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Resumo

O objetivo deste trabalho foi quantificar os compostos fendlicos e avaliar a atividade
antioxidante e antimicrobiana dos extratos da casca do caule do Croton cajucara BENTH.
Um planejamento experimental (Box Hunter e Hunter) de dois fatores e dois niveis
determinam quais variaveis que influenciam no processo de extracdo. Para a quantificacdo dos
compostos fendlicos foi utilizada a metodologia de Folin-Ciocalteau. Para a atividade
antioxidante foi aplicado o método ICsp. Para a andlise antimicrobiana, o meétodo de
microdiluicdo foi empregado para indicar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) contra as
cepas bacterianas, bem como cepas fungicas. Na quantificacdo dos compostos fendlicos,
houve variacdo entre 26,98 e 50,32 mgEAG/g. Em relagdo a atividade antioxidante, foram
encontrados valores de 9,01% a 14,03%. Quanto a atividade antimicrobiana, os extratos nao
inibiram o crescimento das bactérias e fungos testados. Todos os resultados foram tratados
estatisticamente e, em geral, comprovaram que as melhores condi¢cfes de extracdo foram T=
60 ° C e G=0,10 mm.

Palavras-chave: Croton cajucara BENTH; Extracdo; Produto natural.

Abstract

The main objective of this work was to quantify the phenolic compounds, and to evaluate
antioxidant and antimicrobial the activity of Croton cajucara BENTH stem bark extracts. An
experimental planning (Box Hunter and Hunter) of two factors and two levels determine
which variables influenced in the extraction process was used. To the quantification of
phenolic compounds was used the methodology of Folin-Ciocalteau. To the antioxidant
activity the 1Cso method was applied. For the antimicrobial analysis, the microdilution method
was employed to indicate the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) against the bacterial

strains, as well as fungal strain. In the quantification of phenolic compounds, there was a
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variation between 26.98 and 50.32 mgEAG /g. Regarding antioxidant activity, values from
9.01% to 14.03% were found. For antimicrobial activity, the extracts did not inhibit the
growth of the tested bacteria and fungi. All the results were treated statistically and, in
general, proved that the best extraction conditions were T =60 °C and G = 0.10 mm.
Keywords: Croton cajucara BENTH; Extraction; Natural product.

Resumen

El objetivo de este trabajo fue cuantificar los compuestos fenélicos y evaluar la actividad
antioxidante y antimicrobiana de los extractos de corteza del tallo de Croton cajucara
BENTH. Un disefio experimental (Box Hunter y Hunter) de dos factores y dos niveles
determina qué variables influyen en el proceso de extraccién. Para la cuantificacion de
compuestos fendlicos se utilizd la metodologia de Folin-Ciocalteau. Para la actividad
antioxidante se aplicé el método IC50. Para el analisis antimicrobiano se utiliz el método de
microdilucion para indicar la Concentracion Minima Inhibidora (CMI) frente a cepas
bacterianas, asi como cepas fungicas. En la cuantificacion de compuestos fenolicos, hubo una
variacion entre 26,98 y 50,32 mgEAG/g. En cuanto a la actividad antioxidante, se encontraron
valores de 9.01% a 14.03%. En cuanto a la actividad antimicrobiana, los extractos no
inhibieron el crecimiento de las bacterias y hongos probados. Todos los resultados fueron
tratados estadisticamente y, en general, demostraron que las mejores condiciones de
extraccién fueron T=60 ° Cy G=0.10 mm.

Palabras clave: Croton cajucara BENTH; Extraccion; Producto natural.

1. Introducéo

O emprego de produtos naturais, sobretudo da flora, para fins quimioterapicos, surgiu
com a humanidade. Os primeiros sinais do uso de plantas, com suposto carater medicinal,
foram encontrados nas civilizagbes mais antigas, sendo considerada uma das praticas mais
remotas utilizada pelo ser humano para a prevencédo, cura e tratamento de doencas, servindo
como importante fonte de compostos biologicamente ativos (Andrade, Cardoso & Bastos,
2007). Toda essa informacdo foi, de inicio, sendo transmitida oralmente as geragdes
posteriores. Com o surgimento da escrita, passou a ser preservada como um tesouro (Araujo
et al, 2007).

