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Resumo

Abstract: Moringa oleifera Lamarck is native of India, which has a variety of organic compounds 
in its leaves, recognized for high antioxidant capacity. The objective of this work was to evaluate 
the in vitro antioxidant activity of extracts and oils extracted from the seeds and seeds/leaves 
of M. oleífera Lam. The content of total phenolic compounds of the extracts was determined by 
Folin-Ciocalteu method and the cytotoxicity test evaluated by sulforhodamine B method. The 
results showed that the ethanolic extract of the seed presented greater antioxidant activity, its 
total phenolic content was 235.11 ± 73.49 mg EAG/g and did not show cytotoxicity at the tested 
concentrations. The ethanolic extract of M. oleífera Lam seeds has good potential for having 
antioxidant activity and low cytotoxicity.

A Moringa oleifera Lamarck é uma planta nativa da Índia, que apresenta em suas sementes e 
folhas uma variedade de compostos orgânicos reconhecidos pela alta capacidade antioxidante. 
Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante in vitro de extratos e óleos das 
sementes e sementes/folhas da M. oleífera Lam. Também foi determinado o teor de compostos 
fenólicos totais dos extratos pelo método de Folin-Ciocalteu e avaliação da citotoxicidade para 
fibroblastos humanos pelo método de sulforodamina B. Os resultados mostraram que o extrato 
etanólico da semente apresentou maior atividade antioxidante, o teor de fenólicos totais desse 
extrato foi de 235,11 ± 73,49 mg EAG/g e não apresentou elevada citotoxicidade nas concentrações 
testadas.  O extrato etanólico de sementes de M. oleífera Lam possui bom potencial antioxidante 
e baixa citotoxicidade.
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1. Introdução

A Moringa oleifera pertence à família 
Moringaceae, que é composta apenas de um 
gênero e de quatorze espécies conhecidas. Nativa 
do Norte da Índia, a árvore cresce atualmente em 
vários países tropicais e subtropicais do mundo 
por causa de suas características adaptáveis 
e resilientes, como a capacidade de crescer 
rapidamente, sobreviver em condições de seca 
e sua longevidade.1 Esta planta tem aplicações 
variadas em agricultura, medicina, pecuária, seres 
humanos e outros sistemas biológicos. 

De acordo com Stohs e Hartman,3 todas as 
partes desta planta, em especial as suas folhas, 
são conhecidas por apresentarem atividades 
biológicas, as quais devem ser decorrentes 
da presença de uma grande variedade de 
compostos, tais como polifenóis, ácidos 
fenólicos e flavonoides, além de glucosinolatos 
e alcaloides.4 O extrato de folhas de M. oleífera 
Lam exibe atividade antioxidante in vitro e in 
vivo, devido à abundância de ácidos fenólicos e 
flavonoides.5-7 A presença de compostos fenólicos 
neste vegetal foi relatada por Singh e Phondani,8,9 
que identificaram ácidos fenólicos, dentre eles 
os ácidos gálico, clorogênico, elágico e ferúlico, e 
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flavonoides, como o kaempferol, a quercetina e 
a vanilina em extratos aquosos das folhas, frutos 
e sementes, com destaque para o extrato da 
folha, o qual apresentava um maior conteúdo de 
compostos fenólicos totais e flavonoides. 

A preferência do mercado consumidor por 
produtos naturais em detrimento aos produtos 
sintéticos tem contribuído para o desenvolvimento 
de pesquisas envolvendo a extração de óleos 
de plantas contendo flavonoides, carotenóides, 
fosfatídeos, tocoferois e ácido ascórbico, compostos 
oficialmente reconhecidos como antioxidantes. 
Existem, porém, poucos relatos na literatura 
considerando a atividade antioxidante dos óleos 
extraídos das sementes de M. oleifera Lam.10

Considerando o potencial da M. oleífera Lam, 
como fonte de compostos bioativos de interesse 
para a indústria farmacológica e de alimentos, 
o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade 
antioxidante in vitro do óleo das sementes 
extraídos no laboratório e dos óleos das sementes 
e ou sementes/folhas da moringa fornecidos pela 
Plantus Indústria e Comércio de óleos Extratos e 
Saneantes LTDA, e a determinação do teor total 
de compostos fenólicos, flavonoides totais do 
óleo extraído com etanol. O óleo que apresentou 
melhor resultado de atividade antioxidante 
foi avaliado em relação à citotoxicidade para 
fibroblastos humanos MRC-5.

