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RESUMO

CIRIACO, ARIANE CRISTINA DE ALMEIDA. Instituto Federal Goiano — Campus
Morrinhos, outubro de 2021. Determinacdo da capacidade antioxidante e compostos
fenolicos da polpa do fruto e da farinha do caule e folha de ora-pro-ndbis (Pereskia

aculeata Miller). Orientadora: Dra. Vania Silva Carvalho.

Dentre a diversidade de espécies de plantas alimenticias ndo convencionais (PANC), a
Pereskia aculeata Miller, conhecida popularmente como ora-pro-nobis (OPN), € uma
espécie altamente nutritiva da familia Cactaceae proveniente da Mata Atlantica brasileira,
estd sendo consumida cada vez mais no Brasil. Objetivou-se com este estudo avaliar a
capacidade antioxidante e compostos fenolicos totais, em extratos hidroetandlico
produzidos a partir da farinha do caule e folha e polpa do fruto de OPN. Os frutos e as
farinhas obtidos do caule da folha foram avaliados quanto ao teor de compostos fendlicos
totais (CFT) por meio do método Folin-Ciocalteu e a atividade antioxidante foi avaliada
pelo método de (DPPH e ABTS). Os valores médios de CFT encontrados para farinhas
caule, folha e polpa fruto que foram 0,25 mg EAG g %, 1,01 mg EAG g e 118,2 mg EAG
g " respectivamente. Para atividade antioxidante pelo método DPPH para farinhas do caule,
folha e polpa do fruto 1,20 mg de fruta/g de DPPH, 1,4 mg de fruta/g de DPPH e 1,5 mg de
fruta/g de DPPH, respectivamente e, para ABTS foram de 13,82 umol de Trolox g, 6,30
umol de Trolox g* e 3,20 umol de Trolox g* respectivamente caule, folha e frutos. No
geral, o extrato da farinha caule, folha e polpa dos frutos de ora-pro-nobis apresentaram
valores relevantes de composto fendlicos e capacidade antioxidante em todas as amostras
analisadas. Podendo atuar como um possivel enriquecedor alimentar em creches, escoias e,

também nas industrias de alimentos e farmacéuticas.

Palavras-chave: ABTS, DPPH, compostos fenolicos e ora-pro-nobis.



ABSTRACT

CIRIACO, ARIANE CRISTINA DE ALMEIDA. Instituto Federal Goiano — Campus
Morrinhos, outubro de 2021. Determinacdo da capacidade antioxidante e compostos
fenolicos da polpa do fruto e da farinha do caule e folha de ora-pro-nébis (Pereskia aculeata

Miller). Orientadora: Dra. Vania Silva Carvalho.

Among the diversity of non-conventional food plant species (PANC), Pereskia aculeata
Miller, popularly known as ora-pro-ndbis (OPN), is a highly nutritious species of the
Cactaceae family from the Brazilian Atlantic Forest, which is being more consumed in
Brazil. The aim of this study was to evaluate the antioxidant capacity and total phenolic
compounds in hydroethanolic extracts produced from the stem and leaf flour and the pulp
of the OPN fruit. The fruits and flours obtained from the leaf stem were evaluated for the
content of total phenolic compounds (CFT) by the Folin-Ciocalteu method and the
antioxidant activity was evaluated by the (DPPH and ABTS) method. The mean values of
TLC found for stem, leaf and fruit pulp flours were 0.25 mg EAG g, 1.01 mg EAG g* and
118.2 mg EAG g respectively. For antioxidant activity by the DPPH method for stem
flours, leaf and fruit pulp were 0.25 mg EAG g2, 1.01 mg EAG g*' and 118.2 mg EAG g
respectively. For antioxidant activity by the DPPH method for fruit stem, leaf and pulp
flours the values were 1.20 mg fruit/g DPPH, 1.4 mg fruit/g DPPH and 1.5 mg fruit/g
DPPH, respectively and for ABTS were 13.82 umol Trolox g, 6.30 umol Trolox g and
3.20 umol Trolox g* respectively for stem, leaf and fruit. In general, the extract of the flour
stem, leaf and pulp of the fruits of ora-pro-nobis presented relevant values of phenolic
compounds and antioxidant capacity in all analyzed samples. Being able to act as a possible
food enricher in day care centers, schools and in the food and pharmaceutical industries.



Keywords: ABTS, DPPH, phenolic compounds and ora-pro-nébis.

1. INTRODUCAO GERAL

A espécie Pereskia aculeata Miller, popularmente conhecida no Brasil como ora-
pro-nobis (OPN), pertence a familia Cactaceae, apresenta-se como uma planta de aspecto
arbustivo, trepadeira, com caules lenhosos, flores brancas e folhas verdadeiras é
considerada uma planta alimenticia ndo convencional (PANC) (MIRANDA SOUZA et al.,
2009; ROYO et al., 2005; EDWARDS et al., 2005; DIAS et al., 2005). Essa PANC ¢
utilizada como fonte de nutrientes para o tratamento de doengas como a disbiose intestinal,
cancer colorretal entre outras (ALMEIDA et al., 2014). PINTO et al., (2015) relataram que
nas folhas da P. aculeata apresentam alguns alcaloides com potencial anti-inflamatério e
antinociceptivo.

Evidéncias demonstraram que o estresse oxidativo é responsavel pelo inicio e/ou
progressdo de diversas patologias, dentre as quais se encontram doencas degenerativas tais
como cancer, doencas cardiacas, doencas inflamatérias, doenca do sistema imunoldgico,
disfuncbes neuroldgicas e cataratas (KATERJI; FILIPPOVA; DUERKSEN-HUGHES,
2019). Desta forma, algumas plantas possuem compostos antioxidantes que séo capazes de
neutralizar os efeitos deletérios das espécies reativas (SOUZA et al., 2014; XAVIER et al.,
2020). Um exemplo € a espécie Pereskia aculeata Miller, popularmente conhecida como
“Ora-pro-nobis” (PATERSON; DOWNIE; HILL, 2009).