A utilizagdo de plantas como medicamento estd fundamentada, portanto, em estudos

etnofarmacoldgicos que, partindo do uso tradicional e do conhecimento popular sobre as
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propriedades farmacolégicas de certos vegetais, indicam o potencial para o desenvolvimento
de novos fitoterdpicos. Neste contexto, as plantas sdo uma fonte importante de produtos
naturais biologicamente ativos, muitos dos quais podem-se utilizar para a sintese de inimeros
farmacos (Scopel, 2005).

Atualmente, o interesse popular nas plantas medicinais para fins terapéuticos tem sido
muito significativo, devido ao dificil acesso da populacdo aos medicamentos sintéticos. De
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), entre 60-80% da populacdo mundial
utiliza a medicina tradicional ou a fitoterapia no tratamento de varias doencas (Bagatini, Silva
& Tedesco, 2007).

A espécie Croton cajucara BENTH (CcB) pertencente a familia Euphobiaceae é
encontrada com frequéncia na Regido Amazonica. Esta ¢ conhecida como “Sacaca” que
significa “feitico” na lingua Tupi, e apresenta um grande valor medicinal no tratamento de
diversas doencas. A folha e a casca do caule desse vegetal sdo utilizadas de forma empirica
pelo homem na forma de ch4, para o tratamento de doencas como: diabetes, diarreia, malaria,
febre, distrbios gastrintestinais, renais, hepaticos e no controle de elevados niveis de
colesterol (Di stasi et al, 1989).

Os vegetais de carater antioxidante sdo compostos nos quais apresentam a capacidade
de inibir ou bloguear processos oxidativos, quando em baixas concentracfes. O equilibrio
fisico-quimico de alguns produtos é obtido através da adicdo de antioxidantes sintéticos,
como butil-hidroxi-tolueno (BHT) e butil-hidroxianisol (BHA), porém estas substancias
apresentam riscos a saude humana. Portanto, a pesquisa por antioxidantes de fontes naturais
gque possam substituir os sintéticos tem recebido muita atencdo por parte do segmento
académico e industrial (Decker, 2008; Matkowski, 2008; Reische, Lillard & Eitenmiller,
2008; Botterweck et al, 2000; Dahanukar et al, 2000).

Outro fator a ser considerado € a acdo antimicrobiana, nos quais acarretam diversas
patogenias nos seres humanos, mas no final da década de XX houve um aumento significativo
na busca de agentes antimicrobianos naturais (Rauha, 2000).

Até o presente momento, nenhuma pesquisa avaliou a interferéncia de processos de
extracdo para a obtencdo de atividades antioxidante e antimicrobiana, bem como

quantificacdo de polifendis totais das cascas do caule da Croton cajucara BENTH.
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2. Metodologia

Neste estudo foram coletados cascas do caule de Croton cajucara BENTH na
Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRa), cidade de Belém, no estado do Para.

As cascas do caule do vegetal foram devidamente secas em estufas com ar circulante a
temperatura de 30°C por 72h, para remogéo prévia de umidade. Apds isso, os materiais foram
submetidos a processos de trituracdo utilizando o moinho de facas e, posteriormente, moinho
de bolas, a fim de se obter as granulometrias ideais para a extracdo. Apds isso, realizou-se a
andlise granulométrica obtendo material do tipo p6 fino e moderadamente grosso nos quais
foram destinados ao planejamento experimental utilizando extragdo do tipo sélido-liquido em
um extrator de ago-inox. A casca do caule do Croton cajucara BENTH foi pesada obtendo
uma massa total de um quilo e cem gramas (1,1 Kg), deste material foram pesadas oito
amostras de cem gramas (100 g), cada uma, sendo quatro amostras do material dito p6 fino e
quatro do p6 moderadamente grosso.