2. Parte Experimental

2.1. Reagentes e materiais vegetais

Os reagentes e solventes foram adquiridos 
da Sigma Aldrich e utilizados sem purificação 
adicional. As sementes foram compradas em 
Patos, Paraíba/Brasil. Os óleos comerciais 
oriundos de sementes e de sementes/folhas foram 
fornecidos pela Plantus Indústria e Comércio de 
Óleos Extratos e Saneantes LTDA.

2.2. Preparação dos extratos das sementes 
M. oleifera Lam 

As sementes foram beneficiadas, separando-se 
as sementes das cascas e impurezas. Em seguida 
triturou-se as sementes e secas em estufa a 70 °C 
para eliminar o teor de umidade. As extrações do 
óleo de M. oleífera Lam foram realizadas em 

aparelho extrator Soxhlet, onde se utilizou cerca 
de 30,0 g de sementes secas e 200,00 mL de 
solvente. Os solventes utilizados foram  hexano 
(PE: 68 °C), etanol (PE: 78 °C) e diclorometano (PE: 
39,6 °C), sendo o tempo de extração de  8 horas. 
A temperatura de extração foi mantida de acordo 
com o ponto de ebulição de cada solvente. Após o 
período de extração, o solvente foi rotaevaporado, 
mantendo a temperatura do banho em 70 °C, 
obtendo os extratos: hexano (1), diclorometano 
(2) e etanol (5). O rendimento de cada extração 
foi calculado dividindo a massa de óleo obtido (g)/
massa de semente seca (g) e multiplicando por 100. 
Obteve-se um rendimento de 40 % para o extrato 
hexano (1) e os demais foram cerca de 29 %.

2.3. Avaliação da atividade antioxidante

A capacidade das frações de sequestrar radicais 
livres foi avaliada pelo método fotocolorimétrico 
in vitro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila), de acordo com SOUSA et al., 2007, com 
modificações.11 Os extratos foram solubilizados 
em metanol para obtenção de soluções estoque 
na concentração de 20,0 mg/mL. Alíquotas dessas 
soluções foram transferidas para uma placa de 
96 poços, a fim de se obter concentrações finais 
de 0,1, 0,3, 0,6, 1,2, 2,5, 5,0 e 10,0 mg/mL. Após 
adição das amostras, foram acrescentados 100 
µL de DPPH 0,008 % p/v e metanol. O volume 
final foi ajustado para 240 µL com etanol. A placa 
foi incubada por 30 min, ao abrigo de luz e foi 
realizada a leitura das absorbâncias a 490 nm. 
Todas as análises foram realizadas em triplicata. 
A capacidade de sequestrar os radicais livres foi 
avaliada pela porcentagem de inibição do radical 
livre (% I) utilizando a fórmula: % I = (Abscontrole – 
Absamostra/ Abscontrole) x 100. Os resultados de % I 
foram utilizados para determinar a CE50, ou seja, a 
concentração necessária para obter 50 % do efeito 
antioxidante, após o equilíbrio da reação. Essa 
determinação foi realizada utilizando GraphPad 
Prism® 5.0, utilizando equação não linear.

Além de DPPH•, a capacidade das frações de 
sequestrar radicais livres também foi avaliada 
pelo método do radical livre ABTS• (2,2-azino-
bis-3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico), de 
acordo com LI et al., 2009, com modificações.12 A 
formação do radical foi efetuada a partir da mistura 
de 5 mL de sal ABTS (7,4 mmol/L) com 5 mL de 
perssulfato de potássio (K8S2O8) (2,6 mmol/L), em 
água. Essa mistura foi armazenada ao abrigo de 
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luz por 12h. Após esse tempo a solução foi diluída 
com etanol para obter absorbância de 0,70 ± 0,02 
a 650 nm.  As soluções estoques dos extratos e as 
concentrações testadas foram obtidas da mesma 
forma que para o método DPPH. Após adição das 
amostras, foram acrescentados 120 µL de ABTS. O 
volume final foi ajustado para 150 µL com etanol. 
A placa foi incubada por 6 min, ao abrigo de luz e 
a leitura das absorbâncias foi realizada a 650 nm. 
Todas as análises foram realizadas em triplicata. 
A % I e a CE50 foram calculadas da forma descrita 
anteriormente para o método DPPH.

Os resultados foram analisados pelo teste 
estatístico One-way ANOVA, realizado utilizando 
GraphPad Prism® 5.0, onde foi considerado 
diferença estatística quando p < 0,05.

