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Otimizacao da extrac¢ao assistida por ultrassom das substancias bioativas de

Passiflora cincinnata por meio de metodologias de superficies de resposta

Autor: Ana Beatriz dos Santos Vieira Novaes Infante

Orientador: Bruno Oliveira Moreira

Resumo:

Passiflora cincinnata, espécie nativa do Brasil, ¢ utilizada na medicina popular para o tratamento de
hipertensao, ansiedade e insonia, propriedades atribuidas a sua rica composi¢do em substancias
fendlicas e flavonoides. Neste estudo, foi desenvolvido um método para identificar e quantificar
seis substancias bioativas, incluindo acido galico, acido cafeico, acido clorogénico, acido cumarico,
vitexina e rutina, nas folhas dessa espécie por meio de CLAE-DAD. Para isso, a extracao assistida
por ultrassom (EAU) dessas substincias foi otimizada utilizando metodologias de superficies de
resposta (MSR). Nesse processo de otimizagdo, a propor¢ao ideal de solventes foi encontrada por
meio de planejamento de mistura, utilizando acetona, dgua e etanol. A combinagao de solventes que
maximizou a extracdo foi 41%, 23% e 36%, respectivamente. Também, foi realizado um
planejamento Plackett-Burman (PPB) para identificar as variaveis significativas do processo de
extragdo, seguido pela execu¢cdo de uma Matriz de Doehlert para otimizar essas varidveis. As
varaveis estudadas incluiram o tempo de Extragdo Assistida por Homogeneizag¢do (EAH), a rotagdo
(RPM) da EAH, o tempo de EAU, a temperatura do banho ultrassénico, poténcia e frequéncia do
ultrassom, razao so6lido/liquido e tamanho da particula. O extrato das folhas obtido nas condigdes
Otimas apresentou concentragdes das substincias avaliadas superiores as relatadas na literatura, com
destaque para vitexina e rutina. Além disso, os extratos das folhas, flores, casca, galho e polpa de P.
cincinnata obtidos nas condigdes otimizadas foram avaliados quanto aos teores de fendlicos e
flavonoides totais, bem como para avaliagdo de atividades antioxidante e antimicrobiana in vitro. Os
extratos testados apresentaram altos teores de fendlicos e flavonoides totais em comparagdo com
dados reportados na literatura. A polpa e as folhas exibiram as atividades antioxidante e
antimicrobiana mais pronunciadas. O extrato da polpa apresentou atividade antimicrobiana
moderada contra Streptococcus mutans, representando o primeiro relato da atividade antimicrobiana
de P. cincinnata frente a essa cepa. Esses resultados destacam a eficicia do processo extrativo
otimizado e o potencial biotecnologico de P. cincinnata como fonte de substancias bioativas.
Palavras-chave: Maracuja do mato, flavonoides, planejamento de misturas, planejamento Plackett-

Burman, Matriz de Doehlert, atividade antioxidante, atividade antimicrobiana.



Optimization of Ultrasound-Assisted Extraction of Bioactive Compounds from Passiflora

cincinnata Using Response Surface Methodologies

Author: Ana Beatriz dos Santos Vieira Novaes Infante

Advisor: Bruno Oliveira Moreira

Abstract:

Passiflora cincinnata, a native species of Brazil, is used in traditional medicine to treat
hypertension, anxiety, and insomnia, with properties attributed to its rich composition of phenolic
compounds and flavonoids. In this study, a method was developed to identify and quantify six
bioactive compounds, including gallic acid, caffeic acid, chlorogenic acid, cumaric acid, vitexin,
and rutin, from the leaves of this species using High-Performance Liquid Chromatography with
Diode-Array Detection (HPLC-DAD). Additionally, these compounds' ultrasound-assisted
extraction (UAE) was optimized using response surface methodologies (RSM). A mixture design
was conducted to determine the ideal solvent proportions for extraction, using acetone, water, and
ethanol. The solvent combination that maximized the extraction was 41%, 23%, and 36%,
respectively. A Plackett-Burman design (PBD) was also employed to identify significant variables
in the extraction process, followed by implementing a Doehlert matrix to optimize these variables.
The studied variables included homogenization-assisted extraction (HAE) time, HAE rotational
speed (RPM), UAE time, ultrasonic bath temperature, power and frequency of ultrasound,
solid/liquid ratio, and particle size. The leaf extract obtained under optimal conditions showed
concentrations of the evaluated compounds that were higher than those reported in the literature,
with particular emphasis on vitexin and rutin. Furthermore, the extracts from the leaves, flowers,
bark, branches, and pulp of P. cincinnata, obtained under optimized conditions, were evaluated for
total phenolic and flavonoid contents, as well as antioxidant and antimicrobial activities in vitro.
The tested extracts exhibited high levels of phenolics and flavonoids compared to literature data.
The pulp and leaves exhibited the most pronounced antioxidant and antimicrobial activities. The
pulp extract demonstrated moderate antimicrobial activity against Streptococcus mutans, marking
the first report of P. cincinnata's antimicrobial activity against this strain. These results highlight the
effectiveness of the optimized extraction process and the biotechnological potential of P. cincinnata
as a source of bioactive compounds.

Keywords: passion fruit, flavonoids, mixture design, Plackett-Burman design, Doechlert

matrix, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

O género Passiflora L., pertencente a familia Passifloraceae, possui mais de 580 espécies
identificadas, distribuidas por diversos paises de clima tropical, tendo maior destaque na América
Latina. No Brasil, € possivel encontrar 142 espécies, dentre as quais 82 sdo endémicas, localizadas
principalmente no Cerrado e na Caatinga; na Bahia, sdo encontradas 31 espécies (GOMES et al,
2017). O nome Passiflora advém de “Flor da Paixdo”, dado pelos primeiros exploradores europeus,
devido a semelhanca entre o formato de suas flores e a coroa da paixdo de Cristo. Além de flores
caracteristicas, geralmente de cores chamativas, as espécies também sdo caracterizadas pela
disposi¢ao da planta, encontrada na forma de trepadeira e arbustos, pela presenca de gravinha e pelo
seu fruto, que pode ser encontrado em diversas cores, como amarelo, verde, laranja, vermelho e

roxo (NUNES; QUEIROZ, 2006).

Figura 1 — Flor e folhas de Passiflora cincinnata.

Fonte: Autoria propria.

Devido ao ambiente, essas plantas se tornaram resistentes a situagdes de estresse climatico,
como a falta de 4gua e de nutrientes no solo, e desenvolveram uma grande quantidade de
metabolitos secundarios, com rica atividade antioxidante. Em virtude das suas propriedades
terapéuticas, o género ¢ amplamente empregado na medicina tradicional, tanto em comunidades
urbanas, quanto rurais e indigenas para o tratamento de condigdes como ansiedade, insénia e
hipertensao (RIBEIRO et al.,2020).

Além da medicina popular, a Passiflora também ¢ utilizada na indutstria farmacéutica, tanto
na producdo de fitoterapicos, quanto na composi¢do de diversos cosméticos, devido a sua rica

atividade biologica, que se deve a presenga de nutrientes e metabolitos secundarios, presentes em
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diversas partes da planta, como Ferro, Potassio, Calcio, fibras, alcaloides, flavonoides, compostos
fenolicos, saponinas, Vitaminas A, C e do complexo B (OLIVEIRA et al., 2021).

Estudos recentes t€ém demonstrado que os extratos de espécies de Passiflora apresentam alta
atividade antioxidante (SILVA et al., 2024) e alta concentragdo de compostos fenolicos totais
(SANTANA et al., 2017). Resultados similares foram encontrados por Vo e colaboradores (2023) e
Jebli e colaboradores (2024).

Silva e colaboradores (2024) estudaram o efeito citotoxico do extrato de P edulius em
células cancerigenas, ¢ encontraram alta eficacia na reducao da proliferagdo dessas cé€lulas, sem
agredir células normais. Em estudos feitos com ratos, os extratos da folha do maracuja amarelo
apresentaram atividade antidepressiva, com efeito similar a medicamentos consagrados, como
Fluoxetina e Nortriptilina (AYRES et al., 2017).

A espécie de maracuja mais popular e comercializada no Brasil e no mundo ¢ a Passiflora
edilus, conhecida como maracuja amarelo e utilizada principalmente no preparo de sucos e
sobremesas. O maracuja amarelo, também chamado de maracuja azedo, apresenta um maior
potencial de comercializagdo, enquanto o maracuja do mato (Passiflora cincinnata Mast.) ¢
consumido principalmente na regido semiarida do Nordeste, no bioma da Caatinga, de onde ele ¢
nativo (LAVOR et al., 2018). Apesar de ser menos popular no resto do Brasil, o maracuja do mato ¢
mais resistente a perturbagdes relativas a dgua e ¢ amplamente utilizado pela populagdo local de
forma in natura, para o preparo de sucos, geleias, sobremesas e, mais recentemente, na producao de
cerveja (ALMEIDA et al., 2024). Além disso, ¢ utilizado pela medicina popular no tratamento de
insonia, ansiedade (LEAL et al., 2020) e de inflamagdes (ALMEIDA et al., 2024).

Dentre os principais compostos quimicos dessa espécie, pode-se citar flavonoides,
compostos fenolicos e acidos graxos, tendo sido identificadas substancias como vitexina, orientina,
acido cafeico (LEAL et al., 2020). Santos et al. (2021), identificaram que a P. cincinnata apresenta
maior concentracdo de rutina, acido clorogénico, acido cafeico e acido cumario em comparagao
com P. edulis. Em estudos recentes, tém sido demonstradas as atividades antioxidante (RIBERIRO
et al., 2020; GOMES et al., 2022), antimicrobiana (SIEBRA et al., 2018), antinociceptiva e anti-
inflamatéria (LAVOR et al., 2018).

Autores como Santos et al. (2021) reportaram a polpa e a pectina da casca de Passiflora
cincinnata podem ser utilizadas como fonte de probidticos, fermentados ou ndo. Gomes et al.
(2017) investigaram sua atividade antiglicante e inibitéria de colagenase e elastase, tendo
encontrado resultado similar a padrdes de referéncia para a atividade antiglicante, e efeito protetor

contra estresse oxidativo.

15



A extra¢do de compostos bioativos de plantas ¢ feita, usualmente, por meio de maceracgao,
agitacdo, aquecimento, refluxo e extragdo com soxhlet (FANG et al., 2016). Esse tipo de extracao,
chamada de convencional, além de gastar uma grande quantidade de solventes organicos e de
tempo, também apresenta como desvantagem a baixa eficiéncia da extracdo e alto nivel de polui¢do
(MOREIRA et al, 2020). Extragdes ndo-convencionais de substincias organicas tém sido
desenvolvidas com o intuito de tornar o processo extrativo mais eficiente e ecologico, tais como
extracdo assistida por ultrassom (EAU), extracdo assistida por micro-ondas (EAM) e extragao com
fluido supercritico (EFS). Dentre elas, a EAU merece destaque por ser uma técnica de facil
reproducdo, alta eficiéncia de extracdo, baixo consumo de solvente, de energia e de tempo,
destacando-se como a mais econdmica dentre as técnicas citadas (FANG et al., 2016).

O principal mecanismo de extragdo por ultrassom ¢ cavitagao, processo pelo qual a parede
celular é quebrada por meio das ondas sonoras propagadas no meio. Essas ondas geram bolhas de
cavitacdo que, quando rompidas, empregam sobre a célula energia mecanica e térmica, que
propiciam o rompimento da parede celular e aumentam a superficie de contato so6lido-liquido,
resultando em uma extracao mais eficiente (FANG et al., 2016).

A fim de se obter o melhor rendimento possivel na extracdo, podem ser empregadas
diferentes técnicas de otimizagdo, utilizando ferramentas quimiométricas. Tradicionalmente, os
processos de otimizagdo sdo feitos de forma univariada, isto é, avaliando uma variavel por vez,
enquanto as outras permanecem constantes. Esse tipo de analise possui como desvantagem o alto
numero de experimentos, bem como a dificuldade de avaliar a intera¢do entre os fatores. A fim de
superar essas limitagdes, tém sido utilizadas as andlises multivariadas, que avaliam multiplas
variaveis a0 mesmo tempo por meio de ferramentas matematicas, fazendo com que o processo de
otimizagdo seja mais econdmico, ecologico e que o método tenha maior significancia estatistica
(CANDIOTI et al., 2014).

Dentre os processos de otimizacdo, merece destaque a metodologia de superficie de resposta
(MRS), aplicada por meio de diversos planejamentos experimentais. A MSR ¢ uma técnica de
otimizagcdo multivariada com alta eficiéncia e alto poder de modelagem. Essa técnica combina
planejamentos experimentais, analise de regressdo matematica e métodos de otimizagdo, tendo em
vista descrever de maneira satisfatoria o comportamento observado por meio de um modelo
matematico (BEZERRA et al., 2008). Na MSR existem dois tipos de variaveis: as dependentes, que
sdo as respostas obtidas, e as variaveis independentes, que sdo os fatores avaliados. As variaveis
independentes podem ser analisadas em diversos niveis, ou seja, em diversos valores experimentais

distintos. As variaveis dependentes, ou as respostas, podem ser obtidas de diversas formas, como
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concentracdo de uma substancia bioativa, teor de fenolicos ou flavonoides totais, absorbancia, sinal
analitico etc. (NOVAES et al., 2017).

E possivel classificar as variaveis independentes como variaveis de método, que avaliam
diferentes fatores relacionados ao método de extracdo (exemplo: concentracdo de reagentes, tempo
de extrag¢do, poténcia ou frequéncia empregadas etc.) ou varaveis de mistura, que avaliam a
composicdo da mistura ideal. As varidveis de método podem ser avaliadas por diferentes
planejamentos experimentais, como planejamentos de triagem e de otimizagdo, enquanto as
variaveis de mistura sdo avaliadas por meio do planejamento de mistura (NOVAES et al., 2017).

Dentre os planejamentos que analisam variaveis de método, pode-se citar os planejamentos
fatoriais completo e fracionario, planejamentos Plackett-Burman, composto central, Box-Behnken e
matriz de Doehlert, sendo os trés primeiros utilizados com o objetivo de investigar a influéncia das
variaveis no processo de extracao e suas interagdes, ¢ os demais utilizados para verificar os pontos
otimos do dominio experimental estudado (TARLEY et al., 2009). Os planejamentos de triagem sao
feitos, normalmente, em dois niveis, tendo em vista que seu objetivo ndo ¢ desenvolver
exaustivamente um modelo, apenas identificar os fatores principais, quando existem muitas
variaveis independentes sendo avaliadas (SPADI ez al., 2021).

O planejamento Packett-Burman (PPB) foi desenvolvido por R. L. Plackett and J. P. Burman
em 1946 na Inglaterra, com o objetivo de reduzir o nimero de experimentos para planejamentos de
dois niveis (PLACKETT; BURMAN, 1946). Em um planejamento fatorial completo de dois niveis
e 11 fatores seriam necessarios 2.048 experimentos para analisar os 11 efeitos principais e 55
interacdes de segunda ordem, ja em um planejamento Plackett-Burman ¢ possivel realizar a mesma
analise com apenas 12 experimentos; ele possui uma quantidade total de experimentos multipla de 4
(AHUIJA et al., 2017; PLACKETT, BURMAN, 1946). Por possuir uma menor quantidade de
experimentos, o PPB avalia apenas os efeitos principais, isto €, os efeitos diretos de cada fator, sem
avaliar os efeitos das interacdes de segunda ordem entre os fatores (TARLEY et al., 2009).

Ap6s a identificagdo dos fatores significativos por meio dos planejamentos de triagem, como
o planejamento Plackett-Burman, ¢ feita a otimizacdo desses fatores. No processo de triagem sdo
avaliados apenas dois niveis de cada fator e o ponto central, contudo no processo de otimizagado ¢
possivel avaliar mais de dois niveis. Para avaliar cada fator em diferentes niveis, ¢ possivel utilizar
uma metodologia de superficie de resposta, como a Matriz de Doehlert (MD). Essa metodologia ¢
uma alternativa mais pratica e mais econdmica em relagdo aos planejamentos composto central,
fatorial completo e Box-Behnken, sem perder a qualidade necessaria para o seu uso efetivo. O
numero de experimentos realizados ¢ dado pela equagdo N = k* + k + PC, onde k é o nimero de

variaveis independentes e PC representa as replicatas do ponto central (NOVAES et al., 2017). A
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principal vantagem da MD consiste na possibilidade de estudar cada fator em diferentes niveis, ou
seja, enquanto um fator X pode ser avaliador em trés niveis, o fator Y pode ser avaliado em cinco
ou sete niveis (TARLEY et al., 2009).

A utilizagdo de extracao assistida por ultrassom (EAU) combinada com MSR tem sido
descrita como uma eficiente estratégia para extracdo e analise de substancias bioativas de matrizes
vegetais (MOREIRA et al., 2020). A otimizagdo do processo extrativo ja foi empregada para
espécies de Passiflora em outros estudos. Santana ef al. (2017) otimizaram a extragdo etanolica de
P edulis, com os fatores tempo e temperatura de extragdo e concentracdo de etanol. A EAU foi
otimizada para a polpa (Vo et al., 2024) e casca (Vo et al., 2023) de P. edulis, sendo otimizados os
fatores razao solido/liquido, temperatura de extragdo e poténcia ultrassonica. A MSR foi empregada
na otimizacao das condigdes de extragao dos compostos fenolicos das sementes de P. edulis por Sai-
Ut el al. (2023), com os fatores razdo solido/liquido e tempo e temperatura de extragao.

