al., 2020).
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Figura 9 Superficie de resposta para atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e
FRAP dos extratos foliares de M. oleifera obtidos por extracdo-assistida por ultrassom.
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4.3.4 Otimizacdo do processo

A Figura 11 apresenta os perfis para os valores preditos na otimizacao das variaveis
temperatura, concentracdo de etanol e porcentagem de amplitude. A otimizacdo apresentou
valor de 0,748, e a condicao 6tima, prevista para a extracdo de compostos bioativos com alto
rendimento foi de 75,0% (X1), 54,0 °C (X2) e 78,0% (X3), com valores preditos para o
rendimento DPPH, FRAP, TPC e TFC de 25,44%, 105,21 ugGAE g?, 1591,89 umol Fe(ll)SE
g, 484,23 uygGAE g1, e 124,77 ugGAE g, respectivamente. Para validagdo dos modelos de
cada variavel resposta obtida na otimizacdo extracdo, foram realizadas extracfes (em
triplicata) na condicdo otimizada (CO). Os resultados experimentais e a previsibilidade das
respostas pelos modelos sdo apresentados na Tabela 5. Os valores obtidos para rendimento,
DPPH, FRAP, TPC e TFC de 28,48%, 110,20 ugGAE g?, 1496,36 umol Fe(ll)SE g, 473,11
UgGAE g, e 128,39 ugGAE g?, respectivamente. Isso indica a repetibilidade e alta
capacidade preditiva dos modelos RSM desenvolvidos (p<0,05, considerando-se um intervalo

de confianca = 0,95) para extracdo de compostos bioativos das folhas de M. oleifera.
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Tabela 5 Validacdo dos modelos a partir dos valores estimados para rendimento, atividade
antioxidante (ICso e FRAP) e CFT

Respostas Valores estimados Inter_v alo de Valore_s :
confianca (0,98) Experimentais*
Rendimento (%) 25,44 +4,29 28,48 +2,23
DPPH (LgGAE g%) 105,21 6,39 110,20 +2,01
FRAP (umol Fe(Il)SE g1)  1591,89 + 39,76 1496,36 + 10,58
TPC (MgGAE g*) 484,23 711 473,11 + 8,56
TFC pgGAE g*) 124,77 3,56 128,39 + 7,56

*A validacao foi realizada em condicdes otimizadas em trés repeticdes e os valores experimentais
obtidos foram apresentados como média + desvio padréo.

Esses resultados foram diferentes ao relatados na extracao por ultrassom de FMO
obtidas por Lin et al. (2021), em que encontraram a seguinte condigdo 6tima para aumentar
simultaneamente o conteddo de flavonoides e as atividades antioxidantes: poténcia
ultrassoénica de 188 W, concentracdo de etanol de 52%, relagéo liquido/sélido de 40:1 (mL/g),
a temperatura de 30 °C e o tempo de extragdo de 20 min. A explicagdo pode estar relacionada
com os diferentes parametros de ultrassom analisados, como também das variaveis respostas
utilizadas na formulacdo condicao 6tima. Entretanto, resultados similares foram obtidos por
Prasetyaningrum et al. (2023) na recuperacéo de flavonoides com temperatura de 49,76 °C,
tempo de extracdo de 20,68 min e concentragdo de solvente de 71,16%. Em relacdo a
temperatura mais elevada, como ocorrido nesse estudo, considera-se que uma reducéo da
tensdo superficial do solvente em temperaturas altas seja principal causa para a diminuicdo
da intensidade do colapso da bolha de cavitacdo, diminuindo assim, a transferéncia de massa

do componente a ser extraido (Kumar et al., 2021).