Nesse contexto, 0 consumo de espécies vegetais ricas em compostos fenolicos e
com elevado potencial antioxidante é uma estratégia interessante na substituicdo e
enriquecimento de alimentos. Conhecer mais profundamente o potencial antioxidante de
PANCs, como a Pereskia aculeata Miller, pode favorecer a disseminacdo de seu consumo
in natura ou promover Seu USO COMO componente para enriquecer novos produtos
alimenticios e farmacéuticos (OLIVEIRA et al., 2018).

A partir deste contexto o presente estudo teve como objetivo quantificar o teor de

3



compostos fenodlicos e antioxidantes em diferentes partes (caule, folha e fruto) da P.
aculeata. Miller.

2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pereskia aculeata Miller

2.1.1 Aspectos Botanicos

A familia Cactaceae, possui quatro subfamilias, incluindo a Pereskoideae, na qual
estd inserida o género Pereskia com a cerca de 25 espécies, sedo algumas de utilidade
medicinal e alimentar (TRENNEPOHL, 2016). P. aculeata € encontrada
predominantemente na Mata Atlantica, desde o Rio Grande do Sul até o estado da Bahia
(PINTO & SCIO, 2014; ROSA; QUEIROZ; MELO, 2020).

A Pereskia aculeata Miller também conhecida como ora-pro-nébis uma
dicotileddnea figural. Possui aspecto arbustivo, caules, flores, folhas, frutos e sementes
bem caracterizados morfologicamente e possui espécie de interesse tanto alimenticio
quanto medicinal, (SOUZA et al., 2016). As folhas sdo perenes, largas em forma de lancas,
carnudas, macias e com espinhos (SOUZA et al., 2014). A semente é de cor marrom
escura a preta e ocorre de 1 a 8 por fruto. O fruto é pequeno e verde quando imaturo e
alaranjado quando maduro pode ser consumido in natura ou em sucos, vitaminas e geleias
(QUEIROZ, 2012).



Figura 1. Folhas, frutos e ramas de Pereskia aculeata Miller.

A floracdo se da de janeiro a abril, e em algumas regiGes mais quentes de dezembro
a maio. As flores permanecem abertas por apenas um dia, do amanhecer ao anoitecer, séo
pequenas e possuem odor agradavel, ricas em néctar e pdlen e, portanto, atrativas para
muitos insetos. As flores podem ser consumidas cruas, 0 néctar presente da o sabor
adocicado, porém, por conter muitos espinhos o ovario da flor deve ser cortado, sendo
aproveitado apenas suas pétalas, estames e pistilos (SANTOS et al., 2012).

Os frutos amadurecem de junho a julho e sdo comestiveis, porém sua polpa
gelatinosa é pouco saborosa. O aproveitamento dos frutos é restrito em funcdo do
desconhecimento de suas propriedades e das dificuldades de coleta por causa dos espinhos
no caule e no proprio fruto além do rapido processo oxidativo da polpa (SANTOS et al.,
2012). O fruto possui inicialmente coloracdo verde, apds o amadurecimento o fruto adquire
coloracdo alaranjada intensa, e em seu interior se encontram as sementes, ao ocorrer o

amadurecimento os frutos caem rapidamente. (QUEIROZ et al., 2011).

2.1.2 Composicao Nutricional

A OPN tem sido estudada em relacdo as caracteristicas quimicas de folhas e frutos,
principalmente. Para os caules os estudos sdo restritos e para raizes nenhum relato foi
encontrado. O alto conteudo proteico, presenga de aminoacidos essenciais, esterois, de
mucilagens, e a auséncia de toxicidade das folhas, a tornam boa opcdo na alimentacdo
humana em preparacdes como farinhas, refogados, saladas, sopas e tortas (ALMEIDA et
al., 2014). Além disso, seu contetdo proteico tem a cerca de 85% de digestibilidade e



contém elevados teores de aminoacidos essenciais, tendo como destaque a lisina, leucina e
valina (MAZIA, 2012).

Em primeira andlise, cabe salientar que essa cactacea, por conter proteinas
essenciais e de boa qualidade, possui notavel capacidade na prevencdo e no tratamento de
condigdes relacionadas a deficiéncias nutricionais, principalmente as proteicas (SILVEIRA,
2010). Os frutos do ora-pro-ndbis tém sido subutilizados e sdo comumente reconhecidos
como alimentos nutracéuticos, funcionais e medicinais, com efeitos anti-inflamatorios
(TRENNEPOHL, 2016). Foram encontrados niveis muito elevados de B-caroteno e a-
caroteno em sua analise, conforme a classificacdo de Britton & Khachik (2009), sendo
encontrados melhores indices nos frutos maiores e mais alaranjados. O clima tropical do
Brasil é favoravel a ocorréncia de grande variedade de frutos carotenogénicos.

A composicdo de micronutrientes também costuma ser explorada,
encontrando, principalmente, altos niveis de minerais como fosforo (150 mg), manganés
(46,4 mg) e zinco (26,7 mg) em 100 g de folhas frescas, ferro (14,18 mg). (CHATURVEDI
et al., 2001). Quanto ao contetdo de aminoécidos, triptofano, leucina e arginina sdo os
aminoacidos essenciais em maior quantidade, com 5,52 g, 2,00 g e 1,44 g por 100 g de
massa seca, respectivamente. J& os aminoacidos ndo essenciais mais encontrados sdo o
acido glutdmico (26,7 mg de massa seca), acido aspartico (17,1 mg de massa seca) e
alanina (13,6 mg de massa seca) (TAKETI et al., 2009).

Os pigmentos carotenoides e flavonoides tém propriedades antioxidantes,
associadas com a reducdo de doengas degenerativas cronicas (como cancer e doencas
cardiovasculares), além de suas propriedades anti-inflamatdrias. Além disso, estudos
demonstraram a presenca de um carboidrato complexo (mucilagem) que apresenta
propriedades que podem ser utilizadas como espessantes, gelificantes e emulsificantes na
industria alimenticia. (AMARAL et al., 2018).

A inclusdo de extrato das folhas de ora-pro-nébis influenciou sobre a estabilidade
fisico-quimica, microbiologica e sensorial de mortadelas durante o armazenamento
refrigerado a 4°C. (RODRIGUES, 2016).