Dessa forma, este estudo teve como objetivo geral otimizar a extragdo assistida por
ultrassom das substancias bioativas de Passiflora cincinnata por meio de metodologias de
superficies de resposta, e desenvolver uma metologia de identificacao e quantificacao das principais
substancias bioativas por meio de CLAE-DAD. Os objetivos especificos sao quantificar o teor de
fenolicos totais (TPT), teor de flavonoides totais (TFT) e determinar sua atividade bioldgica in
vitro, por meio dos ensaios de atividade antioxante de atividade antimicrobiana. At¢ o momento,
nao foram encontrados na literatura trabalhos sobre a otimizacdo da EAU por meio de MSR de P,

cincinnata, de modo que este ¢ o primeiro relato.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Otimizar a extracdo assistida por ultrassom das substancias bioativas de Passiflora

cincinnata por meio de metodologia de superficie de resposta e determinar sua atividade bioldgica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver um método analitico, utilizando CLAE-DAD, visando a caracterizagcdo quimica
e quantificagdo dos flavonoides presentes no extrato obtido através das condigdes 6timas de
extracao;

e Otimizar os processos de extragdo assistida por ultrassom e extragdo assistida por
homogeneizagao dos flavonoides presentes na Passiflora cincinnata usando MSR;

e Avaliar o teor de fendlicos totais e flavonoides totais nos extratos obtidos através das
condigdes Otimas de extragdo através da MSR e correlacionar com a atividade antioxidante;

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro nos extratos obtidos através das condi¢des otimas de
extra¢do via a MSR;

e Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro nos extratos obtidos através das condi¢oes Otimas

de extracao obtidas.
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3. METODOLOGIA

3.1. PROCEDIMENTOS GERAIS

Os solventes utilizados no preparo de todos os extratos e nas elui¢des cromatograficas eram
de padrao analitico das marcas Quimex, Synth e Impex. Todas as analises cromatograficas foram
operadas por meio do Sistema Shimadzu Prominence (Osaka, Japao) equipado com uma bomba de
mistura quaterndria de baixa pressdao (LC-20AT) e um desgaseificador a vacuo em linha de quatro
canais (DGU-20A5) controlado por um moddulo de interface CBM20A e detector de arranjo de
diodos (DAD, SPD-M20A). Foi utilizada uma coluna Vertical VertiSep GES C18 (4,5x150mm, 5
um).

A 4gua ultrapura utilizada na extragdo foi obtida por meio do sistema Miili-Q ® (Merk
Group, Darmstadt, Alemanha). O reagente Folin-Coicalteu utilizado foi obtido da empresa
Dinamica (Sao Paulo, Brasil). O DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) empregado nos ensaio foi
obtido da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA), bem como os padrdes acido cafeico,
acido clorogénico, 4cido cumadrico, acido galico, rutina e vitexina utilizados na identificacdo
cromatografica.

A extragdo assistida por ultrassom (EAU) e a homogeneizagdo das amostras foram
realizadas usando banho ultrassonico (Elmasonic P, Elma, EUA). Para injecao no CLAE, as

amostras foram centrifugadas (Rotofix 32A, Hettich, Alemanha).

3.2. COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal (folhas, flores, caule e frutos) de Passiflora cincinnata foi coletado no dia
22 de novembro de 2022, na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus de
Vitéria da Conquista (14°55°53,00”S e 40°48°32,20”0). A regido apresenta uma média de

temperatura anual de 21,3 °C e uma pluviosidade média anual de 682,5 mm. Devido a sua altitude

20



de aproximadamente 900 m, o local possui um microclima classificado como Tropical de Altitude
(Lima et al., 2006).

A exsicata foi identificada e depositada no Herbario da Universidade Estadual da Bahia
(HUESBVC) sob o ntimero de registro 9957 e o material foi cadastrado no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o nlimero
A813A64. Apos a coleta, o material vegetal foi submetido a secagem em estufa a 50 °C por 72
horas. Apos a secagem, as diferentes partes da planta (folhas, flores, caule e frutos) foram trituradas
individualmente em um liquidificador até a obtencdo de pds homogéneos, os quais foram
acondicionados em frascos hermeticamente fechados ¢ armazenados em local seco até a realizagao

das analises.

3.3. DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO

O método analitico para identificar e quantificar as substancias bioativas foi desenvolvido
com a Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia (CLAE), por meio do Sistema Shimadzu
Prominence (Osaka, Japao) equipado com uma bomba de mistura quaternaria de baixa pressao (LC-
20AT) e um desgaseificador a vacuo em linha de quatro canais (DGU-20A5) controlado por um
moédulo de interface CBM20A e detector de arranjo de diodos (DAD, SPD-M20A). A andlise
cromatografica foi realizada em uma coluna Vertical VertiSep GES C18 (4,5x150mm, 5 um). A fase
moével utilizada foi composta por Acido Formico 0,9% para a fase aquosa A, e Acetonitrila para a
fase organica B.

A metodologia analitica foi desenvolvida com base nas necessidades do estudo, visando a
separagdo eficiente das substincias de interesse. Utilizou-se uma vazdo de 0,9 mL min™, com o
seguinte perfil de elui¢do em gradiente: 0-20 minutos: 0 a 15% do solvente B; 20-40 minutos: 15 a
19% de B; 40-45 minutos: 19 a 100% de B; e 45-52 minutos: 100% de B. Apds o término do
gradiente, foi incluido um periodo de condicionamento da coluna, reduzindo gradativamente a
concentragdo do solvente B para o ponto inicial, a fim de restaurar as condi¢des ideais de equilibrio
para as proximas inje¢des. A injecdo das amostras foi realizada manualmente, com volume de 20 uL.
por injecdo. Os espectros no UV-visivel foram registrados no intervalo de comprimento de onda de
190 a 400 nm e os perfis cromatograficos foram monitorados em A = 270, 320, 327, 310, 335 ¢ 350
nm, para permitir a quantificacdo das substincias bioativas de interesse: acido galico, acido cafeico,
acido clorogénico, acido cumarico, vitexina e rutina, respectivamente.- Esses comprimentos de onda
foram escolhidos com base nos maximos de absor¢do caracteristicos de cada composto, permitindo

uma analise quantitativa eficiente e precisa.
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O método foi otimizado apds vdarias tentativas experimentais, sendo esta a condi¢do que
proporcionou a melhor resolucdo dos picos correspondentes as substancias de interesse,

assegurando a eficiéncia do processo analitico.

3.4. CURVA ANALITICA E QUANTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS

A quantificagdo das substincias identificadas foi feita por meio a integracdo dos picos de
padrdes comerciais. A concentracdo de cada substancias foi expressa em miligramas por grama. As
curvas analiticas foram construidas com cinco pontos, no entanto, os valores utilizados para cada
curva foram distintos, visto que a concentragdo de cada uma das substincias varia
consideravelmente nas amostras. Essa estratégia foi adotada para garantir a calibragdo adequada
para quantificar cada substancia.

Os experimentos foram conduzidos em triplicata e as inje¢des foram feitas no mesmo dia,

para garantir a precisao dos resultados obtidos e reduzir o numero de erros.

3.5. RESPOSTA MULTIPLA

A otimizagdo realizada nesta pesquisa envolveu diversas substancias quimicas em cada
amostra, resultando em multiplas respostas. Esse tipo de abordagem ¢ chamado de otimizagdo
multivariada, pois varias variaveis sao otimizadas simultanecamente (NOVAES et al., 2016). Para
conduzir as analises de maneira eficiente, foi necessario estabelecer uma Resposta Multipla (RM)
que estivesse em conformidade com os objetivos da otimizagao.

A RM utilizada foi proposta por um grupo de pesquisa brasileiro e tem sido amplamente
aplicada em diversos estudos de otimizacdo multielementar (PORTUGAL et al., 2007). A RM foi
calculada com base na razdo entre a concentragdo de cada substancia presente nas amostras em um
experimento € a maior concentracdo obtida para essa substincia em toda a série de ensaios
experimentais. O valor da normalizagdo varia entre 0 (resposta indesejavel) e 1 (resposta desejavel
ou ideal), sendo que a resposta multipla corresponde a soma dos valores normalizados de cada
substancia para uma amostra especifica.

A equagdo utilizada para o calculo da RM foi:

[Substéancia Al . [ Substancia B] - [ Substéncia n]
| Mdx. SubstdnciaA] [Madx .SubstanciaB] =~~~ |Mdx.Substdncian|

Eq. (1)

22



onde [Substancia A] e [Substancia B] representam as concentra¢des das substancias de interesse
obtidas nos varios experimentos executados, ¢ [Max. Substancia A] e [Max. Substiancia B]
correspondem as maiores concentragdoes obtidas para cada substancia durante todas as analises
multivariadas realizadas.

De acordo com Novaes et al. (2016), a resposta multipla tem sido extensivamente utilizada
em pesquisas de quimiometria, especialmente em estudos que empregam ferramentas de otimizacao
como planejamentos fatorial completo e fracionado, Box-Behnken, composto central, planejamento

de mistura e matrizes de Doehlert.

3.6. IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS BIOATIVAS

As folhas trituradas de P, cincinnata, obtidas conforme descrito no item 2.2, foram utilizadas
para a extrag¢do. 1,8000 g do material vegetal foi submetido ao processo de maceragao com metanol
em temperatura ambiente, sob agitagdo esporadica. O procedimento foi realizado em ciclos de 48
horas, e ao final de cada ciclo, o extrato foi filtrado e o solvente evaporado sob pressdo reduzida,
utilizando um evaporador rotativo. O extrato concentrado foi seco em estufa a 40 °C, resultando no
extrato metanodlico das folhas de P. cincinnata (MFPC), com um rendimento final de 0,2771 g.

Para o preparo da amostra destinada a analise por CLAE-DAD, foram pesados com precisao
0,0030 g do MFPC em microtubos do tipo Eppendorf, aos quais foi adicionado 1,0 mL de metanol
grau HPLC. A solucao foi submetida a sonicagdo por 15 minutos em banho ultrassonico aos 30 °C,
utilizando uma frequéncia de 37 Hz e poténcia de 80 W. Posteriormente, a amostra foi centrifugada
a 4.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi filtrado com algodao e injetado no CLAE.

A identificacdo dos compostos presentes no MFPC foi realizada por meio da comparagado
dos tempos de retengdo e espectros UV-vis com os padroes analiticos dos flavonoides e acidos
fenolicos previamente selecionados. O procedimento foi realizado em trés etapas: (i) injecao da
amostra de MFPC; (ii) injecdo dos padrdes, preparados de acordo com as mesmas condi¢cdes da
amostra; e (iii) co-inje¢do de uma mistura composta por 70% da amostra e 30% do padrdo.
Portanto, a identificagdo foi adicionalmente confirmada pela dopagem da amostra com os padrdes,
resultando no aumento significativo da area dos picos correspondentes.

As substancias bioativas identificadas e posteriormente quantificadas incluiram acido
clorogénico, acido cumdrico, acido gélico, rutina e vitexina, substiancias conhecidas por suas
atividades farmacoldgicas. Esses compostos sdo amplamente reconhecidos por suas propriedades

farmacologicas, incluindo atividades antioxidante, anti-inflamatéria e antinociceptiva (BUFALO, et
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al., 2013; GIRSANG et al., 2021; KARIMI-KHOUZANI et al., 2017; HE et al., 2016; ZHU et al.,
2018; KOVAL’SKII et al., 2014).

3.7. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE PREPARO DE AMOSTRA PARA
INJECAO CLAE-DAD

A fim de maximizar as areas dos picos das substancias bioativas analisadas na amostra, foi
realizada a otimizagdo das condi¢des de preparo da amostra para inje¢do no CLAE. Os parametros
otimizados incluiram: tempo de sonicagdo, tempo de centrifugacdo e o solvente utilizado para o
preparo da solugdo (Tabelas 1, 2 e 3, respectivamente). Todas as andlises foram realizadas em

triplicata e de forma randomizada. A resposta analisada foi RM das substancias de interesse.

Tabela 1 - Avaliagdo do solvente utilizado no preparo da solucao.

Ordem padrio Ordem de execucio Solvente
1 2 ACN!'
2 6 MeOH?
3 1 MeOH:H,0 8:2
4 4 MeOH:H,O 1:1
5 3 MeOH:H,0 2:8
6 5 H,O

Fonte: elaboragdo propria. 'Acetonitrila. “Metanol.

Tabela 2 — Avaliacao do tempo de sonicagao.

Ordem padrao Ordem de execucio Tempo (min)
1 6 2
2 5 5
3 2 10
4 3 15
5 4 20
6 1 30

Fonte: elaboragédo propria.

Tabela 3 — Avaliagdo do tempo de centrifugacao.

Ordem padrao Ordem de execuc¢io Tempo (min)
1 6 5
2 2 10
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3
4 5
5

15
20
30

Fonte: elaboracdo propria.

3.8. PLANEJAMENTO DE MISTURA CENTROIDE SIMPLEX

Com o objetivo de identificar a melhor combinagdo de solventes para o processo de

extragdo, foi feito um planejamento de mistura ternaria, utilizando dgua ultrapura, etanol e acetona

como solventes. Para isso, foi utilizado um planejamento de mistura simplex-centroide para trés

fatores, no qual a soma das propor¢des de cada componente da mistura ¢ igual a 1. Todas os ensaios

foram executados em triplicata, exceto o ponto central (PC), que foi repetido cinco vezes.

Como pode ser visto na Tabela 4, os experimentos 1, 5 e 9 representam os componentes

individuais, enquanto os experimentos 2, 3 e 8 representam as misturas bindrias. O experimento 7 ¢

o PC, e os experimentos 4, 6 ¢ 10 correspondem as misturas ternarias.

Tabela 4 — Matriz do planejamento de misturas simplex-centroide.

Ordem padrao Ordem de execuc¢io Agua Etanol  Acetona
1 3 0,000 0,000 1,000
2 4 0,500 0,500 0,000
3 5 0,500 0,000 0,500
4 7 (PC) 0,333 0,333 0,333
5 2 0,000 1,000 0,000
6 10 0,167 0,167 0,667
7 9 0,167 0,667 0,167
8 6 0,000 0,500 0,500
9 1 1,000 0,000 0,000
10 8 0,667 0,167 0,167
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Para cada experimento, foram pesados cerca de 0,5000 g (£ 0,0005 g) de folhas secas e
trituradas de P. cincinnata, com tamanho de particula de 1,18 mm. A cada amostra foram
adicionados 17,5 mL da mistura solvente de acordo com o delineamento experimental, mantendo
uma razao solido-liquido (L/S) de 35:1. O processo de extra¢do foi realizado utilizando extracao
assistida por ultrassom (EAU) por 30 minutos, com poténcia de 50 W, frequéncia de 37 Hz e
temperatura do banho de 50 °C.

ApOs a extracdo, as amostras foram imediatamente filtradas e o filtrado foi transferido para
uma estufa a 40 °C até completa evaporagdo dos solventes. Os extratos secos foram entdo
armazenados adequadamente para posterior preparo e analise por CLAE-DAD, conforme descrito
no item 3.3. Todas as extracdes foram conduzidas em ordem randomizada para minimizar erros

aleatorios.

3.9. PLANEJAMENTO PLACKETT-BURMAN

O planejamento Plackett-Burman (PPB) foi realizado com o objetivo de identificar as
variaveis significativas do processo de extracdo, sendo analisadas em dois niveis (-1 e +1), além da
analise do ponto central (Tabela 5). As variaveis analisadas foram:

a) Agitacdo durante a extragdo assistida por homogeneizagao (EAH);

b) Tempo de EAH;

c¢) Tempo de EAU;

d) Temperatura do banho no ultrassonico;

e) Poténcia do ultrassom,;

f) Relagao liquido-solido (L/S);

g) Tamanho da particula;

h) Frequéncia do ultrassom.

Tabela 5 — Fatores avaliados no planejamento Plackett-Burman (PPB) para otimiza¢do multivariada
do processo de extracao.

Codigo Fatores Niveis
Ponto Central
Baixo (-) Alto (+)

A Agitacao (RPM) 50 200 125

26



B Tempo EAH 10 30 20

C Tempo EAU (min.) 20 50 35

D Temperatura do banho (°C) 30 60 45

E Poténcia (W) 40 100 70

F Relagdo L/S (mL/g) 20:1 40:1 30:1

G Tamanho da particula (mm) 1,0 1,18 50% de cada
granulometria

H Frequéncia (Hz) 37 80 5 min em cada Hz

O PPB ¢ amplamente utilizado como ferramenta de triagem, por permitir a identificagcdo dos
fatores mais significativos em um processo com um numero reduzido de experimentos. Por ser um
planejamento de resolucdo III, ele ¢ indicado para avaliar os efeitos principais, embora exista a
possibilidade de confundimento entre esses efeitos e interacdes de segunda ordem (interacdes entre
dois fatores). Nesse tipo de planejamento, ¢ possivel analisar N-1 varidveis com N experimentos.
Para ajustar o nimero de variaveis avaliadas, podem ser adicionados fatores ficticios (dummy
factors), os quais nao possuem influéncia no processo, mas sao utilizados para completar a matriz
experimental.