4.3.5 Determinacéo de compostos bioativos por GC-MS

Os resultados revelaram um total de 8 compostos presentes nos extratos de FMO
(Tabela 6). Em geral, as fracdes volateis foram compostas por cetonas (6xido mesitilo e piran-
4-ona) e &cidos organicos (acido quinico, acido palmitico e &cido linoleico), além de
importantes flavonoide e vitamina. Esses resultados séo consistentes com os apresentados
por Rodriguez-Pérez et al. (2016) e Da Silva et al. (2022). Esses resultados mostram que as
FMO apresentam fitoquimicos com elevada atividade biol6gica, principalmente atividade
antioxidante, a exemplo da isoquercitrina e do a-tocoferol, que possuem a maior atividade

antioxidante entre seus isdmeros.
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Tabela 6 Compostos bioativos determinados por cromatografia gasosa-espectrometria de
massa a partir de extratos foliares de Moringa oleifera obtidos por ultrassom em condi¢des
otimizadas

Tempo~de Férmula
Number retencdo Composto

(min) molecular
1 3,410 Oxido de mesitilo CeH100
2 12,775 3-Pinanilamina CioH1oN
3 15,010 Acido quinico C7H1206
4 19,035 Acido palmitico C16H3205
5 20,955 Acido linoleico C1sH3002
6 19.040 a-Tocoferol C29H5002
7 24,510 Isoquercitrina C21H20012
8 34,945 Piran-4-ona CsHsO:

4.3.6 Atividade antifingica dos extratos foliares de Moringa oleifera

A Figura 12 ilustra as porcentagens de inibicdo do crescimento micelial para cada
concentracdo de extrato FMO obtido na condicdo otimizada de extracdo. Os maiores
percentuais de inibicdo foram observados em 2,0 mg/mL (50,47 + 2,60%) contra A. flavus e
5,0 mg/mL (59,67 + 6,20%) contra P. italicum.

Os taninos sdo um tipo de composto fendlico que reduz a degradacdo do H:O..
Quando presentes em quantidades consideraveis, esses compostos podem ser prejudiciais a
muitos patdgenos, pois se tornam espécies altamente reativas de oxigénio (ROS), que
causam danos oxidativos aos patdgenos (Carvalho et al., 2018). Os mecanismos pelos quais
os fendis apresentam propriedades antimicrobianas ainda ndo sao totalmente
compreendidos. No entanto, varios estudos sugerem que esses compostos podem diminuir a
dissociacdo de celulose, pectinas ou hemiceluloses, o que pode perder a ligagdo ou
desativacdo de enzimas ou substratos secretados. Notavelmente, os fendis de maior peso
molecular podem induzir maiores efeitos inibitorios em situacdes especificas, apontando para

um papel potencial de ligacéo a proteinas (Dehghanian et al., 2022).
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Figura 12 Inibi¢cdo do crescimento micelial de (A) A. flavus e (B) P. italicum utilizando extratos
de folhas de M. oleifera obtidos por ultrassom a 75% (solucdo etandlica v/v), 54 °C e 78%
(amplitude). As colunas verticais representam a média de trés repeticdes e as barras verticais
em vermellho corresponde ao desvio-padrdo meédio. Letras diferentes indicam diferencas
significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

Os extratos apresentaram um bom desempenho de inibicédo, o que pode ser atribuido
a presenca de compostos extraidos com polaridade moderada. Vazquez-Gonzalez et al.
(2020) estudaram diferentes fracbes de extrato entre muito polares ou completamente
apolares e descobriram que os extratos com polaridade intermediaria tiveram mais atividade
antifangica contra Penicillium italicum e Colletotrichum gloeosporioides. Por fim, os extratos
das folhas de Moringa oleifera podem servir como um agente protetor no controle de
patdégenos ao longo da cadeia produtiva agricola. Dada a sua composicao rica em fendlicos,

existe um potencial significativo para melhorar a sua utilizacéo e aplicabilidade.