2.2 Compostos Bioativos e Propriedades Antioxidantes



2.2.1 Compostos fenolicos

Os compostos fenodlicos sdo substancias que possuem anel aromatico com um ou
mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Estdo amplamente
distribuidos no reino vegetal, englobando desde moléculas simples, como os acidos
fenolicos e os flavonoides, até outras com elevado peso molecular e alto grau de
polimerizacdo, como os taninos (SOARES et al., 2008).

Quimicamente, os fendis sdo definidos como substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, podendo ainda apresentar outros
grupos funcionais, que juntos conferem as propriedades antioxidantes dos vegetais. Esses
compostos se encontram abundantemente em plantas e sdo um grupo muito diversificado
de fotoquimicos derivados da fenilalanina e tirosina (ANGELO & JORGE, 2007;
VIZOTTO; KROLOW e WEBER, 2010). Conforme a Figura 2. os fendlicos possuem uma
gama de compostos ou combinacBes variadas que sao encontradas na natureza,
apresentando uma estrutura basica, conforme caracterizacdo geral destes e, também
associados a carboidratos e/ou formas polimerizadas (FARAH & DONANGELO, 2006;
ANGELO & JORGE, 2007).

HO
OH

HO

OH
Acido galico (A)

HO

HO
Acido caféico (B) Procianidinas (C)

Figura 2. Formulas estruturais dos compostos fendlicos: A — Acido galico; B — Acido
cafeico; e C — Procianidinas. Fonte: Adaptado de OLIVEIRA; BASTOS, 2011,
BATTESTIN et al., 2004; QUEIROZ et al., 2002.



Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios que desempenham diversas
fungdes nas plantas e o consumo regular de produtos ricos nestes compostos tém sido
associadas com a reducdo dos riscos de cancer, obesidade, doencas cardiovasculares e
outras doencas cronicas (AHMAD et al., 2016; BOEING et al., 2014). Nas frutas, o tipo e a
concentracdo dos compostos fenolicos variam dependendo de aspectos genéticos (género,
espécie, cultivar) bem como de acordo com as condi¢Ges ambientais (clima e solo) e grau
de maturacdo (LEE; DOSSETT; FINN, 2012).

Geralmente sdo compostos por dois grupos principais, os ndo flavonoides e os
flavonoides. Os &cidos fenolicos pertencentes ao grupo dos ndo flavonoides séo cada vez
mais interessantes para pesquisadores e fabricantes de alimentos pela sua atividade
antioxidante, assim como seu papel na prevencdo de doencas. Os flavonoides também
apresentam propriedades benéficas de salde sobre diversas doencas cronicas, sendo
largamente aplicados pela indUstria alimenticia e farmacéutica, como fontes naturais para a
fabricacdo de suplementos. (LEE et al., 2013).

Considerando a grande diversidade quimica de compostos fenolicos distribuidos
na natureza, diferentes solventes sdo empregados no processo de extracdo e diferentes
metodologias analiticas sdo empregadas no processo de quantificacdo destes compostos. O
método de Folin-Ciocalteou € empregado com o objetivo de detectar todas as classes de
compostos poli-hidroxifendlicos. Como o reagente Folin-Ciocalteou reage com alguns
compostos nao fendlicos, que também apresentam atividade antioxidante, além de
apresentar elevada correlagdo com métodos usados para avaliar atividade antioxidante,
alguns autores sugerem que este método seja empregado para determinar capacidade
antioxidante total (ROCHA; et al, 2011).

O interesse em antioxidantes naturais tem aumentado consideravelmente nos
ultimos anos devido aos seus efeitos benéficos da prevencdo e reducdo do risco de varias
doencgas (SIGER et al., 2012). Os compostos fenolicos sdo de grande interesse na industria
alimentar por seus efeitos benéficos sobre a saude humana. Os compostos fendlicos
exercem propriedades benéficas para a salde e age como antioxidante, anticancerigeno e
antidiabéticos (LEE et al., 2013). Assim, antioxidantes que sequestram os radicais livres,
tanto previnem como apresentam alto potencial terapéutico em doengas que apresentam
estes radicais (TURRA et al., 2007).



2.2.2 Antioxidantes

Os radicais livres sdo bastante reativos e causam diversos danos continuos e
cumulativos a proteina celular, lipidios e DNA, podendo ocasionar deterioracdo progressiva
das funcgdes celulares. As atividades dos radicais livres vém sendo associadas a diversas
patologias, qudo intensamente a doencas neurodegenerativas relacionadas a idade, como a
doenga de Alzheimer, devido a alta taxa metabdlica e alto consumo de oxigénio pelo
cérebro (COBLEY; FIORELLO; BAILEY, 2018).

Em condicdes fisioldgicas, ha um equilibrio entre as quantidades dos agentes pro
oxidantes e as defesas antioxidantes. Porém, em um sistema vivo, se a producéo de radicais
livres for maior que a capacidade antioxidante, pode ocorrer reacdo entre as espécies
reativas de oxigénio e de nitrogénio, com lipidios, proteinas e 0 DNA, causando danos
estruturais e/ou funcionais nas células, enzimas e material genético (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006). Diversos fatores ambientais contribuem para a carga total de
estresse oxidativo de um individuo, inibindo os mecanismos de defesa antioxidante do
corpo humano e outros sistemas bioldgicos e provocando danos que levam a mutacdes
genéticas.

Os compostos bioativos naturais com atividade antioxidante tém despertado
interesse, principalmente pela agdo desses compostos sobre os radicais livres no organismo,
mas as formas de interacdes moleculares e mecanismos de bioatividade desses compostos
ainda proporcionam um desafio para os cientistas (HEMAMALINI et al., 2013). Extratos
naturais com atividades antioxidantes podem ser empregados como substitutos de aditivos
artificiais, prevenindo também o desenvolvimento de doencas associadas ao estresse
oxidativo, e cancer, doencas cardiovasculares e diabetes Mellitus. Da mesma forma, 0s
efeitos antimicrobiano de alguns fitoquimicos podem atrasar ou inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos e produtores de toxinas em alimentos, evitando doencas de
origem alimentar e deterioracdo de alimentos (CORREA et al., 2018).