Apos isso, é realizada uma analise granulométrica para a classificacdo da literatura,
dos materiais com granulometrias diferentes. Em seguida €é realizada uma extracdo
convencional com o intuito de obter os extratos vegetais, para assim, obter as variaveis de

resposta atividade antioxidante, compostos fenolicos e atividade microbiana.

2.1 Analise Granulométrica

Peneiras da série Tyler (W.S. Tyler, USA) foram selecionadas e pesadas para a
realizacdo do estudo em questdo. Para a analise empregou-se uma massa total de 1.076,6g.
Apds isso, o equipamento foi ligado, depois de 15 min, sob agitacdo Rot-Up, as peneiras
foram pesadas novamente para a determinacdo da quantidade de amostra retida em cada

peneira. As massas obtidas foram acondicionadas em sacos plasticos.

2.2 Extracdo do material

Para o processo de extracdo convencional (material botanico e etanol), utilizou-se em
escala laboratorial, um extrator encamisado, feito de aco inoxidavel, com agitador mecanico,
acoplado a um banho termostatico de circulacdo de fluido. A parte superior do extrator dispde
de 3 orificios, os quais sdo utilizados um para introducdo do agitador mecénico, um para o
termdmetro e outro era fechado com um bico de vidro. Periodicamente, media-se a

temperatura interna do reator (Brasil et al., 2019).
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As varidveis empregadas foram temperatura e granulometria, sendo estas estabelecidas
pelo planejamento Box Hunter e Hunter, modelo constituido em dois niveis (+1, -1) (Tabela
1).

Tabela 1. Variaveis de entrada e seus niveis.

VARIAVEL REAL VARIAVEL NIVEIS
(UND) CODIFICADA -1 1
Temperatura (°C) X1 50 60
Granulometria (mm) X2 0,10 0,51

Legenda: X:= temperatura; X,= granulometria; °C= Graus Celsius; mm= milimetros. Fonte: Arquivo
pessoal.

Na Tabela 1 é o nivel -1 corresponde a temperatura de 50 °C e granulometria de 0,10
milimetros. Ja o nivel 1 equivale a temperatura de 60 °C e granulometria de 0,51 milimetros.

Em relagdo aos fatores fixos temos: a agitacdo, massa do material boténico, relacao
massa solvente e tempo de extracao.

Para as variaveis de entrada, a quantificacdo de compostos fendlicos, avaliacdo da
atividade antioxidante e avaliacdo da atividade antimicrobiana foram avaliados como analise
de resposta.

Os testes experimentais foram dispostos de forma aleatéria, como é fornecido pela

matriz de planejamento (Tabela 2).

Tabela 2. Matriz de experimentos com parametros variaveis.
ENSAIO | VARIAVEIS CODIFICADAS

S X1 X2
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 -1 -1
6 1 -1
7 -1 1
8 1 1

Fonte: Arquivo pessoal.
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A Tabela 2 mostra como os ensaios foram realizados segundo as suas variaveis
codificadas. Por exemplo: O ensaio 1 € submetido & temperatura de 50 °C e a granulometria
do material boténico é de 0,10 milimetros.

2.3 Quantificacdo de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos totais dos extratos do CcB foram quantificados através do
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (Gutfinger, 1981) com algumas alteracdes,
utilizando o &cido galico para construcdo da uma curva-padrdo. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata. Os resultados foram expressos em mg de &cido galico equivalente por
g de peso seco da amostra (mg EAG/Q).

Preparou-se uma solucdo mée de cada um dos 8 ensaios com 10 mg do extrato bruto
para 3 mL de alcool etilico (1:3), posteriormente tiveram seus pHs ajustados para neutro
(pH=7), utilizando uma solucdo de carbonato de s6dio (NaCO3). O valor de absorbancia em
que os ensaios devem ficar é entre 0,300 a 0,700.