Com base nas variaveis selecionadas e seus respectivos niveis, foi gerada uma matriz
experimental do PBB utilizando o software Design-Expert 13 (Tabela 6). A matriz experimental
resultou em 15 experimentos, sendo os trés ultimos experimentos replicatas do PC. Os demais
experimentos foram realizados em duplicata para estimar o erro experimental dos resultados
obtidos.

Para cada experimento, foram pesados aproximadamente 0,500 g (+ 0,005 g) da amostra de
folhas pulverizadas, com o tamanho de particula definido pela matriz do planejamento (G) (Tabela
5). A extragdo foi realizada utilizando a mistura de solventes otimizada, determinada no PM (item
3.8) e definida pela razdo L/S (F) correspondente ao volume da mistura de solvente utilizado a cada
experimento. Apo6s cinco minutos de contato do material vegetal com a mistura de solventes, a EAH
foi iniciada, seguindo as condig¢des de rotacdo (A) e tempo (B) definidas na matriz experimental.

Apo6s a EAH, o sistema permaneceu em repouso por oito minutos antes de ser submetido a EAU,
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com as condi¢des de tempo (C), temperatura do banho (D), poténcia (E) e frequéncia do ultrassom

(H) definidas pela matriz experimental.

Tabela 6 — Matriz experimental do Planejamento Plackett-Burman (PPB).

Ordem Ordem A B C D E F G H I: J: K:

Padrao execucio Dummyl Dummy2 Dummy3
1 1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1
2 12 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1
3 9 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1
4 10 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1
5 3 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1
6 7 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1
7 11 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1
8 15 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1
9 6 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1
10 14 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1
11 8 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1
12 13 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
13 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Apos a conclusdo de cada processo completo de extracdo, as amostras foram filtradas e o
filtrado foi transferido para uma estufa a 40 °C até a evaporagao completa do solvente. As amostras

secas foram posteriormente armazenadas para analise.
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3.10. PLANEJAMENTO MATRIZ DE DOEHLRET

Com base nos resultados do PPB, foram identificadas as varidveis significativas para o
processo de extracdo, as quais foram estudadas na etapa subsequente de otimizagdo. Para as
variaveis que ndo apresentaram efeito significativo, foram fixados valores apropriados com base
nos resultados do PPB. Esses valores foram fornecidos de forma codificada, sendo convertidos para

valores reais (experimentais) utilizando a formula:

. o
xi=(z’ o ) Bo Eq. (2)
Onde: x; ¢ o valor codificado para o nivel do fator i, Z; é o valor real, Z;" é o valor real no ponto
central, A Zi ¢ a diferenga entre o valor real no ponto central € 0 maior ou mais valor para uma dada
varidvel, e o € o maior valor limite codificado na matriz para cada fator.

A otimizac¢do das variaveis significativas foi realizada por meio de uma Matriz de Doehlert
(MD), que permitiu a utilizagdo de niveis diferentes para cada variavel, conforme a demanda
experimental e a disponibilidade de recursos. O nimero de niveis variou entre trés e sete,
dependendo da variavel. A matriz de Doehlert foi elaborada utilizando o software Design-Expert 13,
conforme os niveis e variaveis apresentados na Tabela 7. A matriz experimental resultante consistiu

em 21 experimentos, realizados em duplicata, exceto o PC, que foi executado em triplicata para

estimar a variabilidade dos dados obtidos, por meio dos erros aleatorios.

Tabela 7 — Varidveis e niveis codificados e valores reais utilizados na Matriz de Doehlert (MD).

Variaveis Niveis (codificados e reais)
A = Poténcia codificado -1,0 -0,5 0 0,5 1,0
(W): 5 niveis experimental 30 40 50 60 70
B= codificado -0,866 | -0,577 | -0,289 0 0,289 | 0,577 | 0,866

Temperatura do | experimental
' 22 26 31 35 39 44 48
banho (7 niveis)

C =Tempo de codificado -0,817 | -0,613 | -0,204 0 0,204 | 0,613 | 0,817
EAH (7 niveis) experimental 10 15 25 30 35 45 50
D = Tamanho codificado -0,791 0 0,791

da particula mm | experimental
. 0,710 0,855* 1,00
(3 niveis)
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* Média das particulas de tamanhos de 0,710 e 1,00 mm.

Para cada experimento, foram pesados aproximadamente 0,5000 g (+ 0,0005 g) da amostra
pulverizada, com o tamanho de particula estabelecido (D), e foi adicionado um volume de 17,5 mL
da mistura de solventes de extracdo otimizada (item 3.8), conforme a relacdo solido/liquido
indicada no PPB. Apos cinco minutos de contato entre o material vegetal e o solvente, o sistema foi
submetido a Extracdo Assistida por Homogeneiza¢do (EAH), com a rotacdo fixada em 182 rpm e o
tempo de extragdo determinado pela MD (C). Apdés a EAH, foi realizada a extragdo assistida por
ultrassom (EAU) por 31 minutos, utilizando uma frequéncia de 37 Hz, poténcia (A) e temperatura
do banho ultrassonico (B) conforme definido pela MD, tabela 8.

Ao término de cada processo de extragdo, as amostras foram filtradas e o solvente extrator
foi evaporado em estufa a 40 °C, até a secagem completa, visando a obtengdo do extrato seco para

posterior analise.

Tabela 8 — Matrizes Doehlert codificada para as quatro variaveis independentes estudadas.

Exp X; =Poténcia X, =Temperaturado X;=Tempode X,=Tamanho da

banho EAH particula
1A -PC 0 0 0 0
IB-PC 0 0 0 0
1C-PC 0 0 0 0
2 1 0 0 0
3 0,5 0,866 0 0
4 0,5 0,289 0,817 0
5 0,5 0,289 0,204 0,791
6 -1 0 0 0
7 -0,5 -0,866 0 0
8 -0,5 -0,289 -0,817 0
9 -0,5 -0,289 -0,204 -0,791
10 0,5 -0,866 0 0
11 0,5 -0,289 -0,817 0
12 0,5 -0,289 -0,204 -0,791
13 -0,5 0,866 0 0
14 0 0,577 -0,817 0
15 0 0,577 -0,204 -0,791
16 -0,5 0,289 0,817 0
17 0 -0,577 0,817 0
18 0 0 0,613 -0,791
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19 -0,5 0,289 0,204 0,791
20 0 -0,577 0,204 0,791
21 0 0 -0,613 0,791

3.11. EXTRACAO NO PONTO CRITICO

Com os resultados da MD, foram identificadas as condi¢des 6timas de extragdo. Para validar
a precisdo do modelo matemdtico gerado, os valores estimados pelo software para a resposta
dependente no PO foram comparados com os valores experimentais obtidos apos a execucao dos
experimentos, onde todas as varidveis independentes foram fixadas nos valores 6timos indicados
pela MD. Este procedimento foi realizado com amostras de diferentes partes da planta, incluindo
folhas (FPO), flores (FrPO), galhos (GPO), casca da fruta (CPO) e polpa (composta pelo fruto e

pelas sementes) (PPO). As extragdes no ponto critico foram feitas em triplicata.

Figura 2 — Casca e polpa de Passiflora cincinnata

Fonte: Autoria propria.

Para cada extracdo, pesou-se 0,500 g (+ 0,005 g) da amostra pulverizada, com tamanho de
particula de 1,00 mm, a qual foi adicionado um volume de 17,5 mL da mistura de solventes de
extracdo. Apos cinco minutos de contato inicial, o sistema foi submetido a EAH com agitacdo a 182
RPM durante 13 minutos. Em seguida, a amostra foi submetida & EAU por 31 minutos, a uma
temperatura de 39 °C, com frequéncia de 37 Hz e poténcia de 40 W.

Ao término de cada processo de extracdo, as amostras foram filtradas e o solvente extrator
foi evaporado em estufa a 40 °C, até a secagem completa, visando a obtencao do extrato seco para

posterior analise.
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Além disso, foram realizadas duas extracdes com as folhas de P. cincinnata para avaliar a
influéncia das ondas ultrassonicas e do aquecimento no processo extrativo. A primeira extracao
(FPOA) seguiu o mesmo procedimento do ponto 6timo, com exce¢ao do banho ultrassonico, que foi
substituido por banho maria durante o mesmo periodo € com a mesma temperatura. A segunda
extracdo (FPOS) ocorreu da mesma maneira, mas no periodo em que a amostra estaria no banho

ultrassonico, ela ficou em descanso em temperatura ambiente, sem nenhuma forma de aquecimento.

3.12. ANALISE ESTATISTICA

A avaliagdo das condigdes de preparo de amostra foi feita de forma univariada, sendo
avaliados os fatores tempo de sonicacdo, tempo de centrifugacdo e composicdo da mistura de
solubilizacdo.

Para avaliacdo da mistura utilizada como solvente extrator, foi feito um planejamento de
mistura centroide simplex. Para a avaliagdo dos fatores significativos e seus respectivos valores,
foram realizados dois planejamentos experimentais: planejamento Plackett-Burman para triagem e
matriz de Doehlert para otimizacdo, sendo avaliadas as seguintes variaveis independentes: tempo de
extragdo assistida por homogeneizagdo (EAH), velocidade de agitagdo de EAH, tempo de extracdo
assistida por ultrassom (EAU), temperatura, poténcia e frequéncia do banho ultrassonico, razao
solido/liquido e tamanho da particula.

As variaveis foram codificadas de acordo com a formula:
_ X, - X,
X;=
A

Eq. (3)

onde x; ¢ o valor codificado da varidvel independente, X; ¢ o valor real da variavel
independente, X, ¢ o valor real da variavel independente no ponto central e A, ¢ a diferenca entre o
maior o menor valor real dessa varidvel. Uma equacao polinomial de segunda ordem foi utilizada
para prever os resultados obtidos. O modelo pode ser aplicado para os resultados obtidos em todos
os planejamentos realizados. A equacdo geral que prevé as condi¢des o6timas ¢ dada pela formula:

k k k-1 k
y:BO+Z;4 ﬁiXi"'Z; BiiXiZ"'Z;Z;BUXin Eq. (4)
i= i= i=1 >

Onde k ¢ o nimero de variaveis, Po, Bi, Pii, Bij sao as estimativas dos coeficientes de regressao
para as interacdes lineares, quadraticas e de interagdo, respectivamente. X; € Xj sdo os niveis das
varidveis independentes nos valores codificados.

A analise estatistica dos resultados a fim de determinar as condig¢des 6timas de extracao foi
feita por meio da andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste Bonferroni post hoc para
comparagdo multipla, utilizando os programas Statistica 10.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA),
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DesignExpert v10 Trial software (State-Ease Inc., Minneapolis, MN, U.S.A.) e ModelGraphs. Os
resultados foram considerados estatisticamente diferentes, com a probabilidade de hipotese nula
ocorrendo em menos de 5% (p < 0,05), com o nivel de confianga de 95%. Os dados foram
expressos como médias + desvio padrao das triplicatas.

A analise estatistica da MSR foi feita por meio dos programas DesignExpert v10 Trial
software (State-Ease Inc., Minneapolis, MN, U.S.A.) e ModelGraphs, sendo utilizadas ANOVA e
analise de superficie de resposta para determinar a significancia estatistica do modelo. O teste F ¢
valores de probabilidade (p< 0,05) foram utilizados para analisar a estatistica de todos os termos. A
adequagdo e ajuste do modelo foram determinados pelo coeficiente de determinagdo (R?),
coeficiente de determinagio ajustado (R?,.«) € coeficiente de varidncia (CV%) para cada modelo.

A fim de confirmar os resultados obtidos, foram realizados experimentos nos pontos 6timos
obtidos, ¢ os valores estimados e experimentais foram comparados para avaliar a acuracia do

modelo matematico.

3.13. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A determinagdo da atividade antioxidante foi feita por meio dos testes de sequestro do
radical livre DPPH, Sistema p-caroteno/acido linolénico e método fosfomolibtado — capacidade
antioxidante total. Para isso, foram utilizadas as amostras folhas (FPO), flores (FrPO), galhos
(GPO), casca (CPO) e polpa (PPO), extraidas no ponto 6timo, e amostras de folhas extraidas no
ponto 6timo determinado pela matriz de Dochlert sem a presenca de ultrassom e com aquecimento

(FPOA) e sem aquecimento (FPOS).

3.13.1. Sequestro de radical livre DPPH

O teste de sequestro do DPPH se baseia na capacidade que a amostra testada tem de
sequestrar o radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e esta baseado na descoloragao
composta pelo radical estavel, de cor violeta, apos a adigdo de substancias que podem ceder um
atomo de hidrogénio (BRAND-WILLIAMS et al.,1995).

Os ensaios foram realizados com os extratos das amostras FPO, FrPO, GPO, CPO, PPO,
FPOA e FPOS nas concentra¢des de 150, 250, 350, 450 e 550 ug-mL™". A solu¢do de DPPH foi
preparada com concentragdo de 40 pg-mL". Foram adicionados nos tubos de ensaio 200 uL de cada
amostra e 1800 pL da solugdo reagente. As absorbancias foram medidas em espectrofotometro a

515 nm apds 30 minutos de incubagao da reagdo ao abrigo da luz.
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Para o preparo do branco, foram utilizados 2000 pL. de metanol, enquanto, para o controle,
foram utilizados 200 puL de metanol e 1800 uL de DPPH. Além disso, foram preparadas curvas de
calibragdo de quercetina e acido ascorbico, nas concentragdes de 10, 20, 30, 40 ¢ 50 pg-mL™". Os
resultados foram expressos como CEs, que representa a quantidade de antioxidante necessario para
reduzir a concentracgao inicial de DPPH em 50%.

A porcentagem de redugo do radical livre (% redugcdo DPPH) foi calculada pela férmula:

AC—AA(

% reducdo DPPH = x100%) Eq. (5)

onde AC ¢ a absorbancia final do controle e AA € a absorbancia final da amostra.

Os resultados foram expressos como CEs, que representa a quantidade de antioxidante

necessario para reduzir a concentragdo inicial de DPPH em 50%. CEsg foi calculada com base na

regressao linear, onde o eixo das abcissas representa a concentragao da amostra ou do controle em

ng mL™ e o eixo das ordenadas representa a porcentagem de reducdo de DPPH.

3.13.2. Sistema p-Caroteno/Acido Linoleico

Para a avaliacdo da atividade antioxidante por meio do sistema B-caroteno/acido linolénico,
foi preparada uma solu¢do de 20 mg de P-caroteno em 1 mL de cloroféormio. Essa solucdo foi
transferida para um baldo contendo 85,6 mg de acido linolénico e 403 mg de emulsificador Twen
80. O CH;(Cl foi eliminado da mistura por rota evaporacao e, em seguida, foram adicionados 200
mL de agua destilada ao baldo, que foi agitado vigorosamente por 2 minutos.

As amostras FPO, GPO, CPO, PPO, FPOA e FPOS bem como os padrdes acido ascorbico e
quercetina foram analisados nas concentragdes de 100, 200, 300, 400 e 500 pg-mL"; a amostra
FrPO foi analisada nas concentragdes de 200, 200, 400, 500 ¢ 600 pg-mL".

Para a realizacdo do teste, foram adicionados 300 pL de cada amostra ou padrao e 2700 puL.
da solugdo reagente. O branco foi preparado com 3000 puL de metanol e, o controle, com 300 pL de
metanol e 2700 puL da solugdo reagente. A leitura foi feita em espectrofotometro a 470 nm,
imediatamente apos a mistura das solugdes e apos 30 e 60 minutos de incubagdo da reacdo em
banho maria e ao abrigo da luz.

A atividade antioxidante (AA) foi calculada de acordo com a seguinte equacao:

AA:( TD.-TD,

100
D, )X Eq. (6)
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onde TDc ¢ a taxa de degradacdo do controle (TDc = In(a/b)/60) e TD4s ¢ a taxa de
degradacao da amostra (TDa = In(a/b)/60), a ¢ a absorbancia no tempo 0, ¢ b ¢ a absorbancia no
tempo de 30 ou 60 minutos. A CEsg foi calculada com base na regressdo linear, onde a abcissa

~ -1
representa a concentragdo da amostra ou do controle em pg mL™ e a ordenada representa a

porcentagem de atividade antioxidante (AHN et al., 2007).

3.13.3. Método fosfomolibtato — Capacidade antioxidante total

A solu¢do reagente foi preparada com H,SO4 na concentragdo de 0,6 mol-L™", fosfato de
sodio 28 mmol-L"! e molibdato de amdnio 4 mmol-L". As amostras FPO, FrPO, GPO, CPO, PPO,
FPOA e FPOS foram analisadas nas concentra¢des de 100, 200, 300, 400 e 500 pg-mL™", ¢ o padrdo
quercetina foi analisado nas concentrag¢des de 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 € 400 pg-mL™".