Grande variedade de plantas é estudada por seu teor de antioxidantes que lhes dao
a capacidade de protegé-las das agressfes oxidativas e do estresse fisiologico a que sdo

submetidas. Porém, a eficicia dos antioxidantes naturais depende da preservagdo da sua



estabilidade, pois os antioxidantes sdo muito sensiveis a luz, oxigénio e calor e tém alta
taxa de metabolismo na sua forma livre (ANBINDER et al., 2011; CHAN et al., 2010;
LOPEZ CORDOBA; DELADINO; MARTINO, 2013; PREEDY, 2014).

Séo diversas as metodologias existentes para avaliar a atividade antioxidante de
substancias biologicamente ativas. Uma delas tem base no sequestro do radical 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil (DPPH), que é considerado estavel pela deslocalizacdo do elétron
desemparelhado por toda a molécula como mostra a Figura 3. Este ensaio
espectrofotométrico se baseia na medida da capacidade de uma determinada substancia em
sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina (ALVES et al., 2010) que produz uma

diminuicdo da absor¢édo a 515 nm.

Figura 3 - Formas radicalar (1) e néo radicalar (2) do DPPH
Fonte: Alves et al (2010)

Ja 0 ABTS é um método baseado na habilidade dos antioxidantes presentes na
amostra em capturar o cation radical ABTS-+, conforme a Figura 4. (MORGADO et al.,
2010), provocando mudanga na coloracdo do meio reacional. A atividade antioxidante in
vitro, sendo a captura do radical cation ABTS (2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6- &cido
sulfénico]) um dos métodos mais utilizados, por ter alta sensibilidade, rapidez e
estabilidade (KUSKOSKI et al., 2005).

80| 80y
S0y~ -, D M _'Jls :I-' |J +antioxidante o S - ] —l'.5 T T[
== et e w0
= N & :-' — R Y C.H __."
CH., K250, CH )
cor: verde-escura cor: verde-clara

Figura 4. Estabilizacdo do radical ABTS-+ por um antioxidante e sua formacéo pelo
persulfato de potassio Fonte: Rufino et al. (2007)
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3.CAPITULO I

AVALIACAO QUIMICAE DETERMINAC;AO DE COMPOSTOS
BIOATIVOS EM ORA-PRO-NOBIS (Pereskia aculeata Miller)

(Normas de acordo com a revista Acta Scientiarum Agronomy)

Resumo: A ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller) é uma cactacea
popularmente conhecida como “carne de pobre” devido ao seu uso popular pelo teor de
proteina encontrado em suas folhas e seu baixo custo, sendo classificada como uma planta
alimenticia ndo convencional (PANC). Planta reconhecida pelo alto valor nutritivo das
folhas, parte mais utilizada na culinaria e na medicina popular. Entretanto, trabalhos sobre
as caracteristicas quimicas e a capacidade antioxidante dos frutos de ora-pro-noébis séo

escassos. Objetivou-se com este estudo avaliar o potencial antioxidante e compostos
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fendlicos das farinhas do caule e folha e na polpa fruto da P. aculeata Miller. O caule e
folhas foram lavados e secos em estufa de circulagdo a 60° +2°C, e trituradas em
liquidificador industrial. O fruto foi lavado e macerado in natura, em seguida foram feitos
extratos hidroetandlico. O teor de compostos fenolicos foi avaliado utilizando o reagente de
Folin- Ciocalteau e os resultados demonstraram um teor de fendis totais no caule, folhas e
frutos de 0,25; 1,01 e 118,2 mg EAG g ! de extrato, respectivamente. Os antioxidantes
foram avaliados atraves do método de DPPH obtendo valores para caule, folha e fruto de
1,20; 1,40 e 1,50 mg de fruta/g de DPPH respectivamente e pelo método ABTS do caule,
folha e fruto de :13,82; 6,30; 3,20 umol de Trolox g, respectivamente. Desta forma, a P.
aculeata Miller apresenta em seu caule, folhas e frutos uma expressiva quantidade de
composto fendlico e antioxidante sendo um recurso potencial para contribuir com a
prevencdo de diversos distarbios associados com a producdo de radicais livres e uma

alternativa no enriquecimento de alimentos e alimentacéo saudavel.

Palavras-chave: ABTS, DPPH, Antioxidantes e PANCSs.

3.1 INTRODUCAO

Dentre a diversidade de espécies de plantas alimenticias ndo convencionais
(PANC), a Pereskia aculeata Miller, conhecida popularmente no Brasil como ora-pro-
nobis (OPN), é nativa do continente americano (Silva et al.,2018) e consumida cada vez
mais no sudeste do Brasil (Dias et al.,2005). Sabe-se que 0s compostos bioativos presentes
na OPN estdo dispersos em todas as partes do vegetal (Moraes et al., 2018). As substancias
pertencentes ao grupo dos &cidos fendlicos (Moraes et al., 2020) alcaloides (Pinto et
al.,2015) e flavonoides (Moraes et al., 2020; Agostini- Costa et al.,2007) descritas na
espécie podem exercer aces antioxidante, antimicrobiano (Garcia et al., 2019), anti-
inflamatdria, emoliente, antitumoral e expectorante (PINTO et al.,2015; Maisuthisakull et
al., 2008).

O Brasil é considerado um pais rico em biodiversidade (Filardi et al., 2018);
devido ao seu territdrio extenso, diversidade geogréfica e climatica. Em funcdo disso, é ele

o principal entre os paises detentores de megadiversidade do planeta (Souza, 2014). Porém,

16



em relagdo a esta amplitude bioldgica, ainda sdo poucos os estudos existentes no Brasil
(Guimaraes, 2018). Diante desse fato, torna-se primordial investigar a composic¢éo quimica
e a bioatividade de nossa flora. Produtos naturais podem ser Uteis, por exemplo, para
combater o estresse oxidativo que frequentemente é associado ao envelhecimento precoce e
ao surgimento de diversas doencas cronicas (Oliveira et al., 2018).