4.4 Conclusao

A extracao por ultrassom pode ser considerada uma técnica adequada para melhoria
dos rendimentos dos extratos com atividade antioxidante. A otimizag&o do processo ocorreu
com as seguintes condi¢cdes operacionais: concentracdo de etanol de 75% (v/v), temperatura

de 54,0 °C e amplitude de 78%. A analise CG-MS revelou que os extratos obtidos consistiam
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em fitoquimicos importantes, como 4cidos organicos e vitamina. Os valores experimentais
para atividade antioxidante e flavonoides nas condicfes Otimas calculadas estiveram em
concordancia com os valores previstos, sugerido pela precisdo preditiva dos modelos
gerados. No geral, a EAU pode ser um método alternativo para recuperacado de compostos

bioativos com menor consumo de solvente e energia.
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5. Artigo 2. Efeito da aplicacdo de extratos foliares de Moringa oleifera como

bioestimulante no tratamento de sementes de tomate-cereja

RESUMO: O tomate apresenta restricbes de cultivo e sensibilidade a variacbes de
temperatura. Além disso, o uso de fertilizantes sintéticos causa sérios danos a saude e ao
meio ambiente. Para resolver esses problemas, o uso de bioestimulantes pode ser promissor
para estimular desenvolvimento vegetativo de varias culturas horticolas de forma econémica
e sustentavel. As folhas de Moringa oleifera, em particular, apresentam compostos
fitohormdnios, aminoacidos e nutrientes que demonstram melhorar significativamente a
germinacdo, o crescimento, o rendimento e a qualidade de varias culturas agricola,
possibilitando ainda eficiéncia em estresses abidticos. O objetivo do estudo foi utilizar os
extratos foliares de Moringa oleifera como tratamento bioestimulante de sementes tomate-
cereja. Os resultados mostraram um efeito inibidor inicial na germinacéo das sementes, porém
um efeito benéfico tardio no crescimento das plantulas foi relatado. A concentracdo de 2,0 mg
mL1 mostrou ser eficaz para o crescimento de raizes e parte aérea quando comparadas ao
controle. Embora a produgéo de varias culturas agricola dependa de fertilizantes sintéticos
para seu cultivo em grande escala, 0 uso de bioestimulantes pode ser uma opg¢ao para 0s

pequenos produtores organicos.

PALAVRAS-CHAVE: Sementes de tomateiro, Potencial fisioldgico, Germinacao, Plantulas
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5.1Introducéo

Atualmente o setor horticola tem enfrentado véarios desafios para manter crescente sua
produtividade e alcancar suas metas globais de demanda. As mudangas climéticas, por
exemplo, causam danos nha estabilidade da producdo (Wheeler; Von Braun, 2013).
InfestacBes por pragas, doencas, salinidade, seca e baixas temperaturas podem afetarainda
mais a producao, o que torna ainda mais dependente de varios insumos quimicos. Entretanto,
a demanda de produtos organicos e sustentavel podem contribuir para novas estratégias de
producao sustentavel de hortifruticultures (Zulfigar et al., 2019; Meena et al., 2020).

A producao organica esta diretamente ligada ao uso de bioestimulantes derivados de
plantas com capacidade para aumentar producdo e qualidade das culturas. Os
bioestimulantes podem acelerar o crescimento das plantas, melhorando os processos
fisiolégicos, como absorcéo de nutrientes, crescimento e tolerancia a estresses abibticos. Seu
uso vem se intensificando em sistemas de producao integrados, contribuindo para uma melhor
sustentabilidade (Zulfigar et al., 2020; Godinez-Mendoza et al., 2023;).

Nos ultimos anos, bioestimulantes estdo sendo aplicados na horticultura para manter
a produtividade, aplicagbes com microalgas (Supraja et al., 2020), extrato de alho (Hayat et
al., 2018) e, mais particularmente, extrato obtido de folhas de moringa (Batool et al., 2020; El-
Serafy; El-Sheshtawy, 2020; Sardar et al., 2021; Admane et al., 2023), tem garantido a
melhoria na promocéo do crescimento, rendimento e atributos de qualidade. A moringa possui
compostos bioativos essenciais, como fitohorménios (auxinas, giberelinas e citocininas),
vitaminas, flavondéis, fendis, esterdis e taninos, além de varios fitoquimicos sédo benéficos ao
cultivo (Arif et al., 2022).