2.4. Determinação do teor de compostos 
fenólicos totais

A determinação do teor de compostos fenólicos 
totais foi realizada pelo método do reagente de 
Folin-Ciocalteu, segundo Bonoli e colaboradores, 
com modificações.13 Foram preparadas soluções 
estoque dos extratos em etanol 95 %, na 
concentração de 5 mg/mL. Alíquotas de 80 µL 
dessas soluções foram transferidas para poços 
de uma placa de 96 poços e foram adicionados 
30 µL de água destilada e 10 µL de reagente 
Folin-Ciocalteu (Cromoline®, Brasil). Em seguida a 
placa foi agitada por 1 min e foram adicionados 
40 µL de carbonato de sódio (Vetec®, Brasil) a 
15 % p/v. Após agitação por 30 segundos, foram 
adicionados 40 µL de água destilada para que 
a concentração final fosse 0,2 mg/mL. Para 
construção da curva de calibração, foi utilizada 
uma solução estoque de ácido gálico (Vetec®, 
Brasil) a 1,0 mg/mL e metanol 95 %. Alíquotas 
dessa solução foram transferidas para uma placa 
de 96 poços de modo a se obter concentrações 
finais de 10,0 a 20,0, 40,0, 80,0, 160,0 e 350,0 µg/
mL, com volume ajustado com água destilada para 
80 µL. Os mesmos procedimentos das amostras 
foram realizados. Após incubação por 2 horas, 
a leitura da absorbância foi realizada em leitor 
de microplacas (Molecular Devices®) a 650 nm. 
Todas as análises foram realizadas em triplicata. 
O teor de fenólicos totais foi quantificado pela 
interpolação dos resultados das amostras com a 
equação obtida pela curva padrão. Os resultados 
foram expressos com mg de equivalentes de ácido 
gálico por grama de amostra (mg EAG/g).

2.5. Teste de citotoxicidade

Para a realização do teste de citotoxidade 
as células, fibroblastos humanos MRC-5, foram 
cultivadas sem meio RPMI 1640 (Sigma®) contendo 
10 % de soro fetal bovino (Vitrocell®) e gentamicina 
(60 μg/L). As culturas foram incubadas em estufa 
a 37 °C com 5 % de CO2. O óleo extraído com 
etanol foi solubilizado em meio RPMI contendo 2 
% de DMSO nas concentrações de (4,00, 2,00, 1,00, 
0,50, 0,25, 0,12 e 0,06 mg/mL). As células (5 x 105 
células por poço) foram adicionadas em placas 
de 96 poços para cultivo celular e incubadas por 
24 h para adesão. O sobrenadante foi removido 
e foram adicionados 100 µL das amostras nas 
diferentes concentrações. Como controles foram 
incluídos células somente com RPMI e com RPMI 
contendo DMSO 2 %. Após adição das amostras, as 
placas foram incubadas por 24h, e, em seguida, a 
viabilidade celular foi determinada pelo método de 
sulforodamina B (SRB).14 O meio foi removido e os 
poços foram cuidadosamente lavados duas vezes 
com PBS pH 7,2. As células foram então fixadas por 
adição de 100 µL de ácido tricloroacético a 20 % 
frio durante 1 h a 4 °C. Após este tempo, a placa foi 
lavada com água destilada e seca. Posteriormente, 
as células fixadas foram coradas durante 30 min 
com 30 µL de SRB 0,1 % dissolvido em ácido 
acético a 1 %. A placa foi então lavada com 
ácidoacético a 1 %, novamente deixada a secar e 
foram adicionados 200 µL de tampãoTris 10 mM 
(pH 10,5) para solubilizar a coloração.  Depois de 
aproximadamente 30 min a temperatura ambiente, 
a absorbância das amostras foi lida em leitor de 
microplacas (490 nm) e os valores foram expressos 
como porcentagem de viabilidade em relação ao 
controle (células não tratadas). A concentração 
citotóxica para 50 % das células (CC50) foi calculada 
utilizando GraphPad Prism® 5.0.