Portanto, extratos naturais e/ou compostos naturais isolados podem ter papel
importante e ser um ingrediente enriquecedor, um conservante, pode aumentar a
estabilidade e o valor nutricional dos produtos alimenticios (Gongalves et al., 2019). Diante
deste cenario, o consumo de espécies vegetais ricas em compostos fendlicos e com elevado
potencial antioxidante € uma estratégia interessante para o mercado interno e externo.
Conhecer mais profundamente o potencial antioxidante de PANCs, como a P. aculeata
Miller, pode favorecer a disseminacdo de seu consumo in natura ou promover seu uso
como componente de novos produtos alimenticios e farmacéuticos (Moraes et al., 2021).

Sendo assim, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antioxidante in
vitro e o teor total de compostos fendlicos provenientes das farinhas do caule e folhas e na

polpa do fruto da Pereskia aculeata Miller.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2 .1 Condicdes experimentais e materiais vegetais

O experimento foi conduzido no Instituto Federal Goiano, Campus
Morrinhos, Goias, no laboratério de andlise de alimentos. As amostras de ora-pro-nébis
(OPN) (Pereskia aculeata Miller) submetidas as analises, foram coletadas no municipio de
Morrinhos, no proprio campus do IF-Goiano, no periodo de maio de 2020 a julho de 2021.
Foi utilizado o delineamento inteiramente ao acaso (DIC) para a coleta das diferentes

amostras. Foram retiradas amostras do terco médio da planta (caule, folhas e frutos).

3.2.2 Obtencdo e preparagdo das amostras
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Foi realizada uma lavagem com &gua corrente e um enxague em agua destilada
em todas as partes da planta. O caule e folhas foram secos a temperatura de 60°C, +2°C, por
um periodo de 12 horas, utilizando estufa com circulacdo (Quimis-Q314M Diadema, Séo
Paulo/Brasil) de ar para reducdo da umidade (<10%), posteriormente foram trituradas em
liquidificador (Philco PH 900, Jundiai, Sdo Paulo/ Brasil) para a obtengdo de um pé
homogéneo. O fruto foi macerado in natura em sua totalidade utilizando gral e pistilo. A
polpa do fruto e farinhas obtidas foram submetidas a embalagens plasticas de polietileno e

recobertas com folha de aluminio e depois armazenadas em refrigeracdo comercial a -18°C.

3.2.3 Extrato hidroetanélico

O extrato foi preparado de acordo com Rufino et al (2007), com modificacGes.
Foi pesado 1g das farinhas do caule e da folha, posteriormente diluidos em 40mL de
solvente hidroetanolico (70% de etanol e 30% de &gua destilada). Para a polpa do fruto
foram pesadas 5g de amostra para 40mL de solvente hidroetandlico. Estas misturas foram
homogeneizadas por 15 minutos em mesa agitadora orbital (SL-180/A) a 100 rpm e
posteriormente centrifugado (Macro coleman 80/2) por 15 minutos a 1500rpm, retirado o
sobrenadante e filtrado em papel filtro n°4. Colocados em baldo de 100mL, e
posteriormente, completou-se o volume com agua destilada. Os extratos foram

acondicionados em vidro ambar até o momento das analises.

3.2.4 Analises Quimicas

3.2.4.1. Acidez Titulavel

A acidez titulavel foi determinada pela titulacdo, com solucédo de hidréxido
de sddio (NAOH) 0,1N, conforme a AOAC (2012). Foram pesadas amostras a cerca de 1g
que foram diluidas, homogeneizadas e acrescidas de 3 gotas de fenolftaleina 1% e tituladas
com solucdo de NaOH 0,1N. A anélise foi feita em triplicata e os resultados expressos em

g/mL.

3.2.4.2 Solidos Soluveis Totais
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O teor de solidos solGveis totais foi determinado por meio da leitura do grau Brix
em Refratbmetro Digital Portatil (Atago PAL-1 3810, S&o Paulo/Brasil), de acordo com
método proposto pela AOAC (2012). A amostra de 1g foi diluida em 20mL de agua
destilada e filtrada em papel filtro n°® 04, colocou-se algumas gotas no refratbmetro e em

seguida, realizou-se a leitura direta sendo os valores expressos em °Brix.

3.2.4.3 Potencial Hidrogenidnico (pH)

A determinacdo do pH foi realizada, utilizando-se potenciémetro digital (pH
Automatico 0799-02, Sdo Paulo/Brasil). O aparelho foi calibrado com solucdo tampéo de
pH 4,0 e 7,0 em seguida, realizou-se a leitura direta do pH com imersdo do eletrodo no
béquer, contendo a amostra macerada e diluida em solucdo aquosa, segundo metodologia
proposta pela AOAC, (2012).

3.2.4.4 Determinacdo dos compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos no extrato hidroetanolico foi determinado em
espectrofotometro (Bel UV-M 51), a 750 nm, utilizando ao reagente Folin-Ciocalteau,
segundo Waterhouse (2002). A quantificacdo foi baseada no estabelecimento da curva
padrdo de acido galico, na faixa de 5 a 50 mg. L. As andlises foram realizadas em
triplicata e os resultados foram expressos em miligramas de equivalente de &cido galico

(EAG) por grama de amostra.

3.2.4.5 Atividades antioxidantes

A atividade antioxidante foi avaliada utilizando dois métodos:

DPPH: o potencial antioxidante foi determinado pelo método do DPPH (2,2
difenil-1- picrilhidrazil), segundo Rufino et al (2007). O grau de descoloragdo do radical
DPPH, foi obtido utilizando uma aliquota de 0,1 mL do extrato hidroetandlico que foi

transferido para tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH e homogeneizados em
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agitador de tubos. Procedeu-se a leitura em ambiente escuro em seguida em
espectrofotometro (Bel UV-M 51) a 517 nm.

ABTS: a capacidade de sequestrar o radical 2,2 — azino - “bis- (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS) foi determinada segundo o método descrito
por Rufino et al. (2007). Em ambiente escuro transferiu uma aliquota de 30 puL do extrato
hidroetandlico para tubos de ensaio com 3,0 mL do radical ABTS, homogeneizou-se,
deixando em repouso por 6 minutos e entdo realizada a leitura em espectrofotometro (Bel
UV-M 51) a 734 nm.