Foram adicionados aos tubos de ensaio 250 puL de cada amostra ou padrao e 2500 uL da
solucdo reagente. A leitura foi feita em espectrofotometro a 765 nm, apds 90 minutos de incubacao
em banho maria a 95° C.

A capacidade antioxidante total (CA%) foi calculada de acordo com a equagao:

Ab controle Ab
CA%=
Ab controle

amostra X 100 Eq (7)

onde CA ¢ a capacidade antioxidante total, Abconrol € @ absorbancia do controle € Abamosta € @

absorbancia da amostra (JAN et al., 2013).

3.14. DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS (TPT)

A determinacdo de fendlicos totais nos extratos foi feita por meio do método de Folin-
Ciocalteu com algumas alteragdes (SOUZA et al., 2017). Para isso, adicionou-se em um tubo de
ensaio 100 pL dos extratos metanolicos das amostras FPO, FPOA, FPOS, PPO, FPO, GPO e CPO,
500 pL do reagente Folin-Ciocalteu 10% e 5 mL de agua ultrapura. O tubo foi agitado por 1 minuto
e, apos isso, adicionou-se 2 mL de Na,COs; 15%. A mistura foi transferida para um baldo
volumétrico de 10 mL, que foi completado com agua ultrapura. Apos 60 minutos de incubagdo ao
abrigo da luz, as amostras foram lidas em um espectrofotometro a 760 nm.

O TPT foi calculado a partir de uma curva de calibracao feita com acido galico nas
concentragdes de 50, 75, 100, 125 e 150 pg'mL™". Os resultados foram expressos em miligramas

equivalentes de 4cido gélico por grama de extrato (mg GAE -g™").
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3.15. DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS (TFT)

O teor de flavonoides nos extratos FPO, FPOA, FPOS, PPO, FPO, GPO e CPO foi
determinado por ensaio colorimétrico de aluminio (PHUYAL ef al., 2020). Para isso, adicionou-se 4
mL de 4gua destilada em um tubo Falcon, 1 mL de cada amostra analisada na concentragdo de 400
pugmL™ e 300 pL de NaNO, 5% (m/v). A mistura foi submetida ao vortex por 2 minutos e, apds
isso, adicionou-se 300 puL de AICIl;, sendo novamente submetida ao vortex por 3 minutos. Em
seguida, adicionou-se 2 mL de NaOH 1 mol-L", e o tubo foi agitado por 1 minuto no vortex. Por
fim, a mistura foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL e avolumada com dgua destilada.
A leitura foi realizada a 510 nm.

O TFT foi calculado a partir de uma curva de calibragdo feita com quercetina nas
concentragdes de 150, 300, 450, 600 ¢ 750 ug'mL". O conteudo total de flavonoides foi expresso

em equivalentes de quercertina usando a equacdo linear da curva de calibracao.

3.16. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para determinagdao da atividade antimicrobiana, foram determinadas a Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) e a Concentragao Bactericida Minima (CBM) com diferentes partes de P.
cincinnata, incluindo folhas (FPO), flores (FrPO), galhos (GPO), casca (CPO) e polpa (PPO), todos
extraidos no ponto 6timo, e amostras de folhas extraidas no ponto 6timo determinado pela matriz de
Doehlert sem a presenca de ultrassom e com aquecimento (FPOA) e sem aquecimento (FPOS).

Os micro-organismos utilizados no estudo foram as cepas padrao resistente Staphylococcus
aureus ATCC 43300 INCQS 00306 (resistente a oxacilina) e isolados clinicos de S. aureus 16A,
112, 92 e 29, coletadas de dois hospitais publicos da cidade de Vitoria da Conquista — Bahia e cepas
de Streptococcus mutans ATCC 700610 e Streptococcus sobrinus 6715, provenientes do
Departamento de Farmacologia, Anestesiologia e Terapéutica da Faculdade de Odontologia, da
Universidade de Campinas, Piracicaba, Sdo Paulo (UNICAMP) e cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175, concedias pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satude (INCQS) —
Fundagao Oswaldo Cruz (FioCruz) — Rio de Janeiro.

As cepas S. aureus foram descongeladas (-80°C), incubadas durante 24 hotas a 37° C em
caldo BHI, enquanto que as cepas S. mutans e S. sobrinus foram descongeladas (-80° C), incubadas

durante 24 horas, a 37°C e 5% de CO, em caldo BHI com 1% glicose (CAMPOS et al.,2012).
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3.16.1 Determinacido da Concentracio Inibitoria Minima (CIM)

A CIM foi determinada por meio da técnica de microdiluigdo em microplacas de 96 pogos.
Os inoculos de S. mutans ATCC 700610, S. mutans ATCC 25175 e S. sobrinus 6715 foram
realizados com uma concentragdo bacteriana final em torno de 1-2 x 10* CFU/mL (escala de 0,5
McFarland). Em seguida, o inéculo foi diluido em meio caldo de infusdo de coragdo-cérebro (BHI)
(Kasvi®) na propor¢do de 1:1000. Foram adicionados em cada pogo das microplacas 190 pL do
meio com indculo (concentragdo final 1-2 x 10° CFU/mL) e 10 pL de cada amostra analisada, com
as concentragdes finais variando de 1000 a 31,25 pg/mL com dilui¢do seriada em razdo de 2. Os
extratos foram preparados a partir da dilui¢dao de 0,08 g do extrato em 4 mL de etanol P.A. As placas
contendo S. mutans ATCC 700610, S. mutans ATCC 25175 e S. sobrinus 6715 foram incubadas a
37 °C e 5% de CO, durante 24 horas; ja as placas com Staphylococcus aureus ATCC 43300 INCQS
00306 e isolados clinicos de S. aureus 16A, 112, 92 e 29 foram encubadas em estufa a 37 °C
durante 24 horas, sem a presen¢a de CO, (RODRIGUES et al., 2020).

Apos o periodo de incubagdo, a avaliacdo do crescimento bacteriano foi feita visualmente,
por meio da observagdo da turvacdo do meio e/ou da presenga de colonias no fundo dos pocos. Nos
pogos onde ndo foi observado crescimento visual, adicionou-se 20uL do corante resazurina
(Sigma®©). A resazurina a 0,01%, ¢ um indicador de oxirredugao, de coloracao azul e sofre oxidacao
na presenca de células viaveis a resofurina, substancia de coloragao roseo-avermelhada. Apds 20
minutos de incubacdo com resazurina a presenga de cor azul indica auséncia de crescimento e, a cor
rosa, presenga de crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002). Foi determinada a CIM a
menor concentracdo em que nao houve crescimento bacteriano visivel e confirmado com a

resazurina.

3.16.2. Determinacio da Concentraciao Bactericida Minima (CBM)

A determinagdo da CBM foi feita com 0s pogos que apresentaram crescimento bacteriano
visivel no ensaio de CIM. Uma aliquota de 8 pL foi inoculada em placas com BHI agar. Em
seguida, as placas foram incubadas conforme descrito no item 3.16.1. A CBM foi determinada por
meio da menor concentracao testada que causou 99,9% de morte celular, ou seja, com auséncia de

crescimento bacteriano visivel na superficie do dgar (YATSUDA et al. 2005).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS BIOATIVAS

Devido a complexidade da composicdo quimica da amostra de Passiflora cincinnata,
diferentes fases estacionarias, fases moveis e modificadores 4cidos foram avaliados para identificar
a melhor condi¢do cromatografica. Inicialmente, duas colunas cromatograficas foram testadas: uma
coluna NST Cis (250 x 4,6 mm, 5 um) e uma coluna Vertical Cis (150 X 4,6 mm, 3 um), ambas
amplamente utilizadas em separagdes de substincias bioativas de origem vegetal. A avaliagdo da
eficiéncia de separagdo revelou que a coluna Vertical C,s apresentou melhor desempenho,

resultando em maior resolugdo e defini¢do dos picos.

Além disso, diversas combinagdes de fase movel a base de metanol e agua foram testadas,
porém, nenhuma delas forneceu uma separacdo adequada das substancias presentes no extrato
metandlico (MFPC). Observou-se uma melhora significativa na resolu¢do quando a fase moével
MeOH — H,O foi substituida por ACN — H,0, evidenciando a superioridade da acetonitrila como

eluente em sistemas cromatograficos para este tipo de matriz vegetal.

A adi¢ao de modificadores acidos a fase mdvel também teve um papel crucial na otimizagao
da separacdo, uma vez que contribuiu para a supressio do efeito de cauda dos picos
cromatograficos. Entre os acidos avaliados, a utilizagdo de acido formico a 0,9% se mostrou mais
eficiente do que o 4cido acético, promovendo uma melhor resolugdo das substancias de interesse. O

1

fluxo de 0,9 mL min~ foi identificado como o ideal para otimizar a separacdo dos picos

cromatograficos, garantindo um compromisso entre tempo de andlise e eficiéncia cromatografica.

Um cromatograma representativo do MFPC ¢ apresentado na Figura 3, de acordo com as
condi¢gdes cromatograficas otimizadas descritas no item 4.3. Esses resultados demonstram a
importancia da escolha correta de pardmetros cromatograficos, como fase estacionaria, fase movel e
modificadores acidos, para garantir uma separagdo eficiente e reprodutivel das substancias bioativas

presentes em extratos vegetais. Foi possivel observar a separacdo de diferentes substancias, que
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apresentavam espectros de absor¢do no UV na regido tipica de flavonoides e 4cidos fendlicos, com

maximos de absorc¢do entre 270 ¢ 350 nm (JUSTINO, 2017; KHODDAMI et al. 2013).

Figura 3 — Cromatograma do extrato com as substancias identificadas por CLAE-DAD.
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Para identificar as substincias bioativas presentes no extrato MFPC, foram utilizados
padrdes de referéncia obtidos comercialmente, sendo eles: acido cafeico, acido clorogénico, acido
cumarico, acido galico, catequina, isoorientina, isovitexina, orientina, rutina e vitexina. Todos os
padrdes foram injetados no CLAE-DAD, seguindo a seguinte ordem de execug¢do: injecao do

extrato puro, injecdo do padrao e co-injecdo do extrato (50 uL) com o padrao (10 pL).

Por meio da co-injecao, foi possivel identificar as seguintes substancias: 4cido cafeico, acido
clorogénico, acido cumarico, acido galico, rutina e vitexina. Os cromatogramas dos padrdes e das

co-inje¢des podem ser encontrados no apéndice A.

Figura 4 — Estrutura das substincias identificadas. (A) Acido Cafeico; (B) Acido Clorogénico;

(C) Acido Cumarico; (D) Acido Galico; (E) Rutina; e (F) Vitexina.
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4.2. QUANTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS BIOATIVAS

A quantificacdo das substancias bioativas presentes nos extratos de P. cincinnata foi feita por
meio de curvas analiticas para as substancias de interesse. Apds a identificagdao dos acidos fenolicos
e flavonoides (4cido cafeico, acido clorogénico, acido cumadrico, acido galico, rutina e vitexina),
solugdes dos padrdes dessas substincias foram injetadas em cinco diferentes concentragdes. Todas

as andlises foram realizadas em triplicata.

A construcao das curvas analiticas permitiu obter equagdes de regressao lineares para cada
substancia, as quais foram utilizadas para calcular as concentragdes das substancias bioativas nos de
P cincinnata. Os parametros analiticos, incluindo os coeficientes de determinagdo (R?), limites de
detecg¢do (LOD) e limites de quantificacdo (LOQ), estdo apresentados na Tabela 9. Os valores de R?
superiores a 0,99, demonstram a forte correlacdo linear entre a concentragdo das substancias
analisadas e as areas dos picos cromatograficos. Desta forma, o método cromatografico ¢ adequado

para a quantificacdo dos analitos na faixa de concentragao avaliada.
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Tabela 9 — Equacao de regressao, coeficientes de determinagao, faixas de linearidade, LOD e LOQ das substancias bioativas investigadas.

Faixa de
LOD LOQ
Substancia Tgr (min) Amax(nm)  Equacio de Regressao R2 trabalho . .
4 (ng.mL”)  (pg.mL")
(ng.mL")
Acido cafeico 24,03 213e323 y=6,6x10°X+3,1x10°  0,9993 0,016 2,0 6,4x10° 1,9x10%
. ' 216 ¢
Acido clorogénico 21,92 126 y = 1,4x10°X - 1,6x10° 0,9993 0,06 —4,0 2,7x107 8,1x107
Acido cumérico 30,16 215e309 y=2,0x10°X-1,0x10*  0,9996 0,25-28,0 1,4x10" 4,3x10"
Acido galico 11,33 217€270 y=82x10*X+5,3x10° 0,9993  0,125-4,0 1,0x10" 3,1x10"
Rutina 36,44 216 €255 y=1,3x10°X+1,5x10*  0,9989 0,25-4,0 1,3x10" 4,0x10"
Vitexina 34,46 217e¢336 y=473x10"X-53x10° 0,9987 0,5-28,0 0,2819 0,8543
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4.3. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE PREPARO DE AMOSTRA

A otimizagdo das condi¢des de preparo da amostra para inje¢do no CLAE foi realizada em

trés etapas, de forma univariada:
1. Selecdo do solvente de preparo da amostra;
2. Determinagao do tempo de sonicagao;
3. Definicdo do tempo de centrifugacao.

O objetivo principal foi maximizar a solubilizacdo das substincias bioativas presentes no
extrato MFPC. As sete substancias de interesse tiveram suas areas cromatograficas analisadas
conforme os parametros descritos no item x. O resultado dessa analise ¢ apresentado na figura 5. O
grafico 1 ilustra o efeito de diferentes solventes ou mistura de solventes utilizados na solubilizacao

do extrato para inje¢do no CLAE.

Figura 5 — Estudo do solvente utilizado no preparo da amostra para injecdo no CLAE-DAD.
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Os resultados indicaram que a mistura de MeOH-H,O na propor¢do de 8:2 foi a mais
eficiente na solubilizagdo das substancias de interesse presentes no extrato, proporcionando as
maiores areas cromatograficas para as substancias avaliadas. Em contraste, a acetonitrila pura

resultou em uma solubilidade significativamente inferior.

Solventes polares, como metanol e 4gua, sdo amplamente reconhecidos por sua eficdcia na
solubilizacdo de substancias polares, como os fendlicos e flavonoides, presentes no MFPC
(MARTINS, et al., 2013). Nehring et al. (2016) também reportaram maior eficiéncia do metanol
para solubilizar substancias polares presentes em frutas e sementes de pitaia. Truong e
colaboradores (2019) observaram resultados semelhantes na solubilizagdo dos bioativos de
Severinia buxifolia, sendo o metanol o solvente mais eficiente, seguido pela 4gua. Nossos resultados
sugerem que a combinacdo de metanol e agua € particularmente vantajosa para matrizes quimicas
complexas, como as folhas de P. cincinnata. Enquanto algumas substancias, como acidos fendlicos,
dissolvem-se melhor em metanol, outros componentes bioativos podem apresentar maior
solubilidade em agua, justificando o uso de uma mistura apropriada de solventes como estratégia
para melhorar a solubilizagcdo das diversas substancias presentes em espécies vegetais (Felix ef al.,

2018).

O ultrassom promove cavitagdo, um processo que intensifica a interacdo entre o soluto e o
solvente, melhorando a eficiéncia de extracao e solubilizacdo (PEREIRA et al., 2016). Esse efeito ¢é
particularmente importante para matrizes vegetais complexas, que possuem uma ampla gama de
substancias com diferentes polaridades. Os resultados da anélise dos tempos de sonicagao usados no

preparo da amostra sdo apresentados na Figura 6.

Figura 6 — Estudo no tempo de soni¢do na solubilidade da amostra para inje¢ao no CLAE-

DAD.
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Observou-se que os tempos extremos de sonicacdo, de 2 e 30 minutos, resultaram em
concentragdes significativamente inferiores das substancias bioativas, provavelmente devido a uma
sonicacao insuficiente ou a degradacdo de alguns compostos sensiveis em tempos mais
prolongados. Entre os tempos intermediarios (5 a 20 minutos), as diferencas de concentracdo foram
pequenas, com o melhor desempenho observado aos 10 minutos de banho ultrassonico. Esse tempo
parece proporcionar o equilibrio ideal entre a solubilizagdo e a preservacdo da integridade das
substancias bioativas. Os resultados obtidos sdo consistentes com o estudo de Pereira et al. (2016),
que também observaram que 10 minutos de sonicagdo foram suficientes para maximizar a
solubilizacdo das substincias estudadas. Assim, o uso do ultrassom em tempos adequados pode ser
considerado uma etapa fundamental para melhorar a eficiéncia do preparo de amostras para analises

cromatograficas.

Por fim, o efeito do tempo de centrifugacdo no preparo das amostras foi avaliado por meio
de cinco experimentos conduzidos em diferentes tempos. A analise estatistica dos resultados indicou
que a concentragdo das substancias de interesse aumentou proporcionalmente com o aumento do
tempo de centrifugacao (Figura 7). A centrifugacdo ¢ uma etapa crucial no preparo de amostras,
pois promove uma separacdo mais eficiente e radpida de particulas insoluveis (LIU et al., 2020),
protegendo o sistema cromatografico contra obstru¢des. Liu e colaboradores (2020) observaram que
o aumento do tempo de centrifuga¢do reduzia a concentragdo de substincias hidrofébicas. No
entanto, no presente trabalho, analisaram-se substancias hidrofilicas, como flavonoides e acidos

fenolicos, cuja solubilizagdo foi favorecida por um maior tempo de centrifugagao.