Em cubetas de leitura, foram adicionados 0,075 mL de amostra, 1,675 mL de solugéo
saturada de carbonato de sodio e 0,25 mL de Folin-Ciocalteu formando um meio reacional de
coloracdo azulada. Este procedimento foi realizado para as amostras 1, 3, 4, 6 e 8, onde estas
foram diluidas 6,67 vezes. Com relacdo a amostra 2, empregou-se 0,045 mL de amostra,
1,705 mL de solucdo saturada de carbonato de sddio e 0,250 mL de Folin-Ciocalteu, o qual
caracteriza uma diluicdo de 11,111 vezes. Ja para a amostra 5 fora necessario de 0,060 mL de
amostra, 1,690 mL de solucdo saturada de carbonato de sodio e 0,25 mL de Folin-Ciocalteu.
O que fornece uma diluicdo de 8,333 vezes. Para a amostra 7, necessitou-se uma diluicdo de
10 vezes. Neste caso, utilizou-se 0,050 mL de amostra, 1,700 mL de solucdo saturada de
carbonato de sodio e 0,25 mL de Folin-Ciocalteu.

As cubetas foram isoladas, a temperatura ambiente e ap6s 30 minutos foi realizada a

leitura de absorbancia em espectrofotdmetro a 760 nm (UV-Vis).

2.4 Avaliac@o Antioxidante

Para a determinacdo do potencial antioxidante dos ensaios, utilizou-se o cromdéforo
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) (Cavin et al, 1998; Bouchet, Barrier & Fauconneau,

1998). Para a realizagdo do experimento, foi necessario preparar uma solugdo de DPPH 0,06
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mM momentos antes de seu uso. Preparou-se uma solugcdo mae de cada um dos 8 ensaios com
20 mg de extrato bruto para 1 mL de etanol. Em cubetas de leitura, transferiu-se 0,05 mL da
amostra 1,95 mL de solucdo de DPPH 0,06 mM (AA). A leitura da absorbéncia foi realizada
em espectrofotdbmetro, marca QUIMIS, a 570 nm em tempos de 0 min, 15 min, 30 min, 45
min e 60 min.

Estabeleceu-se a absorbancia do controle (AC) através da medi¢do da absorbancia da
mistura de 1,95 mL de DPPH 0,06 mM (violeta) e 0,5 mL de metanol.

Para o branco cada uma das solucdes dos extratos estudados (0,5 mL), foram
inseridos 1,95 mL de alcool metilico (AB).

O teste foi realizado em triplicata. A atividade antioxidante foi determinada em
termos porcentagem de reacdo segundo a equacao 2.

A 1Cso determina que quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor
seré a sua 1Cso e maior a sua atividade antioxidante (Sousa et al, 2007).

%inibicdo = [(AA — AB)] X 100 (1)
AC
Onde:
AA: absorbancia da amostra;
AB: absorbéncia do branco;

AC: absorbancia do controle negativo.

2.5 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Para os testes da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas padrdo American
Type Culture Colection (ATCC) de Staphylococcus aureus, ATCC 29213; Salmonella spp.
ATCC 14029, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27583, Candida albicans ATCC 1009 e
Proteus mirabilis ATTC 7002, obtidas da FIOCRUZ/Laboratorio Central do Estado do Para
(LACEN-PA).

Os extratos foram submetidos a testes de microdiluigéo, para a determinagdo da CIM
(Eloff, 1998), onde utilizou-se as concentra¢des de 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 pg/mL

por pogo. As amostras foram diluidas em alcool metilico P.A.
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Em 54 pocos da placa com 96 pocos adicionou-se 0,180 mL de caldo Muller Hinton,
0,010 mL das amostras (extratos da casca do CcB) e 0,010 mL das suspensdes bacterianas,
num total de 0,200 mL.

Para o controle negativo foi utilizado uma mistura contendo 0,010 mL da suspenséo
bacteriana + 0,010 mL de gentamicina (antibiotico para bactérias) ou nistatina (antibiotico
para fungo) e 1,80 mL de caldo Muller Hinton; j& para o controle positivo, em 3 pocos
empregou-se 0,180 mL de alcool metilico 99,5% e em outros 3 pogos 0,180 mL de caldo
Mdiller Hinton (Wayne, 2007).