O objetivo do presente estudo foi investigar o potencial estimulante dos extratos
foliares de M. oleifera em diferentes concentragbes em sementes de tomate-cereja. Foram
avaliados germinacao, indice de velocidade de germinacdo, comprimento da parte aérea e

raiz e taxa de crescimento de plantulas.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Sementes de tomate

Foram utilizadas sementes de tomate-cereja (Solanum pimpinellifolium), variedade
Carolina, obtidas no campo experimental do Instituto Federal de Mato Grosso, campus Juina,
em novembro de 2022. Os tomates maduros colhidos foram previamente higienizados e

classificados em relacdo a coloragédo. As sementes foram retiradas dos frutos, embebidas em
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20 ml de solucéo de hipoclorito de sédio a 5% por 10 min lavadas trés vezes com agua
destilada e submetidas a secagem convectiva por 12 h a 35 °C. As sementes classificadas

foram armazenadas a 5 °C em embalagem plastica.

5.2.2 Preparacédo dos extratos foliares

Os extratos foliares de Moringa oleifera (EFMO) foram preparados nas concentracdes
de 0,5, 1, 2 e 5 mg mL*a partir da concentracéo original de 10 mg mL. Os extratos foram
obtidos por extracdo-assistida por ultrassom utilizando emissor de ondas ultrassénicas
(Sonics, VCX 750) na frequéncia fixa de 20 kHz, equipado com sonda de titanio de 13 mm de
didametro e célula de vidro cilindrica (250 mL) conectada ao banho termostatico. As condi¢des
de operacéo foram 75,0% de concentragédo de solvente etanoico, 54,0 °C de temperatura e

78,0% de amplitude. As extragBes foram realizadas em 10 mim de operacao.

5.2.3 Tratamento das sementes

As sementes foram emergidas em quatro diferentes concentracbes de EFMO + 1
controle (somente agua destilada) totalizando 5 tratamentos. O tempo de imersao foi de 1 h
utilizando recipientes plasticos de 50 ml. O experimento foi realizado em quadruplicada,
totalizando 20 unidades experimentais. Apds o processo de tratamento as sementes foram

submetidas a andlises fisioldgicas.

5.2.4 Analises fisiol6gicas

5.2.4.1 Teste de germinacédo

O teste de germinacgéo foi conduzido com sementes tratadas germinadas em papel
para germinacdo. Cada tratamento consistiu por quatro repeticbes divididas em quatro
subamostras de 50 sementes. As sementes foram mantidas em camaras de germinagao por
fotoperiodos de 12 h (claro) /12 h (escuro), a 25 °C (Brasil, 2009).

5.2.4.2 Porcentagem de germinacao
A porcentagem de germinacéo (%G) foi determinada de acordo com as Regras para
Andlise de Sementes (Brasil, 2009), por meio da contagem do numero de sementes
germinadas apds 14 dias, utilizando-se como critério de avaliacao a porcentagem de plantulas
normais. A primeira contagem de germinacgéao foi determinada aos cinco dias apos incubacao.
O indice de velocidade de germinacgéo (IVG) foi calculado de forma complementar e o
critério para considerar uma semente como germinada foi a radicula visivelmente saliente do

tegumento em pelo menos 2 mm de tamanho.
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5.2.4.3 Comprimento da parte aérea e da raiz e massa seca
Os comprimentos foram medidos em plantulas com 14 dias de idade (150 plantulas de
cada tratamento) utilizando régua milimetrada digital. As plantulas foram separadas em parte
aérea ou raizes, e as diversas partes foram acondicionadas em sacos de papel e secas em
estufa de circulacdo forcada de ar a 50 °C até atingirem massa constante e, posteriormente,
pesadas em balanga analitica (0,001 g) para determinacdo do peso seco (Nakagawa, 1999).