Figura 7 — Estudo do tempo de centrifugacdo na solubilizagdo da amostra para injecao

CLAE-DAD.
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Dessa forma, foi estabelecido que as condigdes ideais para o preparo das amostras a serem
injetadas no CLAE-DAD sao: solvente utilizado MeOH:H,O (8:2); sonicacdo por 10 minutos; e
centrifugacdo por 30 minutos. Apos a centrifugacdo, a amostra deve ser filtrada e transferida para o

recipiente adequado até o momento da injecdo no equipamento.

4.4. PLANEJAMENTO DE MISTURA CENTROIDE-SIMPLEX

Para iniciar o processo de otimizacdo da EAU foi realizado um planejamento experimental
de misturas do tipo centroide-simplex, visando a definicdo da composicao ideal da solugdo
extratora. Esse tipo de planejamento ¢ caracterizado pela dependéncia proporcional entre os niveis
de suas varidveis, o que significa que os fatores ndo podem ser avaliados isoladamente em
diferentes niveis, uma vez que seus valores variam de forma simultanea e proporcional (NOVAES
et al., 2017). Em um planejamento de mistura, a soma das propor¢des dos componentes deve

totalizar 1 (ou 100%), conforme demonstrado na Equacao 8.

k
D xi=100% Eq. (8)

i=1

Solventes polares e de baixa toxicidade, como acetona, dgua e etanol, sdo especialmente
eficazes na extra¢ao de substancias polares, como acido galico, acido cafeico, acido clorogénico e
outros substancias identificadas no MFPC, todos contendo grupos hidroxila (- OH) em suas
estruturas que possibilitam a formacdo de ligagdes de hidrogénio com esses solventes (Luo ef al.,
2023). Entretanto, a solubilidade de muitas substancias fenolicas e polifendlicas pode ser limitada
em solventes exclusivamente aquosos devido a presenca de cadeias carbonicas extensas, como
observado em varios metabolitos especiais de plantas (MARTINS et al., 2013). Dessa forma, além
da agua, foram incluidos no planejamento a acetona e o etanol para potencializar a extracdo das
substancias bioativas das folhas de P. cincinnata.

O planejamento experimental foi estruturado para otimizar a combinagao entre os solventes
extratores (agua, etanol e acetona) enquanto variaveis como tempo de sonicacdo, temperatura do
banho ultrassonico, volume do solvente (razio L/S), frequéncia e poténcia do ultrassom foram

mantidas fixas em 30 minutos, 35 °C, 17,5 mL, 37 Hz e 80 W, respectivamente. Os resultados foram



analisados como resposta multipla, conforme a Equacdo 1 (se¢do 3.5), e podem ser observados na

Tabela 10.

Tabela 10 — Matriz do planejamento de misturas simplex-centroide e resultados obtidos como

resposta mulitpla

Experimento Execucio Agua Etanol Acetona Resposta Multipla
1 9 1,000 0,000 0,000 1,019/1,061/1,015

2 5 0,000 1,000 0,000 2,112/2,111/2,023

3 1 0,000 0,000 1,000 0,644 /0,609 /0,602

4 2 0,500 0,500 0,000 5,793/5,861 /5,856

5 3 0,500 0,000 0,500 5,081/5,156 /4,939

6 8 0,000 0,500 0,500 1,323/1,366/1,388
6,918 /7,224 /6,969 /

7 (PC)! 4 0,333 0,333 0,333 7 7,26,8/ 7’3é

8 10 0,667 0,167 0,167 4,372/4,497 /4,635

9 7 0,167 0,667 0,167 6,006/ 6,14 /5,75

10 6 0,167 0,167 0,667  7,701/7,971/7,64

Fonte: Elaboragao propria.

'Ponto central

A superficie de resposta apresentou um ponto critico maximo, como evidenciado nas Figuras

8 e 9, indicando a combinagdo ideal dos solventes para maximizar a extracdo das substancias

bioativas. As coordenadas do ponto 6timo da superficie de resposta representam a proporgao entre

os solventes, revelando que a mistura ideal ¢ composta por 23% de agua, 36% de etanol e 41% de

acetona, conforme mostrado na Figura 10. Para o volume de extragdo de 17,5 mL, necessario para

manter a razao liquido-solido, esses percentuais correspondem a 4,0 mL de agua, 6,3 mL de etanol e

7,2 mL de acetona.

Por outro lado, as menores RM foram observadas nas extragdes realizadas com 100% de

acetona, 100% de 4gua e uma mistura de 50% etanol/50% acetona. Esses resultados refletem a

polaridade das substancias fendlicas estudadas, que apresentam solubilidade variavel entre dgua e



solventes organicos. Muitos compostos fendlicos se dissolvem preferencialmente em agua,
enquanto outros mostram maior solubilidade em solventes organicos. Desta forma, uma
combinagdo equilibrada entre esses tipos de solventes favorece a extracao dessas moléculas (FELIX
et al.,, 2018). Em um estudo conduzido por Saponjac e colaboradores (2021) para a otimizagio da
extracdo de carotenoides e polifendis da cenoura, foi obtido o maior rendimento dessas substancias
com a mistura composta por 34% de acetona, 46% de etanol e 20% de agua. Alcantara e
colaboradores (2018) estudaram o efeito da composicao da mistura de agua, acetona e etanol na
extragdo de compostos fenolicos das sementes de chia, sendo obtido o melhor resultado com a
mistura terndria 4gua — etanol — acetona na proporc¢do de 1/6, 1/6 e 2/3, respectivamente. Esses
resultados estdo em consonancia com os obtidos no presente estudo, pois as extracdes mais
eficientes foram alcancadas com misturas que combinavam diferentes percentuais dos trés
solventes, promovendo a otimizagdo da extragdo das substancias presentes nas folhas de P
cincinnata.

Figura 8 — Superficie de resposta para o planejamento de mistura.
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Figura 9 — Contorno de superficie para o planejamento de mistura.
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Figura 10 — Coeficientes obtidos para o planejamento de mistura.
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Fonte: Elaboragdo propria (2024).

Para determinar o modelo que melhor explica os resultados obtidos, foram testados os
modelos linear, quadratico, ctbico, especial cubico, especial quadratico e quartico, sendo que os
melhores resultados foram alcangados com o modelo quadratico especial, conforme demonstrado na
Tabela 11. Nessa analise, foi selecionado o polindmio de maior ordem em que os termos adicionais
se mostraram estatisticamente significativos e o modelo ndo apresentou sobreposi¢do ou confusio
entre os efeitos dos fatores. A sele¢do focou na maximizagdo do R*jusade € d0 Rprevisto, indicadores

que avaliam tanto o ajuste do modelo aos dados observados quanto sua capacidade preditiva.



A qualidade do modelo obtido ¢ avaliada pela anélise de variancia (ANOVA), mostrada na
Tabela 11, com um nivel de confianga superior a 95% (p-valor < 0,05). O p-valor demonstra a
significancia do modelo, e quanto menor o valor, maior € essa significancia, indicando a robustez
estatistica do ajuste. Segundo Moreira et al. (2020), um p-valor inferior a 0,05 indica que o modelo
¢ significativo. Assim, o modelo obtido pode ser considerado altamente significativo, uma vez que
apresentou um p-valor < 0,0001, indicando uma excelente adequacdo para a interpretagao dos
resultados.

Para avaliar a significancia do modelo, ¢ importante também avaliar o valor de F, que
representa a razao entre a média quadratica do modelo e a média quadratica residual. Esse valor ¢
comparado com o valor de F tabelado, considerando os graus de liberdade e um nivel de confianga
de 95%. O valor de F obtido (F.3 = 109,21) ¢ significativamente maior que o valor de F tabelado
(Fsp3 = 2,37) para o intervalo de confianca de 95%, indicando que o modelo ¢ altamente

significativo para a explicacdo dos dados.

Tabela 11 — Analise de variancia (ANOVA) para o planejamento de misturas simplex-
centroide.

Fonte Soma Quadratica GL' Média quadratica F-valor p-valor
Modelo 202,37 8 25,30 109,21 <0,0001
MWMistura Linear 1,29 2 0,6475 2,80  0,0819
AB 38,48 1 38,48 166,14 <0,0001
AC 37,68 1 37,68 162,65 <0,0001
BC 0,0230 1 0,0230 0,0993 0,7555
A’BC 11,08 1 11,08 47,84 <0,0001
AB?*C 0,9697 1 0,9697 4,19  0,0523
ABC? 32,21 1 32,21 139,07 <0,0001
Residual 5,33 23 0,2316

Falta de ajuste 4,97 1 4,97 301,65 <0,0001



Erro puro 0,3621 22 0,0165

Cor Total 207,70 31

Desvio padrao 0,4813

R? 0,9743

RZ3justado 0,9654

Rprevisto 0,9555

Precisao adequada 27,2746
'Graus de liberdade

O modelo também foi avaliado pelos valores do coeficiente de determinac¢do (R?) e do
coeficiente de determinagdo ajustado (R7jusdo). O valor de R* representa a propor¢do da variagdo
total da variavel dependente explicada pelo modelo de regressdo (MOREIRA et al., 2020). Neste
caso, o R? obtido foi de 0,9743, indicando que o modelo explica aproximadamente 97,43% das
variagOes observadas nos resultados experimentais. A proximidade entre 0 R%jusudo € 0 R previsto (COm
uma diferenga dentro do limite de 0,20) indica uma excelente concorddncia, sugerindo que a

variagdo explicada ¢ consistente com o modelo, o que refor¢a sua adequagao.

Um modelo ¢ considerado bem ajustado aos dados experimentais quando apresenta uma
regressdo significativa e auséncia de falta de ajuste. Contudo, embora o modelo em questdo
apresente falta de ajuste, essa imperfeicdo ndo inviabiliza necessariamente seu uso. Em analises
experimentais, a falta de ajuste pode surgir devido a variabilidade inerente dos dados, pois as
variacoes residuais associadas ao erro puro sao decorrentes de flutuacdes aleatorias nas medigoes.
Ainda assim, a elevada significancia estatistica evidenciada pelo valor de F do modelo, juntamente
com a proximidade dos valores obtidos para R%jusudo € 0 RZprevisto, T€fOrga que o modelo quadratico
especial ¢ adequado para interpretar os resultados gerados e explorar o espaco do PM com

confianca.

Além disso, a precisdo adequada do modelo, que mede a relagdo sinal-ruido, foi de 27,3,
valor muito superior ao minimo desejavel de 4 (Miller e Miller, 2010). Esse valor indica uma
excelente discriminacdo do modelo, refor¢ando sua utilidade para a exploracdo do espago
experimental. O desvio padrdo obtido de 0,48 também reflete uma baixa dispersdo dos dados,

sugerindo uma excelente precisao nas medigdes.



Portanto, apesar da observada falta de ajuste, o modelo ¢ estatisticamente significativo e
mostra boa capacidade de explicagdo da variabilidade dos dados. Assim, ele foi considerado

adequado.

A Equacdo 9 descreve o modelo matematico obtido, correlacionando os valores das trés
variaveis com a resposta analitica (RM) observada. Nesta equacdo, os termos que nao apresentaram

significancia estatistica (p > 0,05) foram omitidos.

RM=1,13A+2,18 B+0,72C+ 17,51 AB+ 17,33 AC - 195,62 A°’BC + 333,55 ABC*> Eq. (9)

Onde RM = Resposta Multipla; A = 4gua; B = etanol; e C = acetona.

A RM prevista pelo software, ao utilizar a propor¢do ideal de 23% de agua, 36% de etanol e
41% de acetona, foi de 8,31, com um intervalo de confianga (IC) de 6,29 a 8,75, a 95% de
confianga. Para validar a precisdo do modelo matemético, foram realizados experimentos de
verificagdo (em triplicata) nessas condigdes otimizadas. A RM obtida experimentalmente foi de 8,30
+ 0,41, mostrando-se plenamente consistente com o valor previsto pelo modelo. Assim, o modelo
estatistico foi validado experimentalmente, e essa proporcao ideal dos solventes foi utilizada nos

estudos subsequentes.

4.5. PLANEJAMENTO PLACKETT-BURMAN

O planejamento Plackett-Burman (PPB) ¢ uma técnica de triagem amplamente utilizada para
avaliar fatores significativos em processos que envolvem um grande nimero de varidveis
independentes (LARABI et al., 2024). O PPB foi escolhido devido a sua capacidade de reduzir o
nimero de experimentos necessarios, sendo adequado para identificar os efeitos principais com
eficiéncia (TARLEY et al., 2009).

A modelagem matematica foi realizada por meio de uma equagdo de primeiro grau:

Y=B+XB+X, Eq. (10)
Onde Y representa a resposta predita, B, é constante do modelo de regressdo (termo independente),
B; corresponde ao coeficiente angular e X; representa os niveis das varidveis independente
(LARABI et al., 2024).

O PPB foi utilizado para determinar quais das variaveis estudadas sdo significativas no
sistema, ou seja, quais influenciam de forma relevante a resposta analitica (RM). Os resultados

experimentais, obtidos a partir da matriz de triagem, foram analisados no software Design Expert

13.



Os fatores avaliados foram apresentados no item 3.9, e as respostas multiplas obtidas apds a

execucao da matriz experimental podem ser observadas na Tabela 12.

Tabela 12 — Resultados obtidos como resposta multipla para o planejamento Plackett-
Burman (PPB).

Experimento Resposta Multipla

495262 /5,212

2
7,60822 / 7,69487

3
4,30429 / 4,43357

4
5,09749 / 4,82664

5
5,12375/ 4,823

6
4,76122 /5,07273

7
4,85824 /5,12305

8
8,16962 /7,73377

9
6,41397/6,53107

10
493019 /5,14169

11
6,28236/5,96007

12
7,15452/ 7,526

13
5,46371

14
5,62126

15

5,46166




A Tabela ANOVA (Tabela 13) indica que o modelo ¢ altamente significativo, com um p-
valor inferior a 0,0001 para um nivel de confiangca de 95%. A andlise do valor de F também foi
realizada para avaliar a significancia do modelo. Este valor, que representa a razao entre a média
quadratica do modelo e a média quadratica residual, deve ser superior ao valor de F tabelado para os
mesmos graus de liberdade, a fim de demonstrar significancia estatistica. Para um intervalo de
confianga de 95%, o valor obtido (F 1,14 = 91,17) € consideravelmente superior ao valor tabelado

(Fai14=2,57), reforgando a adequacao do modelo.

Tabela 13 — Tabela ANOVA para o planejamento Plackett-Burman (PPB).

Média
Fonte Soma Quadratica GL' F-valor p-valor
quadratica
Model 33,89 11 3,08 91,17 <0,0001
A-RPM 0,0019 1 0,0019 0,0566  0,8154
B-Tempo de EAH 3,29 1 3,29 97,42  <0,0001
C-Tempo de EAU 0,0642 1 0,0642 1,90 0,1899
D-Temperatura do
13,18 1 13,18 389,98 < 0,0001
banho
E-poténcia 0,8856 1 0,8856 26,21 0,0002
F-Relagdo L/S 0,0001 1 0,0001 0,0024 09614
G-Tamanho de particula 1,65 1 1,65 48,69 < 0,0001
H-Frequéncia 4,69 1 4,69 138,64 <0,0001
Erro puro 0,4731 14 0,0338
Cor Total 34,62 26

Desvio padrao 0,1838



R? 0,9862

RZyjustado 0,9754

R%previsto 0,9458

Precisdo adequada 28,0865
'Graus de liberdade.

O R? de 0,9743 indica que o modelo explica aproximadamente 97,43% da variagdo
observada nos resultados experimentais. A alta concordancia entre 0 R%justado € 0 R?previsio demonstra
que o modelo captura de forma consistente a variabilidade dos dados. A precisdo adequada de 28,1
foi bem superior ao minimo recomendado. Além disso, o desvio padrao obtido de 0,18 também

reflete uma baixa dispersao dos dados, sugerindo uma excelente precisdo nas medigdes.

Por meio da tabela ANOVA (Tabela 14) também foi possivel identificar as variaveis
significativas (p < 0,05), sendo elas: temperatura do banho ultrassonico (D), frequéncia (H), tempo

de EAH (B), tamanho da particula (G) e poténcia (E).

A Equacdo 11 descreve o modelo matematico obtido, correlacionando as varidveis
independentes com a variavel dependente (RM). Nesta equagdo, os termos que ndo apresentaram
significancia estatistica (P > 0,05) estao indicados em vermelho.

RM =5,82+ 0,009 A + 0,370 B - 0,052 C - 0,741 D- 0,192 E + 0,002 F -0,262 G - 0,4418 H
Eq. (11)

A equacao em termos de fatores codificados permite realizar previsdes sobre a RM para
valores especificos de cada fator, com os niveis altos codificados como +1 e os niveis baixos como -
1. Esse formato codificado da equagdo facilita a identificagdo do impacto relativo de cada fator,
através de uma comparacao direta dos coeficientes de cada um. Para complementar essa analise, o
grafico de Efeitos de Um Fator (Figura 11) fornece uma visualizagdo clara das informagdes
extraidas da Equacdo 11. Esse grafico ilustra o efeito linear da alteragdo no nivel de cada fator
isoladamente, mostrando as previsdes da resposta para os niveis baixo (-1) e alto (+1) de cada fator.
Assim, ele permite uma interpretacdo mais intuitiva sobre como a variagdo de um unico fator pode

influenciar a resposta.