Apos isso, as placas foram cobertas com papel aluminio e postas em uma estufa
bacterioldgica a 35°C por 24 h. Posteriormente, foi adicionada a placa teste, 0,010 mL de uma
solucdo de MTT (2 mg/mL), sendo que a placa foi novamente incubada por 3 horas. O MTT €
um sal de tetrazolio, que possui coloracdo amarela, no entanto em células viaveis esse sal é
reduzido a formazan que apresenta coloracdo azul.

3. Resultados e Discussao

3.1 Analise Granulométrica da Casca do Croton cajucara BENTH

Para a realizacdo da andlise granulométrica do material botanico, utilizou-se peneiras
Tylers de 30, 60, 65, 270 e 400 mm, além de um coletor o qual determinou as faixas
granulométricas. As faixas nos quais a casca do caule do material botanico foram mais retidas
0-35 mm e 65-270 mm, apresentando respectivamente 55,87% e 17,88% (Tabela 3 e Figura
1).

O material contido na peneira de diametro de 0,425 mm é dito como p6 moderadamente
grosso, o qual é aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura
nominal de malha de 710 um e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha
de 250 um. Ja para o material retido nas peneiras com didmetros de 0,212 mm a 0,380 mm é
dito como po6 fino, que é aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis com

abertura nominal de malha de 180 um (Agéncia nacional de vigilancia sanitaria, 2010).
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Figura 1. Gréfico da Distribuicdo Granulométrica da casca do caule do
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Na Figura 1 é possivel observar que a peneira que apresentou maior material retido foi

a com abertura de 0,425 milimetros e a menor foi a de 0,380 milimetros.

Tabela 3. Dados utilizados para os calculos do Diametro médio de Sauter.

TYLER (mm) MASSA RETIDA (g) PERCEEE%AE)':A[Z;)I\/IASSA
85 601,50 5587
60 180,00 16,72
65 76,60 711
270 192,50 1788
400 26,00 24
-400 0,00 0.00
TOTAL 1076,60 100,00

Fonte: Arquivo pessoal.

Na Tabela 3 verifica-se que a quantidade de massa retida no Tyler de 35 milimetros

reteve mais da metade de todo o material utilizado no trabalho.

10
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Aplicando os valores obtidos com a analise distribuicdo granulométrica na equacéo 2,
obteve-se um didmetro médio de Sauter das particulas para o0 p6 moderadamente grosso de
0,51 mm e 0,10 mm para o po fino.

Dm =3 Pr (2)
Onde:

Dm = Diametro médio de Sauter;

Pr = Produtério obtido.

3.2 Quantificacdo de Compostos Fendlicos

A Tabela 4 contém os valores da quantificacdo dos compostos fendlicos totais dos
extratos. Os valores foram calculados a partir da equacdo de regressdo y = 14,35x, com
coeficiente de correlagdo (R?) igual a 0,975, o qual foi obtido pela curva de calibragio do
acido galico (y é a absorbancia a 750 nm e x é a concentracdo em mg de acido galico em g de

extrato).

Tabela 4. Resultados da variavel de resposta Compostos Fenolicos.

VARIAVEIS REAIS CF
ENSAIOS
T (°C) G (mm) mg EAG/g
1 50 0,10 32,33
2 60 0,10 48,47
3 50 0,51 36,30
4 60 0,51 26,98
5 50 0,10 37,60
6 60 0,10 50,32
7 50 0,51 41,47
8 60 0,51 31,71

Legenda: T= Temperatura; G= Granulometria; CF= Compostos fendlicos; EAG= Equivalente Acido
Galico; mm= milimetro; mg= miligrama; g= grama; °C= Graus Celsius. Fonte: Arquivo pessoal.

Na Tabela 3 é possivel observar a maior quantidade de compostos fenolicos foi

encontrada no ensaio 4 e a maior no ensaio 6.