3.2.5 Andlises Estatisticas

O experimento foi conduzido de acordo com delineamento experimental
inteiramente ao acaso (DIC). Todas as determinagdes analiticas foram realizadas em trés
plantas distintas e em cada ensaio realizado. Os resultados foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey no nivel de probabilidade de 5% (p <0,05)
usando o software Statistica 7.0 STATSOFT, 2008 (Inglaterra/Pais de Gales).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios dos parametros de acidez total titulavel, solidos sollveis
totais e pH das farinhas do caule e folhas e a polpa do fruto podem ser observados na
Tabela 1.

Tabelal. Resultados obtidos de acidez, solidos solGveis Brix e pH.

AMOSTRAS Solidos Solaveis pH
Acidez (g/mL )* (° Brix)
CAULE 0,742 0,02¢ 6,732
FOLHA 2,04° 0,3° 5,66°
FRUTO 0,112 0,8? 6,922

* Valores constituem médias + desvio-padrdo (n=3). Letras diferentes diferem significativamente,
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Quanto a acidez total titulavel (AT) esses resultados mostram maior acidez na

farinha das folhas com relagdo as outras partes da OPN. Segundo Chim, Zambiazi &
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Rodrigues (2013), a acidez é um importante parametro de qualidade de um produto, no
qual reacdes envolvidas na decomposicdo como de hidrolise, oxidacéo e fermentacéo,
geram compostos &cidos que, por consequéncia, aumentam a acidez do meio.

Os valores de solidos sollveis totais representam o0s acidos, 0s sais, as
vitaminas, os amino&cidos, algumas pectinas e 0s agucares presentes nos vegetais (Lima
et al., 2001). Observa-se que a varidvel concentracdo de sélidos sollveis apresentou
resultados variando de 0,02 a 0,8 sendo maior valor no dreno, que se justifica por
apresentarem quantidades mais relevantes pelo proprio estddio de maturacdo do fruto
(Taiz etal., 2017).

Os resultados das folhas apresentaram mais &cidas com valores de pH 5,66 o que
se encaixa com a acidez titulavel com valores também maiores. A presenca de acidos
organicos como o0s 4acidos citricos, malico, lacticos e tartarico dentre outros esta
relacionada a acidez dos vegetais (Chitarra & Chitarra, 2005; Santos et al., 2016).

Os resultados obtidos do teor de compostos fendlicos e capacidade

antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Teores de compostos fendlicos totais (CFT) e capacidade antioxidante pelos
métodos DPPH e ABTS em extrato hidroetandlico (EH) de Pereskia aculeata Miller.

AMOSTRAS CFT DPPH ABTS
(Mg EAG gY) (mg de frutaig (Hmol de Trolox g)

** de DPPH)
CAULE 0,25+0,00P 1,2+0,00° 13,82+0,02
FOLHA 1,01+0,00° 1,4 +0,002 6,30+0,0°
FRUTO 118,2+0,22 1,5+0,00? 3,20+0,0°

* Valores constituem média = desvio-padrdo (n=3). Letras diferentes, diferem significativamente
entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05). **EAG = Equivalentes de acido galico.

De acordo com a Tabela 2, podemos observar que nas farinhas do caule e folhas o
teor de compostos fendlicos foi bem abaixo quando comparados aos resultados da polpa do
fruto. A farinha do caule obteve neste estudo valores de 0,25 mg EAG. g ! resultados que
foram inferiores aos obtidos por (Moraes et al.,2020) que obtiveram teores médios de 80,06
mg EAG. g 1, este por sua vez utilizou um solvente aquoso em alta temperatura que deve
ter influenciado positivamente em maior extracdo de CFT. Os valores encontrados neste
trabalho para a farinha da folha foram de 1,01mg EAG. g enquanto Freitas et al., (2021)
trabalhando com farinha da folha apresentaram valores proximos de 13,84 mg EAG. g%,
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nesta pesquisa também o solvente se diferencia, tempo e proporg¢des dos solventes. Varias
pesquisas mostram variedade de metodologias (Pinto et al.,2015), no entanto o0 método
utilizado para extracdo € variado assim como os solventes. Garcia et al., (2019) em seu
ensaio utilizaram o mesmo solvente usado neste trabalho, porém o metodo de extracao foi
diferente. Essa diferenca pode ser explicada pela composi¢do quimica distinta entre as
espécies (Pereskia aculeata Miller x Pereskia bleo), por diferengas no preparo das amostras
e dos extratos e, também, pela influéncia dos fatores ambientais (luminosidade,
disponibilidade de dgua, composic¢do quimica do solo e temperatura), que podem interferir
com o perfil de metabdlitos secundarios dessas matrizes (Moraes et al., 2020).

O fruto apresentou proporgdes relevantes de CFT em relacdo ao caule e folhas. Os
resultados obtidos neste trabalho para polpa do fruto se mostrou superior ao encontrado por
Silva et al. (2018) que estudando frutos maduros obtiveram valores de 113,42 mg EAG. g !
valores estes que corroboram com os encontrados neste ensaio. Moraes et al. (2021) em sua
melhor amostra obtiveram valores de 9,81 mg EAG. g, demonstrando que os resultados
para frutos obtidos neste trabalho se apresentaram superiores. Deve-se salientar que a
analise de compostos fendlicos pode ser influenciada pelo extrato utilizado.

No ensaio de reducdo do DPPH a farinha das folhas e a polpa do fruto néo
apresentaram diferencas significativas entre si (p < 0,05), mas diferenciam da farinha do
caule. Apesar do caule apresentar valores menores em relacdo as demais amostras, obteve
quantificacbes superiores aos encontrados por Moraes et al. (2020) para o cha do caule que
foi de 0,503 mg/mL. Comparada a outra espécie, como o boldo do Chile que obteve 0,430
mg/ml (Souza et al.,2019). Valor esse inferior aos encontrados neste estudo. Utilizando a
mesma metodologia deste ensaio e extrato diferente Silva et al., (2018) ndo foi capaz de
detectar a capacidade antioxidante de OPN. Jardim et al., (2021) trabalhando com extrato
semelhante e forma de secagem diferenciada obtiveram valores médios de 0,032 mg de
fruta/g de DPPH, resultado inferior ao encontrado neste ensaio que utilizou uma forma de
extracdo mais eficaz, garantindo melhor desempenho da atividade de OPN.