3. Resultados e Discussão

Os óleos 1, 2 e 5, Figura 1, foram obtidos 
via extração contínua com extrator Soxhlet 
com diferentes solventes orgânicos (hexano 
P.A., diclorometano P.A. e etanol P.A.). Os óleos 
foram obtidos com rendimentos  entre 38-40 %. 
Os  óleos 3 e 4, Figura 1, foram processados e 
purificados pela Plantus Indústrias e Comércio de 
Óleos Extratos e Saneantes LTDA .
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Os resultados da atividade antioxidante 
mostraram que os óleos extraídos com  hexano 
e diclorometano  e o óleo comercial da mistura 
sementes/folhas apresentaram atividade 
antioxidante fraca (baixa porcentagem de 
inibição), conforme Figura 2. O óleo extraído 
com etanol e o óleo comercial de sementes 
apresentaram melhores resultados (menores 
CE50), sendo o primeiro mais eficaz na atividade 
antioxidante, sem diferença estatística em relação 
ao controle, conforme Figura 2.

Dessa forma, observa-se que os compostos com 
capacidade antioxidantes presentes nas sementes 
de M. oleífera Lam foram extraídos de forma mais 
eficaz por solvente de maior polaridade. A maior 
concentração de compostos antioxidantes em 
solventes mais polares também foi observada no 
estudo realizado com folhas de moringa.15

Os resultados obtidos na determinação do teor 
de compostos fenólicos totais foram realizados 
pelo método do reagente de Folin-Ciocalteu, cuja 
curva padrão apresentou r2 = 0,9993, equação y = 
0,0030x + 0,0956. Os resultados são apresentados 
na Tabela 1. Somente o óleo extraído com etanol 

apresentou compostos fenólicos detectáveis pela 
metodologia utilizada. Esse resultado indica que 
os compostos fenólicos contribuem para a maior 
ação antioxidante desse óleo.

Os compostos fenólicos são os principais 
antioxidantes de origem vegetal e dentre os 
mecanismos relacionados a essa ação farmacológica 
está à eliminação de radicais livres.16 O catecol, 
presente em flavonoides, taninos, cumarinas e 
ácidos fenólicos, que possui dois grupos hidroxila 
na posição orto, é considerado principal grupo 
funcional para a ação antioxidante e está presente 
em muitos fenólicos naturais. Os catecóis são 
capazes de capturar dois radicais na maioria das 
condições, como mostrado na Figura 3.17 Além 
do catecol (grupo o-difenólico), os flavonoides, 
por exemplo, possuem outros grupos funcionais 
importantes para a atividade antioxidante, como 
duplas ligações conjugadas e grupos hidroxilas

Radicais livres estão envolvidos no processo 
etiológico de diversas patologias como 
aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos 
neurodegenerativos, câncer e doenças 
cardiovasculares.18 Portanto, considerando que 

Figura 1. (1) Óleo (extraído com hexano); (2) Óleo (extraído com diclorometano); (3) Óleo comercial da 
mistura semente/ folha; (4) Óleo comercial de sementes; (5) Óleo (extraído com etanol)

Figura 2. Atividade antioxidante dos extratos de M. oleífera (CE50: concetração requerida para obter 50 
% do efeito antioxidante. Resultados expressos como média ± desvio padrão. Letras diferentes indicam 

p < 0,05 no teste estatístico One-way ANOVA)
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substâncias naturais podem ser responsáveis 
pelo efeito de proteção contra os riscos de muitos 
processos patológicos, os resultados descritos 
neste trabalho estimulam a continuidade dos 
estudos para avaliar a ação antioxidante de 
substâncias isoladas do óleo extraído com etanol 
das sementes de M. oleífera Lam.

Além da capacidade antioxidante, foi 
avaliada a citotoxicidade do extrato etanólico, 
que apresentou melhor ação antioxidante. A 
concentração citotóxica para 50 % das células foi 
3,3 mg/mL (CC50 = 3,3 mg/mL). A concentração 
efetiva na atividade antioxidante (CE50 = 2,57 mg/
mL, método ABTS) foi menor que a CC50, indicando 
baixa toxicidade.

4. Conclusões

O extrato etanólico das sementes de M. oleífera 
Lam apresentou a maior atividade antioxidante, 
seguido pelo óleo das sementes. Entre os valores 
de CE50, o obtido com o extrato etanólico das 
sementes de M. oleífera Lam é o mais significativo, 
sendo coerente com a quantificação de fenólicos 
totais do mesmo extrato. Ainda, o extrato etanólico 
das sementes de M. oleífera Lam não apresentou 

alta citotoxicidade em nenhuma das concentrações 
avaliadas em relação a metodologia utilizada. Sendo 
assim, tal extrato possui bom potencial, visto que 
possui uma considerável atividade antioxidante e 
baixa citotoxicidade.
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