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RESUMO

Nos ultimos anos, houve um aumento significativo do interesse na comunidade cientifica em obter compostos
bioativos de origem natural com alta capacidade antioxidante. A espécie Pereskia acuelata Miller,
popularmente conhecida como ora-pré-nébis (OPN), é considerada uma cactaceae e pertence ao grupo de
hortalicas conhecidas como PANCs. Diversos métodos de extracdo séo utilizados para obter compostos
fendlicos do extrato bruto de plantas, tais como, fluido supercritico e extracéo assistida por ultrassom que tém
se destacado por atenderem aos principios da quimica verde, devido a utilizacdo de solventes de menor
impacto ambiental e/ou em volumes reduzidos. O presente trabalho tem por objetivo caracterizar a
composicao fisico-quimica do caule, folhas, flor e frutos da OPN, bem como comparar o rendimento e a
composicao quimica do extrato bruto obtido, além de determinar o melhor método de extragéo aliado & menor
geracdo de residuos. Para tanto, serdo coletadas amostras do caule, folhas frescas e frutos da planta na
fazenda Unicesumar, na cidade de Maring4 — Parand. Seréo realizados 3 tipos de extracdo do material vegetal
seco: fluido supercritico, extracdo por maceragdo e extracdo assistida por ultrassom. Os extratos serdo
caracterizados quanto a composicdo quimica por CG-EM e por CL-EM/EM. Os diferentes extratos serao
analisados em relacao ao potencial antioxidante pelos métodos quimicos ABTS, DPPH e FRAP. Os dados
coletados serdo submetidos a analise exploratéria multivariada, por meio da analise de componentes
principais (ACP). Espera-se obter através deste estudo o melhor método de extragdo e as melhores condi¢des
para obtencéo de extratos de OPN.

PALAVRAS-CHAVE: Andlise cromatografia; Antioxidantes; Compostos fendlicos; PANCs; Quimica Verde.

1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido largamente utilizadas na medicinal tradicional (HAO,
DA-CHENG, 2019). Devido a sua composi¢cdo quimica com alto teor proteico, vitaminico e
de sais minerais, estdo ligadas a manutencédo da saude (MANAF, S; et al., 2016). Dentre
elas encontram-se as hortalicas ndo-convencionais denominadas PANCs, que ndo sao
produzidas em escala comercial e ainda séo pouco exploradas no Brasil, apesar da intensa
biodiversidade do pais (MIRANDA, M., et al, 2009; SANTOS, |, et al., 2012; SOUZA, M.,
2009; BRASIL, 2010; CONSERVACAO INTERNACIONAL, 2011).

Dentro das PANCs encontra-se a Pereskia aculeata Miller, no Brasil popularmente
conhecida como ora-pro-nébis. Trata-se de uma trepadeira arbustiva de facil cultivo
pertencente a familia Cactacea. (BRASIL, 2010; TOFANELLI, M., RESENDE, S., 2011). As
folhas da ora-pro-nébis possuem aminoacidos essenciais, vitaminas e sais minerais, sendo,
portanto, uma fonte complementar na dieta de muitos brasileiros (ALMEIDA, M., CORREA,
A., 2012; TAKEITI, et al., 2009).

Pesquisadores tém comprovado a presenca de compostos bioativos importantes em
vegetais com folhas verdes, tais como: acido ascoérbico, acido félico, polifendis, acidos
fendlicos, flavanoides, compostos aromaticos (KOBORI, RODRIGUEZ-AMAYA, 2008; KIM,
2013). Com isso, a comunidade cientifica aumentou seu interesse em obter compostos
fendlicos a partir de espécies de plantas medicinais, por observar seu papel vital em reduzir
processos oxidativos, devido a presenca desses compostos em suas estruturas celulares,
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gue apresentam atividades antioxidantes, antitumorais e antimutagénicas.
(TUNGMUNNITHUM, D, et al., 2018; WANG et al., 2013).