A capacidade antioxidante por ABTS mostrou que a melhor amostra foi na farinha
do caule, seguido da farinha da folha e polpa do fruto. Freitas et al., (2021), em folhas de
ONP utilizando solugdo extratora de glicerina e alcool de cereais, encontraram valores de

11,93 27 pumol de Trolox .g2, valores mais proximos aos encontrados neste estudo. Jardim
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et al. (2021) trabalhando com ONP e utilizando extrato semelhante obtiveram médias de
12,27 pmol de Trolox .g™* resultado mais préximos aos encontrados neste estudo. Estudos
mostram divergéncias entre resultados quanto a etapa de extracdo com diferentes solventes.
Estas diferencas mostram que, para a extracdo seletiva de antioxidantes naturais €

importante e necessario um estudo sobre o solvente mais apropriado (Queiroz et al.,2014).

3.4 CONCLUSAO

Nas condigdes descritas neste trabalho, o teor de compostos fendlicos apresentou
relevante fonte natural. Sendo que o teor de antioxidantes pelos métodos de DPPH e ABTS
mostraram alta capacidade quando comparados a outros extratos e metodologias.

Apresentando ser um potencial de enriquecimento alimentar humano e uma fonte
de antioxidantes naturais. Pode ser um incremento na alimentagdo escolar, para criangas
com desnutricdo e como fonte extra de antioxidantes como ingredientes para produtos

industrializados.
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4. CONCLUSAO GERAL

Nas condigdes deste estudo e utilizando este extrato:

A Pereskia aculeata miller apresenta teores de compostos fendlicos em toda sua
totalidade, mas em maior quantificacdo no fruto. Apresenta expressiva atividade
antioxidante nas farinhas e na polpa do fruto.

Tem grande potencial para um possivel enriquecedor alimentar e até mesmo um

aditivo natural na industria de alimentos.
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Apéndice 1A. Trabalho apresentado no AGRON FOOD ACADEMY

De: <submissoes.agron@gmail.com>
Date: qui, 23 de set de 2021 18:06
Subject: Resultado de avaliagdo - | CBPAV

To: <aricalc@gmail.com>

Boa tarde,

O trabalho intitulado “Avaliacdo do teor de compostos fenolicos no caule, folha e fruto
“ora-pro-nobis” (Pereskia aculeata Miller)” foi APROVADO, para publicagéo no |
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publicacao).
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Cordialmente,

Comisséo Cientifica

JACKSON ANDSON DE MEDEIROS

contato@agronfoodacademy.com

Avaliacdo do teor de compostos fendlicos no caule, folha e fruto “ora-pro-

nobis” (Pereskia aculeata Miller)

Resumo: Pereskia aculeata Miller ¢ uma trepadeira arbustiva popularmente
conhecida como “ora-pro-nébis. Na medicina tradicional, as folhas sdo utilizadas como
anti-inflamatorias cicatrizantes e emolientes. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial
de compostos fenolicos do caule, folha e fruto da Pereskia aculeata Miller. O caule e folhas
foram lavados e secos em estufa de circulacdo a 60°, +2°C, e trituradas em liquidificador
industrial. O fruto foi lavado e macerado in natura, em seguida foram feitos extratos
hidroetandlicos etanol 70% e &gua destilada. O teor de compostos fendlicos foi avaliado
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau e os resultados apresentaram teor de fendis totais
no caule, folhas e frutos de 0,25; 1,01 e 118,2 mg de equivalentes de acido galico g de
extrato, respectivamente. Assim, a P. aculeata apresenta em seu fruto uma expressiva
quantidade de compostos fenolicos sendo um recurso potencial para contribuir com a
prevencdo de diversos distirbios associados com a producdo de radicais livres e uma

alternativa como ingrediente alimentar.
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Palavras-Chave: Pereskia aculeata Miller, ora-pro-nobis, compostos fendlicos

INTRODUCAO

O Brasil é um pais com enorme biodiversidade tanto de fauna quanto de flora, no
entanto, varias espécies de plantas com alto potencial nutricional estdo sendo subutilizadas
ou deixando de ser consumido pela populacao, exemplo disso, sao as plantas PA™™
plantas alimenticias nao convencionais. As plantas PANC’s geralmente sdo de facil cuiuvu,
dispersdo e propagacao, consegue sobreviver a varios tipos de solo e regido e devido a isso
séo facilmente confundidos com plantas daninhas (1).

A Pereskia aculeata é uma planta alimenticia ndo convencional (PANC),
da familia Cactaceae possui aproximadamente 230 géneros e mais de 1.400 espécies,
distribuidas nas Américas nos paises do Mexico, Estados Unidos, Chile e Brasil (1). No
Brasil é encontrada predominantemente na Mata Atlantica, desde o Rio Grande do Sul até o
estado da Bahia (2). Suas folhas sdo utilizadas para o tratamento de processos
inflamatdrios, cicatrizacdo de feridas e anemias (3). Estudos sobre as atividades bioldgicas
de P. aculeata ttm comprovado o seu uso como agente cicatrizante (4), anti-inflamatorio
(5), antioxidante, antimicrobiano e antifingico (6), antitumoral (7,8) e imunomodulador
9).

As atividades bioldgicas encontradas para a espécie podem ser atribuidas,
pelo menos em parte, a presenca de compostos fendlicos, como flavonoides, cumarinas e
taninos (7). Isso pode ser justificado pela ressonancia produzida pelos grupos fendlicos, o
que favorece uma estabilizacdo das espécies reativas e consequentemente, possibilita
elevada atividade antioxidante (10,11).

Evidéncias demonstraram que o estresse oxidativo é responsavel pelo inicio
e/lou a progressdo de diversas patologias, dentre as quais se encontram o cancer (12),
distarbios cardiovasculares (13) diabetes (14), aterosclerose (15) e doengas autoimunes
(16).

Existem antioxidantes naturais e artificiais, no entanto, trabalhos relatam o
uso excessivos de antioxidantes sintéticos a agravos na satde. Uma solucéo para a captura

desses radicais livres seria a insercdo desses compostos naturais na alimentacdo humana,
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visto a importancia dos antioxidantes naturais, pode-se facilmente incorporar PANC’s, para
suprir partes das necessidades de neutralizantes de radicais livres (17).