5.2.5 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido segundo um delineamento inteiramente casualizado. Os
dados foram submetidos a testes de normalidade e, quando atendiam a esse pressuposto, 0s
dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) (p<0,05). A diferenca entre as
médias dos tratamentos foi avaliada por teste LSD (least significant difference) a 5% de
significancia. Os dados foram processados utilizando o software R-project (versédo 4.0.5, R

Development Core Team, Viena, Austria).

5.3Resultados e discusséo

Os efeitos de extratos de folhas de M. oleifera (EFMO) no tratamento de sementes de
tomate-cereja, foram avaliados quanto a porcentagem de germinacgdo, indice de velocidade
de germinacdo e crescimento da parte aérea e radiculas das plantulas. A reducdo na
germinagdo foi observada em todos os tratamentos com o extrato aquoso quando
comparados ao tratamento controle. Os efeitos benéficos da aplicacdo dos extratos liquidos
foram observados pelo crescimento das plantulas, evidenciando que os EFMO podem
influenciar a fisiologia das sementes de tomate durante a etapa de germinacdo e no

crescimento das plantulas.

5.3.1 Efeitos dos extratos foliares de Moringa oleifera na germinacdo de sementes de

tomateiro

A germinacdo de sementes de tomateiro foi consideravelmente afetada pelos
tratamentos em diferentes concentragcbes de EFMO (Figura 13; Figura 14). Embora a
diferenca dos tratamentos com EFMO em relacdo ao tratamento controle pode ser notada a
partir do segundo dia de germinacao, entre os tratamentos com EFMO essa diferenca foi
verificada a partir do quinto dia (Figura 14). No terceiro dia apés o tratamento com solucao

aquosa a 2,0 mg mL?, observou-se o desenvolvimento da radicula, e no quinto dia a
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germinacdo chegou a 15,8 + 0,2%. Comparando-se ao controle, a germinacao iniciou no
segundo dia, chegando a 26,5 + 0,5% ao quinto dia. No entanto, as sementes tratadas com
solugdo aquosa a 5,0 mg mL™ ndo apresentaram desenvolvimento adequado; nesse caso, a
germinacgdo no quinto dia foi de 7,0 + 0,9% (Figura 13; Figura 14). Nos tratamentos com 0,5 e
1,0 mg mL* de EFMO, a germinagdo apresentou resultados similares, ndo diferenciando-se
estatisticamente entre si (p<0,05), como apresentado na Figura 14.

Observa-se que a germinacao foi retardada nas sementes tratadas com EFMO, como
demostrado na Figura 14b apos 14 dias de germinacdo. Apesar da germinacgao atingir 88% *
0,2 quando tratadas a 2,0 mg mL* do bioestimulante, a germinagdo em amostras controle foi
de 95,5 £ 0,4%. O maior retardo foi observado apos os 14 dias nas sementes tratadas com
5,0 mg mL* do bioestimulante, com 62 + 1,0% de germinacao.

O indice de velocidade de germinacdo (IGV) apresentou efeitos estatisticamente
significativos entre os tratamentos estudados (Figura 14c). Observou-se reducédo de IVG em
sementes tratadas com EFMO de até 56% menor em relagdo as amostras controle. O menor
indice para amostras tratadas com 5,0 mg mL? (18,55 * 0,4 IGV) e o maior indice para
amostras tratas com 2,0 mg mL?1 (31,88 + 0,24 IGV).
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Figura 13 Germinacdo diaria acumulada de sementes de tomate-cereja tratadas com
diferentes concentracdes de extratos foliares de Moringa oleifera. Os pontos sdo as médias
dos valores experimentais e as barras verticais sdo os desvios-padrao.
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Figura 14 Porcentagem de germinacéo de sementes de tomateiro aos 5 dias (A) e 14 dias (B).
indice de velocidade de germinacéo de sementes de tomateiro (C). Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