Alguns métodos utilizados para a separacdo de compostos bioativos como
alcaloides, acidos fendlicos, triterpendides, glicosideos esteroidais séo: refluxo, fluido
supercritico, maceracao, Soxhelet, técnica assistida por microondas, técnica assistida por
ultrassom (SARVIN, B., et al., 2018). Para auxiliar na boa extracdo desses compostos,
varios solventes podem ser utilizados, a depender da sua seletividade, viscosidade,
densidade, miscibilidade, recuperacéo, pressdo de vapor, estabilidade quimica e térmica
(HAMINIUK et al., 2012).

A analise cromatogréafica € extremamente importante para a escolha de um método
de extracdo eficiente, pois, realiza a separacao, identificacado e possibilita a quantificacdo
das variadas espécies quimicas presente no extrato bruto obtido das plantas, permitindo
avaliar e comparar os resultados gerados em cada técnica e condicdo de extracao
escolhida (COLLINS, C., et al., 2006; SONG et al., 2019; GARMUS et al., 2015).

Com base no exposto, o presente trabalho tem por objetivo caracterizar a
composicao fisico-quimica do caule, folhas, flor e frutos da ora-pro-nébis em busca de
compostos fenolicos com capacidade antioxidante, bem como comparar o rendimento e a
composicdo quimica do extrato bruto obtido, além de determinar o melhor método de
extracao aliado a menor geracgao de residuos.

Para isto, serdo coletadas amostras do caule, folhas frescas e frutos da planta na
fazenda Unicesumar, na cidade de Maringa — Parana. Apds a colheita, o material sera
levado para o Laboratério Interdisciplinar de Analises Bioldgicas e Quimicas (LIABQ) e sera
seco em local ventilado a temperatura ambiente. Seréo realizados 3 tipos de extracédo do
material vegetal seco: fluido supercritico, extracdo por maceracao e extracao assistida por
ultrassom. Os extratos serdo caracterizados quanto a composi¢cao quimica por CG-EM e
por CL-EM/EM. Os diferentes extratos serdo analisados em relacdo ao potencial
antioxidante pelos métodos quimicos ABTS, DPPH e FRAP. Os dados coletados serédo
submetidos a analise exploratoria multivariada, por meio da analise de componentes
principais (ACP), a qual permitira a avaliagdo em conjunto dos compostos quimicos
majoritarios e da classe quimica de todos 0s compostos presentes nos extratos de ora-pro-
noébis.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1. MATERIAIS
2.1.1. Localizac&o e Descricéo da Area Experimental

A pesquisa sera realizada no LIABQ (Laboratério Interdisciplinar de Analise Bioldgicas e
Quimica) da Universidade Cesumar — UNICESUMAR, Maringa/PR. As folhas de Pereskia
acuelata Miller seréo colhidas na fazenda Unicesumar com latitude -23.341898, longitude:
-51.875253, as oito horas da manha. Apds colheita serdo secas em temperatura ambiente
sob ventilacdo e moidas em moinho de faca tipo Willey SL-31. A exsicata da planta (folhas,
caule, frutos, aculeos) serd documentada no herbario da Universidade Estadual de Maringa
- UEM.

2.2.  METODOS
2.2.1. Extracdo Assistida por Ultrassom

Para o processo de extracdo sera utilizado extrator assistido por ultrassom de 550
W e 40 kHz. A temperatura do banho de agua sera monitorada por um termémetro digital
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controlado pela circulacdo da agua ao longo do experimento. Para o processo 10 g de cada
material em p6 seco sera extraido com 200 mL do solvente adequado em um banho
ultrassénico a 40 °C por 40 min. Para a separagdo dos residuos sélidos da solugéo, a
amostra sera centrifugada a 5000 rpm por 10 min. Em seguida, o filtrado sera concentrado
sob presséo reduzida em evaporador rotatorio (modelo Fisaton 802) a 40 oC, até obtencédo
do extrato ou sera exposto a um fluxo de nitrogénio até evaporar. O método gravimeétrico
serd usado para medir o peso exato do extrato bruto. As extragbes serdo realizadas em
triplicata.