Figura 11 — Efeito de um fator para o planejamento Plackett-Burman.
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A analise da Equagdo 11 e da Figura 11 revela que o tempo de EAH (variavel B) exerce uma
influéncia significativa na RM quando utilizado em seu nivel mais alto (+1). Esse resultado indica
que a extracdo dos compostos bioativos se torna mais eficiente com o aumento do tempo em que a
matriz vegetal permanece em contato com o solvente durante a EAH. Resultados semelhantes foram
obtidos por Santana et al. (2017) na otimiza¢ao da extragdo de compostos fenolicos das sementes de
Passiflora edulis, com os melhores resultados sendo obtidos com 30 minutos de extracao. Sai-Ut e
colaboradores (2023) avaliaram o efeito do tempo na otimizacdo da extragdo de compostos
fenolicos e antioxidantes das sementes de P. edulis, obtendo os melhores resultados para niveis mais
altos (+1). Dessa forma, a prolongamento do tempo de EAH pode ser considerada um fator decisivo
para otimizar a extragao.

Dando continuidade a andlise, observa-se que a temperatura do banho ultrassonico (D)
apresentou um coeficiente negativo na Equacdo 11, indicando que o préximo planejamento de
otimizagdo deve exigir ajustes para testar novas temperaturas proximas ao nivel inferior (-1).
Embora seja amplamente reconhecido que temperaturas mais elevadas podem favorecer a extragao
de principios ativos, temperaturas excessivas podem levar a degradacdo de certas substancias,
reduzindo a concentracdo final do metabdlito especial de interesse (CARRERA et al., 2012).
Carrera e colaboradores (2012) também relataram que o aumento da temperatura durante a EAU
reduziu o rendimento de compostos organicos, corroborando os resultados observados neste estudo
e sugerindo que o controle da temperatura ¢ uma etapa crucial do processo para maximizar a
eficiéncia da extracdo sem comprometer a integridade das substancias bioativas.

De maneira semelhante, observou-se que a poténcia do ultrassom mostrou melhores

resultados em niveis mais baixos. Embora o aumento da poténcia facilite a ruptura da parede



celular, promovendo maior liberacdo dos metabolitos especiais e elevando a concentragao final das
substancias extraidas, niveis excessivamente altos de poténcia podem resultar na degradacio de
compostos sensiveis presentes na matriz vegetal (MOREIRA, 2020). Assim, o controle cuidadoso
da poténcia ultrassonica ¢ essencial para maximizar a eficiéncia da extracdo sem comprometer a
integridade dos compostos.

O tamanho das particulas também influenciou positivamente a extra¢do nos niveis mais
baixos, indicando que particulas menores aumentam significativamente a quantidade de substancias
extraidas. Isso ocorre porque a reducao do tamanho das particulas amplia a superficie de contato
disponivel para interagdo com o solvente, facilitando a liberacdo das substincias bioativas apos o
rompimento das paredes celulares (SPIGNO et al, 2007). Esse comportamento estd em
concordancia com resultados relatados anteriormente por Rajha e colaboradores (2014), que
também observaram um aumento na eficiéncia de extragao ao reduzir o tamanho das particulas.

Para as variaveis que ndo apresentaram significancia estatistica em relagdo a RM, optou-se
por fixa-las em niveis adequados, seguindo as solugdes matematicas fornecidas pelo software para
otimizacdo dessas variaveis. Esse procedimento garante que os fatores ndo significativos
permanegam estaveis em seus niveis adequados, evitando interferéncias nos resultados de extragao.

Para o célculo dos valores experimentais de cada variavel ndo significativa, utilizou-se a
Equacao 2 (item 3.10), que permite converter os valores codificados, obtidos pelo PPB, em valores
reais, facilitando a implementacao pratica do experimento. A Tabela 14 apresenta os valores fixados

para as variaveis ndo significativas, conforme os célculos realizados.

Tabela 14 — Niveis fixados para varidveis ndo significativas de acordo os resultados do PPB.

Variavel Valor Codificado Valor real
Agitacao 0,767 182 RPM

Tempo EAU -0,239 31 minutos
Relagio liquido/solido 0,413 34mL g’

Com base nos resultados obtidos pelo PPB, os niveis dos fatores significativos foram
otimizados utilizando a Matriz de Doechlert, com exce¢do da frequéncia ultrassonica (H). A

frequéncia, que apresentou melhor desempenho em niveis mais baixos, foi fixada em 37 Hz, devido



as configuragdes do equipamento utilizado nos experimentos, que possibilita o ajuste apenas entre

37 Hz e 80 Hz.

Os demais fatores significativos foram explorados e otimizados por meio de uma Matriz de
Dochlert, visando alcancar as melhores condigdes de extracdo para maximizar a RM. Essa
otimizagdo, que permitiu o ajuste detalhado dos niveis de cada fator, representa uma etapa
fundamental no processo, contribuindo para maximizar a eficiéncia de extracao das substancias

bioativas de P. cincinnata.

4.6. MATRIZ DE DOEHLERT

A Matriz de Doehlert (MD) foi utilizada para otimizar as varidveis identificadas como
significativas no PPB. Os experimentos foram conduzidos com base na MD desenvolvida conforme
as variaveis e niveis listados na Tabela 15. Esse planejamento resultou em uma matriz com 21

experimentos realizados em duplicata, exceto o ponto central, executado em triplicata.

Tabela 15 — Fatores otimizados por meio da Matriz de Doehlert (MD).

Variaveis Niveis (codificados e reais)
X, = Poténcia (W): codificado -1,0 -0,5 0 0,5 1,0
5 niveis experimental 30 40 50 60 70

X, = Temperatura codificado  -0,866 -0,577 -0289 0 0289 0,577 0,866

do banho (7 niveis)  experimental 22 26 31 35 39 44 48
X; = Tempo de codificado  -0,817 -0,613 -0,204 0 0,204 0,613 0,817
EAH (7 niveis) experimental 10 15 25 30 35 45 50
X, = *tamanho da codificado -0,791 0 0,791
particula mm (3 experimental 0,855*
0,710 1,00

niveis)

* 0,85 mm corresponde a média do tamanho das particulas retidas nas peneiras de 0,710 mm e 1,00 mm.

A quantidade de experimentos necessarios ¢ dada pela formula
N=KkK*+k+C, Eq. (12)
onde k representa o nimero de variaveis e C, € o numero de replicatas do ponto central (FELIX et

al.,2018). A Tabela 16 apresenta a matriz experimental da MD, com as médias das RM obtidas para



cada ensaio, exceto para o ponto central. Os resultados obtidos foram analisados utilizando o

software Design Expert 13.

Tabela 16 — Matriz experimental e respostas multiplas da Matriz de Doehlert (MD).

X = X, = X3 = Tempo Xy=
Ordem Ordem Poténcia Temperatura de EAH Tamanho Resposta
padrao aleatoria do banho da Muiltipla
particula

1 16 0 0 0 0 6,376
2 0 0 0 0 6,64
3 0 0 0 0 6,782
4 18 1 0 0 0 6,423
5 4 0,5 0,866 0 0 5,286
6 14 0,5 0,289 0,817 0 5,541
7 6 0,5 0,289 0,204 0,791 3,792
8 13 -1 0 0 0 6,053
9 23 -0,5 -0,866 0 0 4,826
10 1 -0,5 -0,289 -0,817 0 6,548
11 12 -0,5 -0,289 -0,204 -0,791 4,448
12 21 0,5 -0,866 0 0 5,407
13 3 0,5 -0,289 -0,817 0 6,939
14 5 0,5 -0,289 -0,204 -0,791 6,547
15 19 -0,5 0,866 0 0 5,788
16 9 0 0,577 -0,817 0 7,942
17 17 0 0,577 -0,204 -0,791 6,077
18 10 -0,5 0,289 0,817 0 5,731
19 8 0 -0,577 0,817 0 7,02
20 20 0 0 0,613 -0,791 6,98
21 22 -0,5 0,289 0,204 0,791 5,591
22 11 0 -0,577 0,204 0,791 4,193
23 15 0 0 -0,613 0,791 6,357

A andlise estatistica dos efeitos principais e das interagdes entre os fatores foi realizada por
meio da andlise de variancia (ANOVA) com um nivel de confianca de 95% (p < 0,05) (Tabela 19).
Os valores de significancia estatistica foram determinados pelo p-valor, em que valores mais baixos
correspondem a maior confiabilidade do modelo (MOREIRA et al., 2020). Para o modelo estudado,
o p-valor de < 0,0001 indica uma elevada significAncia estatistica, validando a adequagdo do

modelo para representar os dados.



Além do p-valor, o modelo foi avaliado por meio da distribuigdo F, que expressa a relacdo
entre a Média Quadratica do Modelo / Média Quadratica dos Residuos, permitindo uma avaliagao
da variabilidade dos dados em torno da média. Para os graus de liberdade selecionados, o valor
calculado (F4s = 27,81) superou o valor tabelado (F4s = 3,24), reforcando a significancia do
modelo. A falta de ajuste ndo foi significativa, com um valor calculado de F (F, = 1,40) bem
inferior ao valor tabelado (Fe2 = 19,33). Essa auséncia de significancia na falta de ajuste indica
uma elevada capacidade preditiva e confiabilidade do modelo.

Também foram considerados para avaliagio da qualidade do modelo R?, 0 R0 € O
coeficiente de variagdo (CV). O valor obtido para R?, de 97,99%, reforga que o modelo explica de
forma satisfatéria a variagdo dos resultados experimentais, demonstrando linearidade consistente. O
CV (3,94%) reflete a precisao dos experimentos realizados, garantindo confiabilidade nas previsoes
e na interpreta¢do dos dados experimentais (ABOULGHAZU et al., 2024).

Além disso, a precisdo adequada do modelo, medida pela relagdo sinal-ruido, foi de 23,54,
um valor bem acima do minimo recomendado de 4. Esse resultado indica que o modelo matematico
proposto ¢ confidvel para explorar o espaco experimental da MD. A qualidade do ajuste também foi
confirmada pelo grafico de valores preditos versus valores experimentais (Figura 12), que
apresentou uma boa correlagdo entre os dados, com distribuicdo normal e auséncia de valores
andmalos, refor¢ando a adequagdo das ferramentas estatisticas para descrever a relagdo entre as
variaveis independentes e a RM.

Para avaliar a necessidade de transformacgdes adicionais nos dados, foi utilizado o grafico de
Box-Cox (Figura 13). Nesse grafico, o valor de lambda (L), que indica a melhor transformagado de
poténcia, foi localizado no ponto minimo do grafico, demonstrando que os residuos possuem
distribuicao normal. Como o intervalo de confianca para A incluiu o valor ideal de 1, concluiu-se

que nao foram necessarias transformagoes adicionais nos dados.

Tabela 17 — Anélise de Variancia (ANOVA) para a Matriz de Doehlert (MD).

Soma 1 Média

Fonte quadritica ©  quadritica F-valor — p-valor
Modelo 21,55 14 1,54 27,81 <0,0001 significativo
1 Potencia 0,0871 1 0,0871 1,57 0,450
(W)
X;-
Temperatura 0,3093 1 0,3093 5,59 0,0457
do banho
X3 - Tempo
de EAL 1,68 1 1,68 30,27 0,0006

X4- Tamanho 2,12 1 2,12 38,35 0,0003



da particula

XX, 02932 1 0,2932 530  0,0503
XiX; 0,0108 1 0,0108 0,1960  0,6697
XXy 2,69 1 2,69 48,68  0,0001
XoXs 3,05 1 3,05 55,11 <0,0001
XXy 0,0035 1 0,0035 0,0641  0,8065
X5X, 1,51 1 1,51 27,32 0,0008
X2 0,1567 1 0,1567 2,83 0,1310
Xy? 2,98 1 2,98 53,88  <0,0001
Xy? 03558 1 0,3558 6,43 0,0349
X2 320 1 3,20 57,77  <0,0001
Residual 04427 8 0,0553

zjﬂ;i‘ede 03578 6 0,0596 140 04720 g:ﬁiﬁcaﬁvo
Puro Erro 0,0849 2 0,0424

gggf‘?ao 21,99 22

E;;rgg 0,2352

R 0,9799

R justado 0,9446

e

Coeficiente

de variagao 3,94

(%)

!Graus de liberdade.

Figura 12 — Relacao dos valores preditos versus experimentais.
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Figura 13 — Grafico de Box-Cox.
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A funcdo que relaciona os fatores poténcia (X;), temperatura do banho ultrassénico (X>),
tempo de EAH (X5) e tamanho de particula (X4) com a RM ¢ expressa pela Equagao 12. Os termos

em negrito sao significativos em um nivel de confianca de 95%.

RM =0,1320 X, + 0,2154 X, — 0,4726 X; — 0,5151 X4 — 0,5415 X; X, - 0,1098 X, X5 - 1,74 X; X4 —
1,59 X5 X5 +0,0574 X5, Xy — 1,07 X5 X4 — 0,3613 X, > — 1,18 X, + 0,3444 X;2 - 0,9238 X, >+ 6,60

Eq. (13)

Essa fungdo pode ser representada graficamente por meio de superficies de resposta (3D) e
graficos de contorno (2D). Os graficos de contorno, apresentados na Figura 9, permitem observar
como duas variaveis continuas se relacionam com a resposta ajustada pelo modelo matematico. O
uso da MSR facilita a visualizagdo dos valores 6timos para cada fator, de modo que uma andlise
detalhada das curvas de nivel apresentadas na Figura 10 revele os niveis ideais que as variaveis
devem assumir para maximizar a extragao das substancias bioativas das folhas de P. cincinnata.
Para cada grafico de contorno, dois fatores foram ajustados, enquanto os demais foram mantidos

constantes.

A Figura 14A apresenta a interacdo entre a poténcia ultrassonica (X,) e a temperatura do
banho (X3), indicando que os melhores resultados para a RM foram obtidos com a elevagdo da
temperatura do banho entre 39 e 44 °C e a diminui¢do da poténcia ultrassonica entre 30 e 40 W.
Embora tanto o aumento de temperatura quanto o de poténcia favorecam a extracdo de substancias
bioativas, valores elevados simultineos desses fatores podem degradar compostos sensiveis
(CARRERA et al, 2012; MOREIRA et al., 2020). Esse comportamento explica por que a
combinagdo entre uma menor poténcia € uma temperatura de banho elevada resultou nos melhores
valores de RM.

A Figura 14B mostra a interagdo entre a poténcia (X;) e o tempo de EAH (X5), onde os
maiores valores para a RM foram obtidos para menores valores de X; e X3 A analise dessa figura
indica que o tempo 6timo de EAH foi observado entre 10 e 15 minutos, o qual se mostrou adequado
para extrair as substancias bioativas preservando sua integridade.

A interacdo entre o tamanho da particula (X4) e temperatura do banho (X,) ¢ mostrada na
Figura 14C. Observa-se que a RM foi favorecida pelo aumento de ambos os fatores, desde que
dentro de intervalos seguros, evitando valores extremos. A redug¢do no tamanho das particulas
aumenta a area de contato, facilitando a extracao (SPIGNO et al. 2007). No entanto, foi observado

que particulas com os maiores tamanhos testados foram eficazes para promover o contato entre o



solvente e a matriz vegetal, sugerindo que a combinagdo de um tamanho de particula moderado com
uma temperatura do banho ultrassonico elevada ¢ suficiente para otimizar a extragao

A Figura 14D apresenta o grafico de contornos para os fatores X, e X3. Os melhores
resultados foram obtidos para temperaturas entre 39 e¢ 44 °C e tempos de EAH entre 10 ¢ 15
minutos, corroborando com as tendéncias observadas nas curvas de nivel anteriores.

A relacdo entre o tempo de EAH (X3) e tamanho da particula (X,) ¢ apresentada na Figura
14E, onde ¢ possivel observar que os melhores resultados foram obtidos para tempos de EAH entre
10 e 15 minutos e tamanho da particula de 1,00 mm. A Figura 14F apresenta a relagdo entre a
poténcia e o tamanho de particula, sendo obtidos os melhores resultados para a RM para valores de
poténcia entre 30 e 40 W e tamanho de particula de 1,00 mm. Essas duas figuras corroboram com as
tendéncias observadas nas curvas de nivel anteriores.

Finalmente, o ponto 6timo para maximizar a RM foi determinado por critérios graficos e
matematicos, nas condi¢des de 40 W de poténcia, banho ultrassdonico com a temperatura de 39 °C,
tempo de EAH de 13 minutos e tamanho da particula de 1,0 mm. A Tabela 20 apresenta os valores
codificados e reais (experimentais) para as variaveis independentes no ponto critico.