Os bioestimulantes vegetais vém sendo utilizados para melhoria do crescimento e

produtividade de vérias culturas horticolas. O aumento da disponibilidade de nutrientes pode

ser resultado direto de nutrientes, aminoacidos, peptideos, peptonas ou proteinas presentes
no material vegetal (Lucini et al.,, 2018). Peptideos bioativos, por exemplo, podem

desencadear vias de sinalizagéo envolvendo a biossintese de fitohormdnios, podendo explicar

os efeitos positivos dos bioestimulantes (Elzaawely et al., 2016). As recentes pesquisas com

folhas de M. oleifera para melhor o crescimento vegetativo séo feitas com aplicagdes foliares

utilizando concentracdes de até 5% ou na propor¢éo 1:30 (p:v), utilizando dgua como solvente
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principal (Arif et al., 2022; Zulfigar et al., 2020). Os estudos compreendem ainda as respostas
das plantas em estresse alcalino, hidrico ou nutricional. Assim, as aplicacfes foliares tém
garantido a melhoria de desempenho de vérias culturas como flores (Ahmad et al., 2019),
stevia (Sardar et al., 2021), cartamo (Hafeez et al., 2022), grédo-de-bico (Irshad et al., 2022) e
trigo (Khan et al., 2020). A aplicagéo foliar acelera o crescimento das plantas, da &rea foliar e
retarda a senescéncia, devido a presenca de citocininas nas folhas de M. oleifera (Rady et
al., 2015). Os hormonios promotores de crescimento, como a zeatina presente nas folhas de
M. oleifera, que aumentaram a atividade enzimética, a taxa fotossintética e varios processos
bioquimicos, podem estar relacionadas a melhoria do desempenho dessas culturas (Irshad et
al., 2022).

No caso da germinagdo, o tratamento com extratos foliares de M. oleifera obtiveram
diferentes resultados dependendo da espécie vegetal tratada. Em feijao houve efeito positivo
na germinacdo com aumento de 4% utilizando extratos a 10%, enquanto reduziu a
germinagdo de sementes de amendoim em 4% na mesma concentracdo (Phiri e Mbewe,
2010). Em pimenta, os EFMO nas concentractes de 2 e 4% aumentaram a porcentagem de
germinagdo e o indice de velocidade de germinacdo. Os efeitos promotores fisiolégicos
tiveram relagdo com o aumento das concentracdes dos extratos aplicados. Varios reguladores
vegetais, aminoacidos, fendis e nutrientes minerais que estao presentes nas folhas podem ter
promovido a indugdo da germinacao (Abou EI-Nour et al., 2017).

Os resultados do presente trabalho apresentaram efeito inibitério do uso de EFMO na
germinacdo de sementes de tomateiro. A principal causa pode estar relacionada a alta
concentracdo de compostos bioativos que inibem a atividade de enzimas bioquimicas que
regulam o desenvolvimento do embrido. O endosperma de sementes de tomateiro contém
guantidades de galacto(glico)mananos, e 0 enfraquecimento dessa capa do endosperma por
hidrélise enzimética resulta da atividade de endo-B-mananase, que tem sido geralmente
reconhecida como marcador de germinacédo do tomateiro (Moles et al., 2019). A presenca de
acidos organicos, como acido salicilico, pode estar relacionada a inibicdo da atividade dessa
enzima, que tem sido relatado como importante papel na germinacdo de sementes de
tomateiro. Do mesmo modo, a presenca de acido palmitico, linoleico, ou quinico, que estao

presentes nos EFMO aplicados no tratamento, podem ter contribuido para essa inibi¢éo.