2.2.2. Extracao Assistida por Fluido Supercritico

O material vegetal sera seco e pulverizado a uma granulometria de 800 um. Os
experimentos para obtengcdo do extrato de caule, flor, folha e fruto de ora-pro-ndbis
utilizando dioxido de carbono (CO2) serdo realizados em uma unidade de extracéo
supercritica, descrita por Santos et al. (2013), e conduzidos no Laboratério de Processos
de Separacdo da Universidade Estadual de Maringd (UEM). Para cada extracdo sera
utilizado 10 g do material particulado (capacidade maxima do extrator). O solvente (CO2),
resfriado na bomba, serd bombeado para o extrator ja estabilizado termicamente na
temperatura de extragdo e entdo, pressurizado em intervalos de pressédo de 10 bar até a
pressado desejada. Apos 20 minutos de estabilizacdo, a valvula de expansao sera aberta
para uma vazao de solvente de 3 mL/min. Durante a extracdo, o extrato seré coletado em
frasco de vidro ambar e sua massa pesada a cada 10 minutos. Serdo empregados 190
minutos de extracéo utilizando caule e frutos e 120 minutos para as flores e folhas, tempo
em que ocorrera o esgotamento da amostra. As condicdes de extracao testadas serdo nas
temperaturas de 40, 50 e 60 °C, e pressoes de 150, 175 e 200 bars.

2.2.3. Extracdo Assistida por Hidrodestilacdo/Maceracéo

Amostras de caule, flor, folha e fruto de ora-pro-nébis serdo secos a temperatura
ambiente, e pulverizado em moinho de facas tipo Willye (TE650). O material pulverizado
sera padronizado em peneiras granulométricas, de forma a obter granulometria entre 710
e 850 um. O pé obtido serd submetido ao processo de maceracao dinamica com renovacgao
do solvente de acordo com protocolo descrito na Farmacopéia Brasileira (Farmacopéia
Brasileira, 1988), com alcool etilico 70% v v-1 até o esgotamento do material vegetal
(MIRANDA et al., 2009). Em seguida, o filtrado sera concentrado sob pressao reduzida em
evaporador rotatorio (modelo Fisaton 802) a 400JC, até a obtencao do extrato bruto (EB).

2.2.4. Caracterizagcdo Quimica dos Extratos Brutos

224.1. Analise por Cromatografia a Gas Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM)

As analises serédo realizadas em um cromatégrafo a gas (Agilent 7890B), acoplado
ao espectrometro de massas (Agilent 5977A MSD), operando com uma fonte de elétrons
com energia de ionizagdo de 70 eV. Sera utilizada uma coluna capilar HP-5MS U (30 m x
0,25 mm x 0,250 mm) recheada com fase estacionaria composta de 5% de fenil e 95%
dimetil polisiloxano. O volume injetado das amostras, adequadamente diluidas sera de 2
ML, nas condi¢cBes de programacao do forno: temperatura inicial de 50 oC sendo mantida
por 3 min seguido de aquecimento de 3 °C/min até temperatura final de 300 °C,
permanecendo por 10 min. A injecdo das amostras sera realizada no modo split na razéo
1:20 com fluxo constante de 1,0 mL min-1 de Hélio como gas de arraste com a temperatura
do injetor mantidas a 250 oC e a linha de transferéncia em 280 oC. No detector de massas
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a temperatura da camara de ionizacéo sera de 230 oC a temperatura do quadrupolo de 150
oC. No espectrémetro de massas sera utilizado o sistema de detecgdo EM no modo “scan”
operando na faixa de razdo massa/carga (m/z) de 40 - 600, com “solvent delay” de 3 min.

2.2.4.2. Andlise por Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (CL-
EM)

Para os experimentos de CL-EM e CL-EM/EM sera utilizado um sistema de
cromatografia liquida Waters 1525u (bomba binéria) acoplado a um espectrémetro de
massas Quattro micro APl Waters (Beverly-EUA). Sera utilizada uma coluna Waters
Symmetry® C18 (4,6 x 75 mm x 3,6 um) e gradiente linear de eluicdo utilizando como
solvente (A) agua (0,1% de acido férmico) e solvente (B) acetonitrila (0,1% acido férmico).

