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RESUMO

As plantas, em geral, sdo compostas por caules, folhas, flores, raizes, possuindo uma grande variedade de compostos
quimicos em sua composicdo. A Pereskia acuelata Miller pertence a familia das cactaceas, sendo largamente encontrada
na América Central e no Brasil. As folhas da planta contém compostos com atividades antioxidante e antiinflamatéria
tais como taninos, polifendis, acidos fendlicos, terpenos e flavondides. O uso de compostos antioxidantes derivados de
plantas, representam um avanco na manutencdo do equilibrio biolégico e da industria alimenticia. A técnica assistida
por ultrassom, é um método de extracdo ndo convencional que tem se destacado e pode ser um avango tecnoldgico na
extragdo de compostos bioativos, por apresentar baixo custo e bom rendimento, além de atender requisitos da quimica
verde devido o controle na geragdo de residuos téxicos, baixo consumo de solvente e tempo de extracdo. Portanto, o
presente trabalho teve por objetivo avaliar os compostos bioativos extraidos das folhas de Pereskia acuelata Miller pelo
método de ultrassom assistida, utilizando etanol como solvente, além de determinar a atividade antioxidante do extrato
pelos métodos FRAP, ABTS (2,2'-azino-bis-(-acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) E DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).
Através da caracterizacdo quimica do extrato por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas, foi possivel
realizar um estudo fitoquimico onde se observou uma mistura hidrocarbonica apolar rica em triacontano, esteroides,
flavonodides e diterpeno. A partir dos resultados, pode se observar que a Pereskia acuelata Miller possui grande
quantidade de compostos bioativos em sua estrutura celular, bem como a metodologia extrativa apresentou ser
eficiente na recuperagdo de compostos bioativos.

PALAVRAS-CHAVE: Analise cromatografia; Compostos bioativos; Extracdo ultrassonica; Quimica verde.

1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido largamente utilizadas na medicinal tradicional (HAO, DA-
CHENG, 2019). Devido a sua composicao quimica com alto teor proteico, vitaminico e de sais
minerais, estao ligadas a manutencdo da saude (MANAF, S. et al,, 2016). Dentre elas encontram-se
as hortalicas ndo-convencionais denominadas PANCs, que nao sao produzidas em escala comercial
e ainda sao pouco exploradas no Brasil, apesar da intensa biodiversidade do pais (MIRANDA, M. et
al, 2009; SANTOS, 1. 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-noébis. 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-nobis possuem
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aminoacidos essenciais, vitaminas e sais minerais, sendo, portanto, uma fonte complementa
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 folico, 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, que apresentam atividades antioxidantes, antitumorais e
antimutagénicas. (TUNGMUNNITHUM, et al,, 2018; WANG, et al., 2013).

Alguns métodos utilizados para a separacao de compostos bioativos como alcaloides, acidos
fenolicos, triterpendides, glicosideos esteroidais sdo: refluxo, fluido supercritico, maceracao, Soxhlet,
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, recuperacao, pressao de vapor, estabilidade
quimica e térmica (HAMINIUK et al., 2012).

A andlise cromatografica é extremamente importante para a escolha de um método de
extracao eficiente, pois, realiza a separacao, identificacdo e possibilita a quantificacado das variadas
espécies quimicas presente no extrato bruto obtido das plantas, permitindo avaliar e comparar os
resultados gerados em cada técnica e condicao 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 avaliar os compostos bioativos
extraidos das folhas de Pereskia acuelata Miller pelo método de ultrassom assistida, além de
determinar a atividade antioxidante do extrato pelos métodos FRAP, ABTS E DPPH. Para isto, o
solvente de escolha foi o etanol que pode apresentar eficiéncia na extragdo destes compostos e
atende a requisitos da Quimica Verde.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS
2.1.1 Descricao da Area Experimental

A pesquisa foi realizada no Laboratério Interdisciplinar de Analise Bioldgicas e Quimica -
LIABQ da Universidade Cesumar — UNICESUMAR, Maringa/PR. As folhas de Pereskia acuelata Miller
foram colhidas na fazenda Unicesumar com latitude -23.341898, longitude: -51.875253, as oito horas
da manha. Apds colheita foram secas em estufa a 40 °C e moidas em moinho de faca tipo Willey SL-
31.

2.2 METODOS
2.1.2 Extracao

Para o processo de extracao, 1 g do material em pd seco e triturado foi extraido com 20mL
de etanol, utilizando extrator assistido por ultrassom de 550 W e 40 kHz por 40 minutos na
temperatura de 40 ° C. A temperatura do banho de agua foi monitorada por um termémetro digital,

UNICESUMAR - Universidade Cesumar | Pré-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduagdo
ICETI - Instituto Cesumar de Ciéncia, Tecnologia e Inovagao



&) unicesumar

EDUCAGAO PRESENCIAL E A DISTANCIA

controlado pela circulagdo da agua ao longo do experimento. Para a separacao dos residuos soli@
do extrato, a amostra foi centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos. A fase superior foi coletada €
armazenada sob refrigeragdo a 7°C para posterior analise. As extragdes foram realizadas em
triplicata.