11
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3.2.1 Andlise estatistica da variavel de resposta Compostos Fendlicos (CF)

O coeficiente de determinacéo (R?), para a analise da variancia para a variavel de
resposta Compostos Fendlicos, foi de 0,9145 ou 91,45%, onde o0 modelo proposto, bem como
para a respota RD, descreveu adequadamente a resposta analisada.

Na tabela 5, é possivel verificar os valores dos efeitos dos parametros, o qual nos
fornece a informac&o de que as varidveis isolada X, (G) e de combinacédo binaria XixXz (T x

G), apresentaram influéncia significativa para a resposta CF.

Tabela 5. Efeitos estimados para Quantificacdo dos Compostos Fendlicos.

FATOR EFEITOS + ERRO PADRAO
Média 38,15+1,12
X1 2,45+224
X2 -8,07+2,24
(X1 X X2) -11,99+ 2,24

Fonte: Arquivo pessoal.

A variavel X; causa um efeito positivo, ja Xz e X1xXz causaram um efeito negativo na
variavel de resposta.

A analise da ANOVA (Tabela 6), para a variavel de resposta CF confirmou que as
variaveis Xo e X1xXz apresentaram influéncia estatisticamente significativa em um nivel de
significancia menor que 5% (p<0,05), onde mostra uma menor probabilidade de estar na

regido de hipdtese nula (sem significancia estatistica para a resposta).

Tabela 6. ANOVA para Quantificacdo dos Compostos Fendlicos.

FATOR DE VARIACAO SQ GL MQ p
X1 11,96 1 11,96 0,336
X2 130,09 1 130,09 0,023
(X1 x X2) 287,28 1 287,28 0,006
Erro Puro 40,15 4 10,04
Total SQ 469,47 7

Legenda: R? = 0,9145. Fonte: Arquivo pessoal.
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Neste caso, a varidvel X1 (T), ndo apresentou influéncia estatistica na varidvel de

resposta CF.

O graéfico de pareto (Figura 2) confirmou que as variaveis isoladas X1Xz (T X G) e X2

(G) apresentaram significancia em 95% do limite de confianca, uma vez que as variaveis

estdo a direita da reta vertical indicativa do limite de rejeicdo da hip6tese nula.

Figura 2. Gréfico de pareto para a resposta Compostos Fendlicos.

-5,34983

-3,6001

1,001412

p=05
Efeitos estimados (Valor absoluto)

Fonte: Arquivo pessoal.

As variaveis X1xX2 e Xo apresentaram um efeito que causava uma redugdo na

quantificacdo dos compostos fendlicos totais do processo extrativo.

De acordo com as variaveis influentes para os valores de CF, que foi observado na

analise estatistica realizada anteriormente, propde-se 0 modelo estatistico genérico de 12

ordem esta apresentado na equacéo 3.

PT =Bo + P1X2 + P2X1 X2

(3)

Substituindo os valores dos coeficientes de regressdo (Tabela 7), obtém-se a equacao
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Tabela 7. Coeficientes de regressdo para a variavel de resposta Compostos Fendlicos.

PARAMETROS COEICIENTES
Média 38,15
Xz -4,03
Xix X 5,99

Fonte: Arquivo pessoal.

Os coeficientes de regressdo significativos foram X, (efeito positivo) e XiX> (efeito
negativo).
PT = 38,15 - 4,03X; - 5,99X1X> 4)

A andlise que mostra a distribuicdo dos residuos de forma aleatéria, ndo apresentando

comportamento sistematico ou tendencioso (Figura 3).

Figura 3. Grafico da Distribuicdo dos residuos em funcdo dos valores preditos para os

Compostos Fendlicos
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Fonte: Arquivo pessoal.

Para a resposta Compostos Fenolicos, os residuos apresentaram de forma aleatoria.
A Figura 4 apresenta a distribuicdo de probabilidade normal dos residuos, onde os
pontos terdo de estar devidamente muito proximos ou centralizados na reta que intercepta o

grafico. Neste caso, alguns pontos se dispersaram da reta.
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Figura 4. Grafico do Teste de Normalidade para Compostos Fendlicos.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Verifica-se que modelo proposto gerou residuos altos que védo de -4 a 4 e que ndo ha
tanta precisdo nos valores de compostos fendélicos fornecido pelo modelo de regressdo. No
grafico de normalidade é verificado que os pontos experimentais estdo dentro da curva.