O espectrometro de massas com fonte de eletrospray e analisador de massas do
tipo triplo-quadrupolar (QgQ) sera operado no modo varredura (Scan) de m/z 100 a 1000,
sendo as condi¢des de analise de ionizagdo no modo positivo; voltagem do capilar 2,50 kV;
voltagem do cone 25,0 V; temperatura da fonte 150 °C; temperatura de dessolvatacdo 450
°C; fluxo do gés no cone 25 L h-1; fluxo do gas de dessolvatacdo 900 L h-1. Para os ensaios
de quantificacdo, o espectrometro de massas sera operado no modo monitoramento de
reag6es multiplas (MRM).

2.2.5. Avaliagcdo da Capacidade Antioxidante
2.25.1. Método do DPPH

A atividade antioxidante pelo método do radical DPPH (2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl) sera realizada conforme descrito por Ma et al., (2011). Em tubos protegidos
de luz, 25 yL da amostra e 2 mL da solugdo de DPPH 6,25x10-5 mol/L serdo adicionados
e mantidos durante 30 min. A leitura sera realizada em espectrofotdmetro a 517 nm e uma
curva padrdo com solucdo de Trolox (acido (%)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico) sera construida. Os resultados seréo expressos em pmol Trolox/mg.

2.25.2. Método do ABTS

A atividade antioxidante pelo método do ABTS (2,2’-azino-bis-(-4cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico), sal diamonico, ~98%) sera determinada conforme protocolo
de Rufino et al., (2007). Em tubos protegidos da luz, 30 yL do extrato de cada amostra e 3
mL da solucéo do radical ABTS+ (5 ml solu¢do de ABTS — 7 mmoL/L e 88 pL de persulfato
de potassio — 140 mmol/L, reacdo por 16 horas em ambiente protegido da luz) serdo
transferidos e mantidos por 6 min. A leitura sera realizada em espectrofotbmetro a 734 nm
e uma curva padrao com solucao de Trolox sera construida. Os resultados serdo expressos
em pumol Trolox/mg.

2.25.3. Método de Reducéo do ion Férrico (FRAP)

Este ensaio sera realizado com modificagdes, conforme Rufino et al. (2006). O
reagente FRAP utilizada no ensaio sera preparado utilizando 25 mL de tampé&o acetato, 2,5
mL de solucdo de TPTZ e 2,5 mL de solucdo de FeCl3, proporcdo 10:1:1 (v:iviv),
respectivamente. Para a reacdo, 100 uL do extrato, 300 puL de &gua destilada e 3 mL do
reagente FRAP serdo adicionados em tubos, seguido de homogeneizacdo e banho-maria
a 37 °C por 30 minutos. Apds este periodo, sera realizada a leitura em espectrofotdmetro
na regido do Visivel a 595 nm. Sera construida uma curva padrao com solucéo de Trolox,
e os resultados serdo expressos em pmol trolox/mg.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Espera-se através deste estudo obter o melhor método de extracdo e as melhores
condi¢cdes para obtencdo de extratos de ora-pro-nobis, além de caracterizar possiveis
compostos bioativos encontrados devido a grande importancia de sua aplicabilidade
comercial perante suas caracteristicas béasicas de atividade antimicrobiana, anti-
inflamatoria, anticancerigena, propriedades antioxidantes e antitumorais (Sujhata et al.,
2017).

4 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de compostos com capacidade antioxidante derivados de plantas,
representam um avanco na manutencdo do equilibrio biolégico, da industria alimenticia e
farmacolégica (WANG et al., 2013). No entanto, ainda sédo escassos trabalhos cientificos
gue catalogam diferentes métodos de extracdo da planta ora-pro-nobis. Neste contexto,
ressalta-se a importancia de estudos que demonstrem quais as melhores abordagens para
a obtencao do extrato bruto da planta, para a aplicabilidade comercial do produto.
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