2.1.3 Analise por CG-EM

As analises foram realizadas em um cromatografo a gas - CG (Agilent 7890B), acoplado ao
espectrometro de massas - EM (Agilent 5977A MSD), operando com uma fonte de elétrons com
energia de ionizagao de 70 eV, utilizando uma coluna capilar HP-5MS IU (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, foi de 2 uL, nas condigdes de programacdo do forno: temperatura inicial de
50 °C sendo mantida por 3 min seguido de aquecimento de 3 °C/min até temperatura final de 300
°C, permanecendo por 10 min. A injecao das amostras foi realizada no modo split na razao 1:20 com
fluxo constante de 1,0 mL min™" de Hélio como gas de arraste com a temperatura do injetor mantidas
a 250 °C e a linha de transferéncia em 280 °C. No detector de massas a temperatura da camara de
ionizagdo sera de 230 °C a temperatura do quadrupolo de 150 °C. No espectrometro de massas sera
utilizado o sistema de deteccao EM no modo scan operando na faixa de razdo massa/carga (m/z)
de 40 - 600, com solvent delay de 3 min.

2.1.4 Analise Antioxidante

O estudo da capacidade antioxidante dos extratos foi realizado por trés métodos diferentes
FRAP, ABTS E DPPH. A atividade antioxidante pelo método do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) foi realizada em tubos protegidos de luz, 25 pL da amostra e 2 mL da solu¢do de DPPH
6,25x10-5 mol/L foram adicionados e mantidos durante 30 min. A leitura foi realizada em
espectrofotometro a 517 nm e uma curva padrao com solucao de Trolox (acido (+)-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico) foi construida. Os resultados foram expressos em umol Trolox/mg
(DUARTE-ALMEIDA et al, 2006).

O ensaio do ABTS (2,2'-azino-bis-(-acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico), sal diamonico,
~98%) realizado de acordo com o protocolo de Rufino et al.,, (2007). Em tubos protegidos da luz, 30
ML do extrato de cada amostra e 3 mL da solucdo do radical ABTS+ (5 ml solucao de ABTS -7
mmol/L e 88 pL de persulfato de potassio — 140 mmol/L, reacdo por 16 horas em ambiente
protegido da luz) foram transferidos para tubos de ensaio e mantidos por 6 min. A leitura foi
realizada em espectrofotometro a 734 nm e uma curva padrao com solugao de Trolox foi construida.
Os resultados serao expressos em pmol Trolox/mg.

O ensaio com o meéetodo FRAP foi realizado com modificagbes, conforme descrito por Rufino
et al. (2006) com algumas modificagdes. O reagente FRAP utilizado no ensaio foi preparado com 25
mL de tampao acetato, 2,5 mL de solucao de TPTZ e 2,5 mL de solucao de FeCl3, proporcao 10:1:1
(viviv), respectivamente. Para a reacao, 100 pL do extrato, 300 yL de agua destilada e 3 mL do
reagente FRAP foram adicionados em tubos, seguido de homogeneizacao e banho-maria a 37 °C
por 30 minutos. Apos este periodo, foi realizada a leitura em espectrofotometro na regido do Visivel
a 595 nm. Uma curva padrao foi construida com solucao de Trolox, e os resultados foram expressos
em pmol trolox/mg.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 1 apresenta a caracterizacdo quimica do extrato bruto das folhas de ora-pro-nobis
realizada em CG/EM, obtido pela extragao assistida por ultrassom utilizando o etanol como solvente.

Tabela 1: Identificacdo dos compostos volateis encontrados na analise por Cromatografia gasosa, com o
solvente etanol, através da amostra do extrato bruto da ora-pro-ndbis.

Pico TR (min) Composto % Area Relativa
1 33.86 Fitol 9.80
2 45.09 Esqualeno 1.23
3 46.04 Octadecano,3-etil-5-(2-etilbutil) 5.22
4 48.64 Tetratetracontano 38.09
5 49.16 Vitamina E 2.20
6 49.88 Octadecano, 3 etil - 5 — (2 — etilbutil) 1.04
7 50.07 Acido oleico, ester eicosil 1.50
8 50.28 Campesterol 3.85
9 50.69 Acido linoleico, propil ester 3.12
10 51.08 3-etil-5-(2-etilbutil)-Octadecano 11.06
11 51.18 n.i. 1.74
12 51.40 y-Sitosterol 18.19
13 51.59 Acido octadecadienoico, propil ester 5.47

TR = tempo de retengdo (min); n.i. = ndo identificado
Fonte: Acervo do autor.