O grafico de superficie de resposta mostra que no eixo z a resposta € em CF e nos
eixos x e 'y, as variaveis X1 e Xz (Figuras 5 (A) e (B)).

Figura 5. (A) Gréfico da Superficie de Resposta para os Compostos Fendlicos e (B) Curva de Nivel

para Compostos Fendlicos
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Fonte: Arquivo pessoal.

Na Figura 5 (A) e (B) é possivel observar que as condi¢Ges que propiciam 0 aumento
da quantificacdo dos compostos fendlicos, elas sdo X (temperatura) no seu nivel maximo +1

e Xz (granulometria) no seu valor minimo -1, em outras palavras, T = 60°C e G = 0,10 mm.
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3.3 Avaliacéo da atividade antioxidante (AA)

Na Tabela 8 consta a atividade antioxidante determinada pelo ensaio de DPPH. Os
resultados foram expressos em ICso e variaram de 9,01% (ensaio 6) a 14,03% (ensaio 7).
Devido ao ensaio 1 apresentar as mesmas condicOes de extracdo do ensaio 5, bem como 0 2,
semelhante ao 6, 3, correlato ao 7 e 4, equivalente a 8, entdo esperava-se que os valores de
atividade antioxidante fossem similares, o que de fato ocorreu (Brasil et al., 2019).

Tabela 8. Resultados da variavel de resposta Atividade Antioxidante

VARIAVEIS REAIS AA
ENSAIOS

T (°C) G (mm) (ICs0)
1 50 0,10 10,80
2 60 0,10 13,63
3 50 0,51 11,10
4 60 0,51 14,03
5 50 0,10 9,45
6 60 0,10 9,01
7 50 0,51 8,94
8 60 0,51 13,11

Legenda: T= Temperatura (°C); G= Granulometria (mm); AA= Atividade Antioxidante; 1Cso=
Concentracdo minima responsavel por diminuir o DPPH em 50 %; mm= milimetro; °C= Graus
Celsius. Fonte: Arquivo pessoal.

O ensaio com maior valor antioxidante foi o 4, onde foi empregada uma temperatura

de 60 °C e granulometria de 0,51 milimetros.

3.3.1 Andlise estatistica da variavel antioxidante

A analise de variancia (Tabela 9) mostrou que para as variaveis isoladas lineares Xi (T)
e X2 (G) e a varidvel combinada XXz (T x G) ndo apresentaram significancia um nivel de
significAncia menor ou igual a 5% do limite de confianca (p<0,05), onde mostra uma menor
probabilidade de estar na regido de hipotese nula (sem significancia estatistica para a

resposta).

16




Research, Society and Development, v. 9, n. 11, 1929119742, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i11.9742

Tabela 9. ANOVA para Atividade Antioxidante.

FATOR DE VARIACAO SQ GL MQ p
X1 11,26 1 11,26 0,15
X2 2,30 1 2,30 0,7
(X1 X Xz) 2,77 1 2,77 0,43
Erro Puro 14,34 4 3,58
Total SQ 30,67 7

Fonte: Arquivo pessoal.

Nenhuma das varidveis de entrada foram influentes para a variavel de resposta (AA).
O grafico de pareto (Figura 6), confirmou que as variaveis isoladas X1 e Xo e
combinadas X1xX2 ndo apresentaram significancia em 95% do limite de confianga.

Figura 6. Gréfico de Pareto para a resposta Atividade Antioxidante.

|1.772087

K2 ao10603

Efeitos estimados {Valor absoluto)

Fonte: Arquivo pessoal.

Uma vez que as varidveis estdo a esquerda da reta vertical indicativa do limite de
rejeicdo da hipotese nula, confirma-se que nenhuma varidvel de entrada foi influente para a

variavel de resposta andlise antioxidante.