Neste contexto, o0 presente estudo teve como objetivo quantificar o teor de
compostos fenolicos em diferentes partes (caule, folha e fruto) da P. aculeata utilizando o

método de Folin-Ciocalteau.

MATERIAL E METODOS
Local e obtencédo da amostra

O experimento foi conduzido no Instituto Federal Goiano, em Morrinhos,
Goias, no laboratério de analise de alimentos, onde as amostras foram submetidas a
determinacdo dos Compostos Fendlicos, as amostras de ora-pro-nébis (OPN) (Pereskia
aculeata Miller), foram coletadas no municipio de Morrinhos, no préprio campus do IF-
Goiano, no periodo de maio de 2021. Foram retiradas amostras do terco médio da planta
(caule, folhas e frutos).

Foi realizada lavagem com agua corrente e enxague em agua destilada. O
caule e folhas foram secos a temperatura de 60°C, £2°C, utilizando estufa com circulacédo
de ar para reducdo da umidade (<10%), posteriormente foram trituradas em liquidificador
para a obtencdo de um pé homogéneo. O fruto foi macerado em sua totalidade utilizando
gral e pistilo. A polpa e farinha obtidas foram submetidas a embalagens plasticas e

metalicas e depois armazenadas em refrigeracdo -18°C.
Processo de extracao
O extrato foi preparado utilizado 1g das farinhas de caule e folha para 40
mL de alcool etilico 70%. Para a polpa do fruto foram pesadas 5g de amostra para 40 mL
de solvente. Estas misturas foram homogeneizadas por 15 minutos em mesa agitadora a
100 rpm e posteriormente centrifugado por 15 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi

filtrado e colocado em baldo de 100 mL, sendo avolumado com &gua destilada.

Determinagéo dos compostos fenolicos totais
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O teor de compostos fendlicos, no extrato hidroetandlico foi determinado
em espectrofotometro (Bel UV-M 51), a 750 nm, utilizando o reagente Folin-Ciocalteau
(18). A quantificacdo foi baseada no estabelecimento da curva padrdo de &cido gélico, na
faixa de 5 a 50 mg. L. Os resultados foram expressos em miligramas de equivalente de

acido gélico (EAG) por grama de amostra.

Anélise estatistica
O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiran._..__ ___
acaso. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e foram realizadas as
médias e desvio padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O &cido gélico foi usado como referéncia padrdo para determinar o total de
teores de fendlicos em extratos de farinha de caule e folhas e na polpa do fruto de Pereskia
aculeata. A curva padrdo de &cido gélico foi preparada em seis concentracdes diferentes. A
Figura 1 mostra uma curva padrdo de acido galico com linha de tendéncia linear em
interceptacdo zero. A equagdo da curva padrdo linear foi y = 34,52x - 0,0033 com R?=
0,997.

Absorbancia (nm)

T T T T T
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Concentracdo de acido galico (mg/mL)

Figural- Curva padrao de acido galico.
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Os resultados obtidos do teor de compostos fenolicos estdo apresentados na Tabela

Tabela 1 - O teor de compostos fenolicos totais das farinhas do caule, folha e da

polpa fruto ora-pro-ndébis (OPN).

Amostras mg EAG. g1* DP
Caule 0,25%+ 0,0013
Folha 1,012 + 0,0008
Fruto 118,2 +0,2342

EAG (equivalente de acido gélico). DP (Desvio padrdo) g~ Médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem entre si significativamente pelo Teste de Tukey (p<0,05).

De acordo com a Tabela 1, pode-se observar que nas farinhas do caule e
folhas o teor de compostos fendlicos foi bem abaixo quando comparados aos resultados da
polpa do fruto. Pelo teste estatistico de Tukey (p<0,05) observou-se que o teor de
compostos fendlicos nas farinhas do caule e da folha ndo diferiram entre si
significativamente, enquanto ambos diferiram do fruto. Os resultados obtidos por Moraes et
al 2020. na farinha do caule foram bem superiores aos encontrados neste trabalho, com
média de 80,06 mg EAG.g  (19). Freitas et al. (2020) trabalhando com farinha da folha de
OPN encontraram valores proximos de 13,84 mg EAG.g (20). Vérias pesquisas mostram
uma variedade de metodologias (21), no entanto o método utilizado para extracdo é
variado, assim como os solventes. Garcia et al (2015), em seu ensaio usou 0 mesmo
solvente utilizado neste trabalho, porém o método de extracdo foi diferente (22). Essa
diferenca nos dados observados pode ser explicada pela composi¢cdo quimica distinta entre
as espécies (Pereskia aculeata Miller x Pereskia bleo), por diferencas no preparo das
amostras e dos extratos e, tambem, pela influéncia dos fatores ambientais (luminosidade,
disponibilidade de agua, composic¢do quimica do solo e temperatura) que podem interferir
com o perfil de metabdlitos secundarios dessas matrizes (19). O fruto apresentou
proporcoes relevantes em relagdo ao caule e folhas. Os resultados obtidos neste trabalho

para polpa do fruto se mostraram superiores aos encontrados Darus et al. 2015 (23)

33



estudando a polpa do fruto que apresentou valores de CTF com média de 6,06 mg EAG.g™.
Silva et al. 2018 (24) estudando tanto frutos maduros e verdes obtiveram valores de 1,20 e
1,13 mg EAG.g?, respectivamente. Moraes et al.2021 (25) em sua melhor amostra
obtiveram 9,81 mg EAG.g, o que demonstra que os resultados para frutos obtidos neste
trabalho se apresentaram superiores. Deve-se salientar que a analise de compostos fenélicos
pode ser influenciada pela natureza do composto, método empregado e solvente utilizado
(26).

CONCLUSOES
No presente estudo, o teor total de compostos fendlicos na polpa do fruto,
guando comparadas com as farinhas do caule e da folha, obteve maior concentracdo na
Pereskia aculeata Miller.
Com os resultados apresentados, conclui-se que a diferentes partes da ora-pro-
nobis (folha, caule e fruto) apresentam ser um promissor ingrediente a ser utilizado na

forma de enriquecimento alimentar e potencial fonte de antioxidantes naturais.
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