A extragdo por banho ultrassonico é baseada na propagacao de ondas sonoras e forga de
cavitacao resultantes que provocam aumento da permeabilidade da parede celular do vegetal, o
que facilita a penetragdo do solvente, com isso se obtém melhoria na extracdo dos compostos
almejados (GOULA, A., 2013; OLIVEIRA et al., 2016). Segundo Bendicho et al (2012) e Oliveira et al
(2016) o método € simples, de baixo custo e ainda atende a alguns dos principios da quimica verde,
devido a utilizagdo de reagentes diluidos e/ou utilizados em volumes reduzidos, dessa forma,
diminui a geracao de residuos e age na prevencao de riscos ambientais.

O etanol é um solvente altamente polar, miscivel em agua, possui viscosidade 1.11, pressao
de vapor 60 mmHg a 26°C, densidade relativa do vapor e liquida, 1.6 e 0.790 a 20°C, respectivamente
(ABNT, 2014; CETESB, 2018). Assim como o método extrativo, o solvente de escolha também
apresenta requisitos da quimica verde devido a sua menor toxicidade para o meio ambiente quando
comparada a de outros solventes convencionais (JESUS et al., 2021; CETESB, 2018; FILHO et al., 2017).

Através da caracterizacdo quimica do extrato por CG-MS, foi possivel verificar onde se
observou uma mistura hidrocarbOnica apolar rica em triacontano, esterdides, flavonoides,
diterpenos (DOSSIE, 2009) e vitaminas, tais como Vitamina E, y-Sitosterol, Campesterol, Fitol, Acido
oleico, ester eicosil, Octadecano, 3 etil - 5 - (2 - etilbutil), Esqualeno.

A capacidade antioxidante do extrato bruto das folhas de ora-pro-nébis foi analisado a partir
dos métodos DPPH, ABTS e FRAP (Tabela 2). Os resultados apresentados mostraram uma diferenca
estatistica entre os métodos antioxidantes utilizados, isso se deve aos principios de cada método.
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Tabela 2: Atividade Antioxidante de extrato bruto das folhas de ora-pro-nébis por extracao assistida
ultrassom utilizando o solvente etanol

DPPH FRAP ABTS
Ultrassom — etanol 82,7778Cc 421,359Ad 104,661Be
*Letra minUscula diferente estatisticamente a 5% de probabilidade entre 0 mesmo teste antioxidante com diferentes

amostras/extracao.
**Letra maiuscula diferente estatisticamente a 5%.
Fonte: Acervo do autor.

Existem algumas metodologias para determinar a capacidade antioxidante dos produtos,
porém estas podem estar sujeitas a interferéncias, além de se basearem em diferentes fundamentos,
influenciando em sua aplicabilidade (DOSSIE, 2009; ALVES et al., 2010). Devido a este inconveniente,
é recomendada a utilizagdo de duas ou mais técnicas para a determinagdo da atividade antioxidante,
ja que nenhum método isolado seria capaz de identificar a atividade total de uma amostra (DOSSIE,
2009; ALVES et al.,, 2010). De acordo com as analises realizadas foi possivel comparar e observar o
maior potencial da capacidade antioxidante do extrato a partir do método FRAP, provando a
importancia do comparativo amostral.

De acordo com Sujhata et al (2017), compostos bioativos de modo geral tém as seguintes
caracteristicas: atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatdria, anticancerigena, atividade
androgénica, dermatitogénica, hipocolesterolémico, coletérico, propriedades antitumorais,
antiespasmadico, vasodilatadoras, antidiabéticas, hepatoprotetoras, hipoglicémicas,
antihepatotoxicas.

Antioxidantes em especifico, sdo substancias que podem prevenir, impedir ou reduzir danos
oxidativos ao DNA, as proteinas e aos lipideos (ASHRAF et al, 2015). Eles atuam como
sequestradores de espécies reativas de oxigénio (ERO) nocivas causadoras da iniciagdo ou
progressdao de alguns disturbios, como doencas cardiacas, alguns tipos de cancer, diabetes e
Alzheimer (SOUZA, et al., 2014; VERA-RAMIREZ, et al., 2011).

Portanto, os vegetais verdes escuros sao importantes, uma vez que sao fonte de antioxidantes
e de compostos fendlicos, sendo entdo de alto interesse para as industrias farmacoldgica e
alimenticia (HUSSAIN et al, 2016; SOUZA, et al,, 2014). Por isso, este trabalho demonstra grande
potencial nas areas da Saude, Nutricdo e Ambiental, devido a presenca dos compostos bioativos e
capacidade antioxidante comprovada nas folhas da planta, além de utilizar condicbes extrativas e
analiticas visando a preservacado e reducdo da agressao e toxicidade ao meio ambiente.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos da extragdo pelo método de ultrassom assistida, apontam que através
desse método e o solvente utilizado, se obtém boas fontes de compostos bioativos com capacidade
antioxidante comprovada a partir do comparativo entre os métodos DPPH, ABTS e FRAP,
demostrando eficiéncia para o propdsito exposto, além de atender requisitos da Quimica Verde.
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