5.3.2 Efeitos dos extratos foliares de Moringa oleifera no crescimento de plantulas

O EFMO aplicado nas concentracdes de 1,0 e 2,0 mg mL* nas sementes de tomateiro
resultou em comprimento médio de parte aérea de 28,55 + 1,17 mm e 27,98 £ 0,52 mm,
respectivamente, ndo apresentando diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05). As

plantas tratadas com o extrato na concentracdo de 5,0 mg mL? apresentaram menores
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comprimentos de plantulas, como valor médio de 16,08 £ 1,0 mm. As folhas das plantulas de
tomateiros tratados com o extrato de 0,5 mg mL* de EFMO apresentaram em média 26,48 +
0,46 mm, enquanto as folhas das plantas controles apresentaram em média 25,89 + 0,27 mm,
ndo diferenciando-se estatisticamente entre si (p<0,05). Os dados mostraram tendéncia
polinomial, refletindo flutuacdo quanto aos ganhos no comprimento aéreo, dentro da faixa
estuda de 0,5 a 5,0 mg mL* (Figura 15a). A aplicacdo do bioestimulante afetou o comprimento
da raiz de forma diferente quando comparado aos resultados do comprimento da parte aérea.
Os menores valores observados foram nas concentragées de 0,5 e 1,0 mg mL*, de 36,41 +
1,80 mm e 38,55 + 1,21 mm, respectivamente. O maior valor observado e diferente dos
demais foi observado utilizando a concentragdo de 2,0 mg mL* atingindo o comprimento de
55,7 = 3,7 mm, superando os resultados das amostras controle (Figura 15b).
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Figura 15 Comprimentos das partes aérea (A) e raiz (B) de plantulas de tomateiro Cereja sob
imersdo em diferentes concentragbes de extratos foliares de Moringa oleifera. Letras
diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

Os resultados deste estudo sdo consistentes com os observados por Ahmed e El-
Mahdy (2022), que relataram que a imerséo de até 20 h em EFMO (1:10 p:v) como agentes
de condicionamento de sementes afetou o comprimento de plantulas de milho. Da mesma
forma, o condicionamento osmético do EFMO promoveu o aumento efetivo do comprimento
da parte aérea; porém, os tratamentos nao apresentaram efeito estatisticamente significativo
sobre o comprimento radicular de plantulas de pimenta (Yuniati et al., 2023). Este efeito
estimulador tardio do EFMO pode estar ligado & multiplicacdo celular no meristema apical da
raiz apds o tratamento. Além disso, condicionamento osmatico com folha de M. oleifera pode

reparar os danos & membrana, reduzir as barreiras fisicas do endosperma, aumentar o
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crescimento do embrido imaturo e lixiviar os inibidores da germinacdo para promover o
crescimento da raiz (Chen et al., 2021).

Esses efeitos benéficos do EFMO podem ser atribuidos & presenca da zeatina, uma
citocinina, substancia promotora do crescimento vegetativo. Ela desempenha um papel
importante para promover a divisdo celular em sistemas de raiz e parte aérea (Azzam et al.,
2022). No presente estudo, os tratamentos em diferentes concentragdes de folhas de M.
oleifera foram capazes de melhorar o processo de crescimento e das caracteristicas de
plantulas de tomateiro. O uso de extratos na concentracdo de 2,0 mg mL* apresentou
resultados ligeiramente superiores.

5.4 Concluséao

O tratamento de imersdo de extratos foliares de Moringa oleifera afetou
significativamente a germinacéo, a velocidade de germinagdo e o crescimento das plantulas
de tomate-cereja. A aplicacao dos extratos foliares de Moringa oleifera mostrou efeito benéfico
tardio sobre o crescimento de plantula e inibiu a germinacdo das sementes. O tratamento a
2,0 mg mL* alcangou resultados superiores entre os tratamentos com extratos foliares,
promovendo o crescimento da parte aérea e raizes de plantulas de tomateiro. E necessario,
porém, estudos mais abrangentes sobre o método de aplicacdo mais adequado para
diferentes culturas, além da concentracdo e da escolha de solventes mais seletivos na

extracdo de compostos bioativos, como os fitohormaonios.
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