Em uma pesquisa por Jebli et al. (2024), com o objetivo de otimizar a extracdo de
compostos fendlicos da casca de Passiflora edulis, foram obtidos melhores resultados com a
temperatura de 49,64 °C, um valor relativamente préximo do que foi encontrado por meio da MD
nesse estudo com as folhas de P cincinnata, de 39 °C. Além disso, no trabalho de Jebli e
colaboradores (2024), nao foi utilizada a EAU, fator que pode ter contribuido para que fosse
necessario o emprego de temperaturas um pouco mais elevadas.

A utilizacgdo da EAU favorece a diminui¢do da temperatura extragdo, o que torna o
procedimento mais economico e ecologico. O efeito da EAU pode observado por meio da
comparagdo com diferentes estudos que investigaram a otimizacdo da extragdo de compostos
bioativos de diferentes espécies de Passiflora. Santana e colaboradores (2017) investigaram a
otimizagdo da extracdo de compostos fenodlicos das sementes de P. edulis, ¢ obtiveram melhores
resultados com a temperatura de 80 °C.

Além disso, o emprego da EAU também reduz consideravelmente o tempo de extracdo. Em
um estudo conduzido por Sai-Ut et al. (2023), foram necessarios 186 minutos para obter o melhor
resultado na extracdo de fenolicos das sementes de P. edulis. Gomes et al. (2017) investigaram o
processo de extracao de cinco flavonoides das folhas de P. edilus e P. alata, sendo necessarios cinco
ciclos de 10 minutos (totalizando 50 minutos) para obter a maior concentragdo desses flavonoides
na extragdo acelerada por solvente, evidenciando novamente a importancia da EAU na redugdo do

tempo de extragdo.



Vo et al. (2023; 2024) investigaram a otimiza¢do da EAU dos compostos fendlicos das
cascas de P. edulis, obtendo melhores resultados para temperaturas de 63 °C e 60 °C, e poténcia de
608 W e 600 W, respectivamente. O tempo de extracao foi de 20 minutos em ambos estudos. Apesar
de apresentar um tempo de extragdo semelhante, a temperatura e a poténcia empregadas foram
maiores do que os valores obtidos por meio da MD para a otimizagdo da extracdo dos compostos de
P. cincinnata. Essa diferenca nos resultados pode ser explicada pelo fato de que, no presente estudo,
além da EAU, foi empregada a também a EAH, o que resultou no aumento do tempo de contato da
matriz vegetal com o solvente extrator, e proporcionou um maior rompimento da parede celular.

Felix e colaboradores (2018) otimizaram o processo de extra¢do de compostos fendlicos de
residuos industriais de Spondias mombin L., obtendo a maior concentracdo desses compostos com
um tempo total de extracdo de 20 minutos em um agitador. Esse valor ¢ semelhante ao tempo de

EAH encontrado por meio da MD, de 13 minutos.

Figura 14 — Graficos de contorno para a resposta multipla (RM) da EAU das folhas de P. cincinnata,
em fungdo de (A) poténcia e temperatura do banho, (B) poténcia e tempo de EAH, (C) temperatura do
banho e tamanho da particula, (D) temperatura do banho e tempo de EAH, (E) tempo de EAH ¢
tamanho da particula e (F) poténcia e tamanho da particula.
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Tabela 18 — Valores codificados e reais do ponto 6timo da Matriz de Doehlert.

Variaveis Valores Valores experimentais
codificados
Poténcia (X) -0,667 40 W
Temperatura do banho (X5) 0,275 39°C
Tempo de EAH (X5) -0,690 13 min
Tamanho da particula (X4) 0,524 1,0 mm




4.7. VERIFICACAO DO MODELO PREVISTO

A partir da equagdo de regressdo estatistica apresentada na Equagdo 12, foi possivel
determinar as condicdes Otimas para a obtengdo da melhor resposta multipla na extragao das
substancias bioativas das folhas de P. cincinnata. Foram realizadas extracdes experimentais (n = 3)
com as varidveis ajustadas conforme o ponto 6timo definido na Tabela 20. O objetivo dessas
extracdes foi comparar a RM obtida experimentalmente com a resposta prevista pelo modelo
matematico gerado pelo software.

A RM prevista pelo modelo sob as condigdes ideais de EAU foi de 8,055 + 0,235, enquanto
os valores experimentais obtidos foram de 8,022 + 0,194. A validade do modelo foi confirmada pela
aplicacdo do teste ¢ pareado, que comparou os valores previstos pelo modelo estatistico com aqueles
obtidos experimentalmente. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os dois conjuntos
de dados (p > 0,05), indicando uma boa correlacdo entre a previsdo e a realidade experimental.

O coeficiente de variagdo para a RM das extragdes experimentais foi de 2,420, o que
demonstra que o método proposto € preciso € que o presente estudo de otimizagdo ¢ confidvel.
Adicionalmente, a RM obtida experimentalmente situou-se dentro da faixa do intervalo de
confianga de 7,397 a 8,714, com um nivel de confianca de 95%. Esses resultados indicam que o
modelo se ajusta adequadamente para a extragdo das substincias bioativas avaliadas sob as

condicdes ideais de EAU.

4.8. QUANTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS EXTRAIDAS NO PONTO
OTIMO

Ap6s a determinagdo do ponto 6timo, por meio da MSR baseada em um modelo que usou
PM — PFF — MD, foi possivel quantificar as substincias identificadas, utilizando as equagdes
obtidas pelas curvas analiticas (Tabela 10, se¢do 4.2). A concentragio de cada substincias em pg-g’

do extrato para as diferentes partes da planta estudadas podem ser observadas na tabela 19.

Tabela 19 — Concentragdes das substancias identificadas.

Concentragio pg - g” do extrato
Substincia

Casca Flor Folha PO Folha POA Folha POS Galho Polpa




Acido 22,5° 42,6° 65.,4¢ 63,2° 74,74 40,9° 25,9*
cafeico

Acido 37,6 nd 265,3¢ 181,6° 203,94 64,6 22,6"
clorogénico
Acido 693,6° 407,8° 2264,6° 1871,9¢ 2291,5° 1180,2¢ 2214
cumarico
Acido 524,0° 835,0° 859,2° 861,4° 1031,0° 593,5*  1606,6°
Galico

Rutina 781,1°  3245,6°  15007,2° 12793,3¢ 15179,0¢ 201,0° 320,8"

Vitexina ~ 2242,3*  2747,6°  13430,2° 7751,6° 6936,2¢ 1158,8° 3634
Pico A' 1917,2*  1576,4*  11405,5° 7829,2¢ 9017,4¢ 1822,2*  500,2°
Pico B? 5,2% 21,9° 44,7° 31,2¢ 32,44 4,3* nd
Pico C° 21,6 61,1° 522,5¢ 418,4 463,7° 65,3 nd

Total 6.245,1 8.938 43864,6 31801,8 35229,8 5130,8  3060,9

'Derivado da vitexina; > derivado do 4cido cafeico; * derivado da rutina.

Além das seis substancias identificadas, foram avaliados também outros trés picos
adjacentes, referentes a derivados das substancias acido cafeico, rutina e vitexina. As substancias
que apresentaram maior concentragdo, em todas as amostras, foram rutina e vitexina. A vitexina €
considerada um marcador quimico da familia Passifloreceae (ALMEIDA et al., 2024). Os maiores
valores de vitexina foram encontrados nas folhas extraidas no ponto 6timo (13.430,2 pg g™), folhas
POA (7.751,6 ug g™ e folhas POS (6.936,2 pug g™), respectivamente, seguidos da flor (2747,6 ug g
1).

Em um estudo feito por Almeida et al. (2024) com a parte aérea (folhas e galhos) de P.
cincinnata, com o objetivo de identificar e quantificar os flavonoides presentes nessa espécie, foi
verificado que a concentracdo de vitexina nos extratos etandlico e metanolico foi de 3,82 € 5,25 pg -
mL™", respectivamente. Esses valores sio muito menores que o valor obtido para a folha no ponto
otimo, de 13.430,2 ug - g, evidenciando a eficiéncia da otimizagdo realizada em promover uma
melhor extracdo dessa substancia.

Um estudo conduzido por Gomes et al. (2017) teve como objetivo otimizar a extracao
acelerada por solventes de cinco flavonoides (rutina, vitexina, isovitexina, orientina e isoorientina)
por meio de um planejamento Box-Behnken em diversas espécies de Passiflora. A concentragao de

vitexina no extrato das folhas de P. cincinnata foi inferior ao limite de detec¢do (0,747 mg - L™).



Dentre as 17 espécies avaliadas, apenas P. setacea apresentou concentragdo de vitexina, de 2480 pg
- g de extrato. Ndo foi detectada a presencga de rutina nas folhas de P. cincinnata. Desse modo, o
método desenvolvido para a otimizagdo da EAU das substancias bioativas de P. cincinnata foi mais
eficiéncia na extracdo desses compostos.

Acido gélico, acido cumarico, acido clorogénico, acido cafeico e rutina foram quantificados
na polpa de P. cincinnata e P. edulis por Santos el al. (2021), apds o processo de extracao liquido-
liquido com acetato de etila. Neste estudo, os autores encontraram na polpa de P. cincinnata as
concentragdes de 80 pg-k”, 1340 pug-k™' e 1740 pug-k', para rutina, acido galico e 4cido clorogénico,
respectivamente. Os valores para a rutina e 4cido gélico sdo inferiores aos valores obtidos apds o
processo de otimiza¢do da EAU da polpa da mesma espécie, de 320,8 ug-g’' e 1606,2 pg-g’,
respectivamente; apenas a concentracao de acido clorogénico foi maior que o valor obtido, de 22,6
pg-g'. Tais resultados evidenciam a eficiéncia da otimizagdo da EAU para obter uma maior
concentracdo das substancias de interesse extraidas.

Silva e colaboradores (2020) avaliaram a concentragdo de diversos compostos presentes no
fruto de uma nova variedade de P. cincinnata (BRS Sertdo Forte) nos estdgios intermedidrio e
maduro. Dentre os compostos quantificados, estavam acido cafeico, acido cumarico, acido
clorogénico e rutina. A rutina e o 4cido gélico apresentaram maiores concentracdes dentre as
substancias citadas, com 7,46 ¢ 6,07 ug-g"' para o fruto maduro, respectivamente. Ambos os valores
sao menores do que as concentragdes obtidas por meio da otimizacdo da EAU por meio de MSR de
P. cincinnata, o que indica que o procedimento descrito nesse trabalho foi efetivo para promover
uma maior extracdo das substincias bioativas dessa espécie.

Estudos de otimizagdo utilizando MSR foram realizados com diferentes partes de Passiflora
edulis, o maracuja com maior distribui¢do comercial, por diversos autores. Jebli e colaboradores
(2024) estudaram a otimizacdo da EAU por meio de MSR para extracdo de compostos bioativos das
cascas de P. edulis. Nesse estudo, os autores investigaram a influéncia do tempo e temperatura de
extragdo, razdo liquido/sélido e pH, encontrando o melhor resultado com as condigdes de 9,78
minutos, 49,64 °C, 22,07 mL/g e pH de 5,54. Foram avaliados acido cafeico, 4cido cumarico, acido
galico e rutina, sendo encontradas as concentragdes de 313 pg-mL™, 242 pg-mL™, 358 pg'mL"' e
488 ng-mL’, respectivamente.

Por meio das trés diferentes extragdes feitas com as folhas (PO, POA e POS), foi possivel
avaliar tanto o efeito da utilizagdo do banho ultrassonico, quanto o efeito da temperatura no
processo extrativo. A utilizacdo do ultrassom promoveu uma melhor extragao total das substancias
avaliadas, no entanto, individualmente, as substancias acido clorogénico, vitexina, derivado do

acido cafeico, derivado da rutina e derivado da vitexina apresentaram melhores resultados. As



substancias 4cido cafeico, acido cumadrico, 4cido galico e rutina apresentaram melhores
concentragdes na extracdo realizada em ultrassom e sem aquecimento, o que indica que esses
compostos sofrem degradagdo com o calor.

Foi possivel observar que a EAU promoveu um aumento de aproximadamente 72,5% na
extragdo dos compostos quantificados, em compara¢do ao método de extracdo com aquecimento
(mantendo-se constantes os demais parametros nas condi¢des 6timas de extracdo. Isso indica que o
processo de soni¢ao, no qual as ondas ultrassonicas rompem as paredes celulares, foi essencial para

promover uma melhor libera¢do das substancias bioativas analisadas da matriz vegetal.

4.9. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para determinagdo da atividade antioxidante (AA) foram realizados os testes de sequestro do
radical livre DPPH, sistema B-caroteno/acido linolénico e método fosfomolibtado — capacidade
antioxidante total com os extratos metanolicos das folhas (FPO), flores (FrPO), galhos (GPO), casca
(CPO) e polpa (PPO) de Passiflora cincinnata extraidos no ponto 6timo, e nos extratos das folhas
extraidos sem a presenca de ultrassom e com aquecimento (FPOA), e sem a presenga de ultrassom e

sem aquecimento (FPOS).

4.9.1. Sequestro do radical livre DPPH

O teste do sequestro do radical livre DPPH foi feito conforme descrito no item 3.13.1. Apos
o calculo da concentragao CEs, foram obtidos os seguintes resultados para as amostras e padroes

avaliados, como mostra a Tabela 20.

Tabela 20 — Resultados da atividade antioxidante pelo teste do DPPH com os extratos de P,
cincinnata obtidos no ponto 6timo determinado pela matriz de Doehlert.

Extrato/Padrio CEs pg - mL™' + DP*
PPO 236,1 +6,6°
FPO 593,5 + 8,8°¢
FPOA 1598,2 + 54,7¢
FPOS 1430,3 + 40,9"

GPO 357,2+8,9°



FrPO 634,0 +7,5¢

CPO 548,2 + 13,3¢
Quercetina 23,1 +0,8°
Acido ascorbico 66,8 +0,8*

* Os resultados s@o expressos como média + desvio padrdo (n=3). Valores seguidos da mesma letra
nao demonstraram diferenca significativa comparando os valores do padrao e fases, p < 0,05

(anélise de variancia de uma via, seguida do pos-teste de Tukey).

Entre as partes da planta estudadas, a polpa apresentou melhores resultados para a AA por meio do
teste de DPPH, com uma CEs, de 236,1 pg'mL™". De acordo com a Gomes et al. (2012) a atividade
antioxidante de uma amostra determinada pelo método DPPH pode ser considerada boa quando a
CEs do extrato for até trés maior que a concentragdo do padrao, e moderada quando o valor obtido
¢ de trés a sete vezes maior que a concentracdao do padrdo. Nesse sentido, os extratos da polpa e dos
galhos apresentaram uma moderada AA em comparacgdo com o valor obtido para o acido ascorbico.
Em um estudo feito por Sunitha e Devaki (2009) com as folhas de P. edulis, ap6s a extragao
etandlica em Sohxlet, foi obtido o valor de CEs, de 875+87,83 pg-mL™, indicando uma atividade
antioxidante menor do que a encontrada nesse estudo de otimiza¢do com a espécie P. cincinnata,
com CEsy de 593,5 + 8,8 ug-mL™". Isso demonstra que o processo de otimizagdo foi eficiente para
aumentar a concentracao de substancias com atividade antioxidante no extrato de P. cincinnata.

Leal e colaboradores (2020) investigaram a atividade antioxidante de diferentes partes de P.
cincinnata ap0s o processo de maceragao etandlica por 72 horas. Os valores de CEs5, obtidos para as
folhas e para a polpa foram de 65.28 pg-mL™ e 87.25 ug'mL", respectivamente. Apesar de os
valores encontrados por Leal et al. serem inferiores aos valores obtidos nesse estudo de otimizagdo
da EAU de P. cincinnata por meio de MSR, o tempo de extragdao de 72 horas foi muito superior ao
tempo de 31 min de EAU, o que proporciona uma maior extracdo de substincias com atividade
antioxidante.

Por meio do teste de DPPH, também foi possivel observar o efeito do banho ultrassonico na
extracdo de substancias antioxidantes. Observou-se que a utilizacdo do ultrassom promoveu um
aumento de cerca de 269,3% comparado com a extragdo convencional por aquecimento (mantendo-
se constante os demais pardmetros no ponto médio), evidenciando a importancia dessa etapa para a

otimizagao da extracao desses compostos.



4.9.2. Sistema B-caroteno/acido linolénico

A tabela 21 apresenta os resultados obtidos para o teste do sistema [-caroteno/acido

linolénico.

Tabela 21 — Resultados da atividade antioxidante pelo teste do B-caroteno com os extratos
de P, cincinnata obtidos no ponto 6timo determinado pela matriz de Doehlert.

Extrato/Padrao CEs) pg/mL £ DP* 30 min.  CEsy pg/mL £+ DP* 60 min.
PPO 436,6 £ 17,7¢ 562,6 + 14,1¢
FPO 516,4 +22,5% 602,0 + 15,7¢
FPOA 529,5 + 25,4¢ 877,2 + 42,9
FPOS 898,4 + 39,8f 1446,3 + 61,9¢
GPO 7241 + 31,8 9344 + 43,1
FrPO 524,9 + 25,9¢ 559,4 + 25,7¢
CPO 597,8 +21,4¢ 750,9 + 26,1°¢

Quercetina 38,6 £1,5° 47,1 £2.4°

Acido ascérbico 201,5+11,7° 184,0 + 12,5"

* Os resultados sdao expressos como média + desvio padrao (n=3). Valores seguidos da mesma letra
ndo demonstraram diferenca significativa comparando os valores do padrdo e fases, p < 0,05
(andlise de variancia de uma via, seguida do pos-teste de Tukey).