3.4 Avaliacéo da Atividade Antimicrobiana

Os extratos obtidos pela extracdo convencional da casca do CcB foram submetidos ao

teste do CIM, o qual é a menor quantidade de amostra necesséria para a inibicdo do

17




Research, Society and Development, v. 9, n. 11, 1929119742, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i11.9742

microrganismo. Porém, os extratos ndo inibiram os crescimentos das bactérias e fungo
testados, apresentando uma CIM > 1000 pg/mL, ndo havendo atividade inibitoria do ponto de

vista clinico nesta concentrag&o.

3.5 Funcéo Desejabilidade

Para a otimizagcdo do processo extrativo diante das varidveis X; e Xz, 0S quais sdo
respectivamente, temperatura empregada e granulometria do material botanico, foi aplicada a
técnica de otimiza¢do simultinea “Func¢do Desejabilidade” (Derringer & Suich, 1980;
Akhanazarova & Kafarov, 1982).

Na Tabela 10 observa-se os valores atribuidos para a otimizacdo do processo extrativo
(Statistica® 7.0). Para isso foram empregados os valores numéricos para o limite inferior (L1),
valor mediano (M) e limite superior (LS), bem como, os valores dos expoentes s e t.

Tabela 9. Parametros utilizados na otimizacao da resposta Compostos Fenolicos.

RESPOSTAS LI M LS ] t

CF 38,65 (0,5) 50,32 (1) 10 10
26,98 (0)

Legenda: CF= Compostos Fendlicos; L= Limite Inferior; M= Mediana; LS= Limite Superior. Fonte:
Arquivo pessoal.

Os valores da Tabela 10 indicam a importancia da funcao para encontrar o valor médio
desejado. O valor 0 significa que o valor € indesejado, 0,5 moderadamente desejado e 1 muito
desejado.

O diagrama da Funcdo Desejabilidade, mostrado na Figura 7 usando os coeficientes s
e t = 10 e fator de grade igual a 50, apresentou um coeficiente de desejabilidade global (D)
0,9725 ou 97,25%, o qual € consideravel uma resposta aceitavel e excelente. Ademais,
considerado o valor de desejabilidade 1, acima de acima de 50%, para a variavel de resposta

Compostos Fendlicos.
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Figura 7. Valores preditos para as varidveis de resposta Compostos Fenolicos e fungédo

desejabilidade.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Os niveis das variaveis X1 (T) e X2 (G) que otimizam as respostas sdo 1 e -1
respectivamente, ou seja, T = 60°C e G = 0,10 mm.

O valor 6timo para a variavel de resposta € mostrado através das linhas tracejadas
horizontais em azul, onde mostram que o valor 6timo para a variavel de resposta Compostos
Fenolicos 49,39%.

4. Consideracdes Finais

Portanto, 0 método de extracdo empregado neste estudo foi eficiente para a obtencao
da variavl de resposta Compostos Fenolicos, porém néo foi influente na resposta Atividade
Antioxidante. Além disso, foi observado que a casca do caule do Croton cajucara BENTH
ndo apresentou atividade frente as cepas bacterianas e fungica estudadas.

Em relacdo a resposta Compostos Fendlicos, foi possivel observar que as variaveis
codificadas individuais X (Granulometria) e combinada XXz (Temperatura X
Granulometria), foram significativos. Vale ressaltar que esses valores foram comprovados
através andlise de efeitos estimados, coeficientes de regressdo, analise de variancia, grafico de
pareto e modelo matematico proposto. Entretanto, para a atividade antioxidante as variaveis

de entrada ndo apresentaram significancia estatistica.
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De modo geral, os niveis para as varidveis codificadas X1 e X ideais para obtencéo
dos maiores valores das variaveis de resposta significativas foram +1 e -1, ou seja,
temperatura de extragdo de 60°C e granulometria do material botanico de 0,10 mm.

Sugestdo para trabalhos futuros: adicionar a temperatura de secagem como variavel de

entrada e comparar os resultados das variaveis de resposta entre os métodos de extracdo

convencional e supercritica.
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