Os melhores resultados para o teste de B-caroteno foram obtidos na polpa, folha, flor e casca
no ponto 6timo em 30 minutos, respectivamente.

Em um estudo conduzido por David et al. (2007), foi avaliada a AA de extratos metandlicos
das partes aéreas de P. cincinnata por meio do teste de f-caroteno, com a concentracdo de 10 mg -
mL™", o que equivale a 10.000 ug - mL™, tendo sido obtido o resultado de 70,1%. A porcentagem de
AA para os extratos otimizados por meio de MSR das folhas de P. cincinnata foi de 49,07% para a
concentragdo de 500 pg - mL™" apds 30 minutos. Proporcionalmente, o valor encontrado por David e
colaboradores (2007) para essa concentragdo seria de 4,21%, muito inferior ao obtido por meio da
otimizagdo, o que indica que a metodologia proposta foi eficiente para promover uma melhor

extracdo das substancias antioxidantes da espécie Passiflora cincinnata.



4.9.3. Método fosfomolibtado — capacidade antioxidante total

O método fosfomolibtado foi utilizado para avaliar a capacidade antioxidante total das

amostras. A tabela 22 mostra os resultados obtidos.

Tabela 22 — Resultados da atividade antioxidante pelo teste da capacidade antioxidante total (CAT)
- complexag¢do do fosfomolibdénio no ponto 6timo determinado pela matriz de Doehlert

Extrato/Padrao CEs ng/mL = DP*

PPO 567,7+19,8°

FPO 1189,6 + 48,8%¢

FPOA 1075,5 +37,0%¢

FPOS 1289,5 +53,9°
GPO 966,6 +41,8°

FrPO 1206,3 + 60,2°
CPO 648,5+7,5°
Quercetina 136,6 + 7,3*
Acido galico 121,5+ 3,6

* Os resultados sao expressos como média + desvio padrao (n=3). Valores seguidos da mesma letra
ndo demonstraram diferenca significativa comparando os valores do padrio e fases, p < 0,05
(andlise de variancia de uma via, seguida do pos-teste de Tukey).

Os melhores resultados foram obtidos para a polpa e casca, com CEs, de, respectivamente,
567,7 € 648,5 ug-mL™"

Em um estudo conduzido por Nithya ef al. (2024), foi avaliada a CAT dos frutos de P. edulis.
Os extratos foram preparados com diferentes propor¢des do suco concentrado dos frutos e humor
aquoso artificial. Para a concentragdo de 200 uL - mL", foi obtida uma AA de 11,87%, enquanto
que, nesse estudo de otimizagdo da P. cincinnata, para a concentragdo de 200 pg-mL™', foi obtida
uma AA de 20,8%.

Nao foram encontrados na literatura relatos de determinagao da atividade antioxidante de P,
cincinnata por meio do método CAT — complexacao do fosfomolidbénio, de modo que este € o

primeiro relato.



4.10. DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS (TPT)

O teor de fendlicos totais (TPT) das extragdes feitas no ponto 6timo foi determinado por
meio do método de Folin-Ciocalteu, usando acido galico como padrao. Os valores de absorbancia
obtidos foram utilizados para a constru¢do da curva analitica. Os resultados obtidos por meio da
equacdo da curva foram expressos como miligramas equivalentes de acido gélico por grama de

extrato (mg EAG - g). A tabela 23 mostra os resultados obtidos.

Tabela 23 — Teor de fendlicos totais (TPC) expresso em mg EAG - g dos extratos de P.
cincinnata obtidos no ponto 6timo determinado pela matriz de Doehlert.

Extrato/Padrio mg EAG - g' £ DP*
PPO 116,5 = 6,7°
FPO 95,4+ 5,4°
FPOA 81,6 £4,1°
FPOS 86,6 £+ 2,8°¢
GPO 68,1 + 3,6¢
FrPO 78,5+ 1,6
CPO 66,6 +4,1¢

* Os resultados s@o expressos como média + desvio padrdo (n=3). Valores seguidos da mesma letra
nao demonstraram diferencga significativa comparando os valores do padrao e fases, p < 0,05
(analise de variancia de uma via, seguida do pos-teste de Tukey). mg EAG - g"' = mg de equivalente
de 4cido galico por grama do extrato.

Entre as partes da planta avaliadas, a polpa apresentou o maior TPT, com 116,5 £ 6,7 mg
EAG g', diferenciando-se estatisticamente das demais partes. Esse alto teor de substancias
fenolicas pode explicar os resultados superiores da polpa nos testes de atividade antioxidante. Em
contraste, os menores teores foram observados na casca e nos galhos, com 66,6 ¢ 68,1 mg EAG g,
respectivamente.

Os valores obtidos neste estudo superaram significativamente aqueles reportados na
literatura para P. cincinnata. Uma vez que, Leal ef al. (2020) relataram um TPT de apenas 1,42 mg
EAG g! para o extrato etandlico dessa espécie. Em um estudo com P. edulis realizado por Vo et al.
(2024), os teores de TPT utilizando a EAU e a EAM na casca foram de 21,03 ¢ 22,12 mg EAG g%,

respectivamente, bem abaixo do valor de 66,6 mg EAG g obtido para a casca de P. cincinnata no



presente trabalho. Santos et al. (2021) também relataram valores inferiores, com um TPT de 0,365
mg EAG g na polpa de P. cincinnata. Esses resultados evidenciam a eficacia do método de
otimizacdo empregado na extracao de fenolicos totais das diversas partes de P. cincinnata.

Além de estar diretamente relacionados com a atividade antioxidante, as substincias
fendlicas apresentam um amplo espectro de atividades biologicas, incluindo propriedades antivirais,
antimicrobianas e anticancerigenas, em grande parte atribuidas a sua capacidade de se ligar a
proteina e eliminar radicais livres (Phuyal et al., 2020). Desse modo, os extratos de diferentes partes

de P. cincinnata apresentam um potencial para aplicacdo em atividades bioldgicas diversas.

4.11. DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS (TFT)

O teor de flavonoides totais das diversas partes dos extratos otimizados de P. cincinnata foi
determinado por meio do teste colorimétrico de aluminio (Phuyal er al., 2020). Os resultados

obtidos foram expressos por miligramas de quercetina por grama de extrato (mg EQ - g™).

Tabela 24 — Teor de flavonoides totais (TFT) expresso em mg EQ - g dos extratos de P,
cincinnata obtidos no ponto 6timo determinado pela matriz de Doehlert.

Extrato/Padrio mg EAG - g’ + DP*
PPO 175,7 + 3,62°
FPO 178,2 +4,65°
FPOA 61,7 +4,83°
FPOS 70,6 + 5,24°
GPO 62,6 +3,30°
FrPO 38,7 +£2,68°
CPO 68,0 + 4,86°

* Os resultados sdao expressos como média + desvio padrao (n=3). Valores seguidos da mesma letra
ndo demonstraram diferenca significativa comparando os valores do padrdo e fases, p < 0,05
(analise de variancia de uma via, seguida do pos-teste de Tukey). mg EQ - ¢! = mg de equivalente

de quercetina por grama do extrato.

O maior teor de flavonoides foi obtido nos extratos das folhas e da polpa de P. cincinnata

nas condi¢des otimizadas, com valores 178,2 + 4,65 ¢ 175,7 + 3,62 mg EQ g™, respectivamente,



diferenciando-se estatisticamente das demais partes. Enquanto o menor TFT foi observado nas
flores (FrPO), com 38,7 + 2,68 mg EQ g™, esse valor também se diferenciou estatisticamente dos
demais. Um aspecto interessante a ser destacado € o impacto significativo da extragdo assistida por
ultrassom no aumento da eficiéncia de extragao de flavonoides das folhas do maracuja do mato.
Observou-se que a EAU promoveu um aumento de aproximadamente 190% na extra¢do de
flavonoides comparado ao método convencional de extragdo com aquecimento (mantendo-se os
demais parametros constantes nas condigdes Otimas de extracdo), indicando que o fendmeno de
sonicac¢do foi fundamental para otimizar a liberagdo dessas substincias bioativas da matriz vegetal.

Os teores de flavonoides obtidos para a polpa neste estudo sdo muito superiores aos
reportados por Silva et al. (2020) para a polpa da variedade P. cincinnata Mast. Sertdo Forte, que
apresentou 1,55 mg EQ g'. Similarmente, os valores para as folhas neste estudo superaram os
observados por Gomes et al. (2017) na otimizacao de extragao de folhas de P. alata, com um valor
maximo de 110,89 mg EQ g'. No estudo de Vo et al. (2024), a otimizacdo da EAU e EAM para a
casca de P. edulis resultou em um TFT de 39,38 mg EQ g', enquanto nosso trabalho obteve um
valor 73% superior, com 68,0 mg EQ g! para a mesma parte da planta.

Esses resultados evidenciam a eficacia do método de otimizagao desenvolvido, que se
mostrou altamente eficiente na extragdo de flavonoides em diferentes partes de P. cincinnata. A
comparagdo com a literatura confirma nao apenas a superioridade do método de extragdo adotado,
mas também destaca o avango proporcionado por este estudo. Ao estabelecer um processo extrativo
mais eficiente, o presente trabalho contribui para o aprimoramento das técnicas de obtengdo de
substancias bioativas de potencial interesse farmacologico a partir das diversas partes do maracuja

do mato, oferecendo um avango significativo para estudos futuros nessa area.

4.12. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana foi determinada por meio da utilizagdo das cepas de
Streptococcus mutans ATCC 700610 e Streptococcus mutans ATCC 25175 e cepas de
Streptococcus sobrinus 6715. Além disso, também foram utilizadas cepas Staphylococcus aureus
ATCC 43300 INCQS 00306 (resistente a oxacilina) e isolados Clinicos de S. aureus 16A, 112,92 ¢
29.

Apbs o processo de microdilui¢do em microplacas de 96 pocos, as placas foram incubadas
durante 24 horas, a 37 °C e 5% de CO,. A leitura foi feita visualmente para avaliagdo do
crescimento bacteriano, por meio da observagdo de turvacao do meio e/ou presenca de colonias no

fundo dos pocos.



Os resultados obtidos para a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo

Bactericida Minima (CBM) sd3o mostrados na tabela 25.

Tabela 25 — Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracdo Bactericida Minima de
diferentes partes de Passiflora cincinnata para S. mutans ATCC 700610 ¢ ATCC 25175 e S.
sobrinus 6715.

S mutans ATCC 700610 S. mutans ATCC 25175

CIM CBM CIM CBM
(ng/mL)  (pg/mL) (ng/mL) (ng/mL)
GPO # # # #
CPO # # # #
FrPO # # # #
PPO 125 500 500 #
FPO 250 1000 1000 #
FPOA 250 1000 1000 #
FPOS 250 1000 1000 #

# Nio houve atividade antimicrobiana nas concentragdes testadas (1000 a 31,25 pg-mL™")

Nao foi identificada atividade antimicrobiana para nenhuma das amostras nas concentragdes
testadas frente as cepas S. sobrinus 6715 e para as cepas de S. aureos e seus isolados.

As amostras de polpa e folha apresentaram atividade antimicrobiana frente as cepas de S.
mutans. A polpa apresentou melhores resultados, com CIM de 125 pg-mL" ¢ CBM de 500 pg-mL"
para a cepa S mutans ATCC 700610 e CIM de 500 ug-mL™" para a cepa de S. mutans ATCC 25175.
J4 as trés amostras de folhas testadas (extragdo no ponto 6timo, extragdo no ponto 6timo obtido pela
matriz de Doehlert com o aquecimento indicado no planejamento e ponto 6timo obtido pela matriz
de Doehlert sem o aquecimento indicado no planejamento) apresentaram CIM de 250 ug-mL" e
CBM de 1000 ug-mL™" frente a S. mutans ATCC 700610 ¢ CIM de 1000 pg'mL™" frente a S.
mutans ATCC 25175.

Streptococcus mutans € o principal responsavel pela formagdo de caries dentarias. Esse
microorganismos produz, a partir da sacarose, glucanos e frutanos extracelulares, além de acidos,
que sdo fatores cruciais para a manisfestacao de sua viruléncia (YATSUDA et al., 2005). De acordo
com a classificacdo definida por Holetz e colaboradores (2002), uma amostra apresenta boa
atividade antimicrobiana quando a CIM ¢ inferior a 100 ug-mL™", moderada quando esta entre 100 e
500 pg'mL" , e baixa entre 500 ¢ 1000 pug-mL™ . Valores acima de 1000 upg/mL ndo sdo
considerados clinicamente relevantes. Nesse sentido, a polpa de P. cincinnata apresentou moderada
atividade antimicrobiana, enquanto as amostras das folhas apresentaram baixa atividade

antimicrobiana.



Em estudos feitos anteriormente com extrato etandlico de P. cincinnata, ndo foi identificada
atividade anitimicrobiana clinicamente relevante frente as cepas de S. aureos (SIEBRA et al. 2016),
confirmando os resultados obtidos nesse estudos. Além disso, ndo foram encontrados na literatura
estudos sobre a atividade antimicrobiana dessa espécie frente as cepas de S. mutans, de modo que

esse ¢ o primeiro relato.



5. CONCLUSAO

Por meio desse trabalho, foi possivel desenvolver um método cromatografico para
identificacdo e quantificacdo de substancias bioativas de Passiflora cincinnata. A metodologia
desenvolvida possibilitou a identificacdo de seis substancias, sendo elas: acido galico, 4acido
cumdrico, acido cafeico, acido clorogénico, vitexina e rutina. Por meio das curvas analiticas
desenvolvidas com padrdes comerciais, foi possivel quantificar cada uma dessas substiancias em
diferentes partes da planta, sendo encontrada as concentragdes de vitexina e rutina de 13.430,2 e
15.007,2 ug'mL" para o extrato das folhas, respectivamente.

A extragdo das substancias bioativas de P. cincinnata foi otimizada, utilizando metodologias
de superficie de resposta. O processo de otimizagdo ocorreu com uma quantidade reduzida de
ensaios, devido aos planejamentos experimentais utilizados para a andlise multivariada. Isso fez
com que a otimizacdo fosse mais sustentdvel e econOmica. Para isso, foram utilizados os
planejamentos de mistura, Plackett-Burman e matriz de Doehlert. Os fatores otimizados no processo
de extragdo foram: tempo ¢ RPM de EAH, tempo, temperatura, poténcia e frequéncia de EAU,
tamanho da particula, razdo soélido/liquido e a mistura ideal de extra¢do, sendo encontrados,
respectivamente, os seguintes resultados: 13 minutos, 162 RPM, 31 minutos, 39 °C, 40 W, 37 Hz,
1,0 mm, 35:1 e 23% de 4gua, 36% de etanol e 41% de acetona. Os resultados obtidos por meio da
otimizagdo de EAU e EAH foram superiores aos valores encontrados na literatura, tanto para
extratos etandlicos, quanto para otimizagdo da extracao assistida por micro-ondas.

Com os extratos otimizados de diferentes partes da planta, foram quantificadas as
substancias acido cafeico, acido clorogénico, acido cumarico, acido galico, rutina e vitexina, com as
maiores concentragdes sendo obtidas na folha de, respectivamente, 65,4 pg - g, 265,3 pg - g,
2264,6 ug - g', 8592 pg - g', 150072 pg - g', 134302 pg - g'. Os valores obtidos foram
superiores as concentragdes das mesmas substancias em diferentes extratos de Passiflora cincinnata
e Passiflora edulis encontrados na literatura.

Além disso, foram realizados ensaios para determinacdo do teor de fenolicos, totais, teor de
flavonoides totais e testes da atividade antioxidante e antimicrobiana in vitro. O teor de fendlicos
totais para a folha de P cincinnata foi de 95,4 + 54 mg EAG g, enquanto que o teor de
flavonoides totais de 178,2 + 4,65 mg EAG g™'. Tais valores sdo superiores aos encontrados na
literatura para a mesma espécie. Ja a atividade antioxidante pode ser observada por meio dos testes

de DPPH, B-caroteno e CAT, sendo encontrados melhores resultados para a polpa e a para a folha.



No teste de atividade bioldgica, foram utilizadas cepas de trés micro-organismos diferentes,
sendo que as amostras da polpa e da folha apresentaram atividade antimicrobiana diante das cepas
de S. mutans, com CIM ¢ CBM de, respectivamente, 125 pg-mL" e 250 ug-mL™" para a polpa, e 500
pug-mL'e 1000 pg-mL" para a folha, sendo este ensaio citado pela primeira vez na literatura para P,
cincinnata.

Desse modo, esse estudo contribui para o conhecimento quimico da espécie Passiflora
cincinnata, por se tratar do primeiro relato de otimizacdo EAU associada a EAH para essa espécie,
colaborando para a comunidade cientifica da area. Por fim, ¢ imporante destacar que a pesquisa

desenvolvida nesse trabalho contribui com o conhecimento e a valoriza¢ao da biodiversidade local.
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