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RESUMO

Ora-pro-nobis é o nome comum da Pereskia aculeata Miller, originaria das Américas
Central e Sul, que possui elevado teor proteico e € conhecida por seus efeitos
benéficos & salde humana. Esta cactacea se enquadra nas Plantas alimenticias nao
convencionais (PANCs) e ndo € muito explorada na alimentacdo dos brasileiros. O
objetivo do trabalho foi investigar o potencial antioxidante e antimicrobiano através
de diferentes extratos naturais das folhas liofilizadas e desenvolveu um produto
alimenticio com base vegetal. As folhas da Ora-pro-nébis foram coletadas numa
propriedade privada em Rosario do Sul, higienizadas, desidratadas por liofilizacéo e
misturadas na proporcéo 1:20 com os solventes solucao hidroalcodlica (70%) e agua
destilada. Os extratos foram protegidos da luz e, no terceiro dia, os tubos foram
colocados em agitador orbital durante 24 horas, a 130 rpm, em temperatura de 29°C
+ 2°C. Os extratos seguiram duas metodologias: filtragdo na cabine de seguranca
bioldgica e centrifugacdo durante 15 minutos, a 10.000 rpm, a 4°C. Por fim, foram
armazenados em temperatura ambiente. Os ensaios 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH) e 2,2-azino-bis-3- etilbenzotiazolino-6-sulfonato (ABTS) foram aplicados
para medir a atividade antioxidante. A atividade antimicrobiana foi realizada pelo
teste qualitativo de disco-difusdo frente a bactérias Gram positivas e Gram
negativas. A formulacdo do paté de Ora-pro-ndbis teve como um dos
ingredientes folhas in natura da planta. Foi realizada avaliacdo sensorial com
provadores nao treinados, por meio de testes de aceitacao e de intencdo de compra.
Os resultados demonstraram que a Pereskia aculeata € uma boa alternativa aos
antioxidantes sintéticos. Os extratos aquosos e hidroalcodlicos (70%) obtidos
apresentaram potencial antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS. Na metodologia
ABTS, todos os extratos apresentaram porcentagem de inibicédo, variando de 56% a
91,38%, enquanto que no DPPH apenas os extratos hidroalcodlico centrifugado,
extrato hidroalcodlico filtrado e o extrato aquoso centrifugado frio demonstraram
porcentagem de inibicdo, mostrando mais uma vez a importancia de aplicar mais de
uma técnica no potencial antioxidante. Ao analisar a atividade antimicrobiana frente
as bactérias testadas, foram observados halos somente nos extratos hidroalcéolicos
com valores de 1,8 mm até 3,2 mm, o que provavelmente ocorreu, devido a
presenca da solucéo hidroalcoodlica. Tendo isto em vista, h4 necessidade de testes

adicionais com aumento da propor¢cao planta:solvente e com extratos da planta in



natura para verificar a atividade antimicrobiana. O produto alimenticio a base de
folhas in natura de Ora-pro-nobis apresentou boa aceitabilidade, com valores médios
(n=53) entre 7,06 e 7,81 para os diferentes parametros sensoriais avaliados, o que
indica “gostei regularmente” e “gostei muito”. A intencdo de compra foi 4,05 e
sinaliza “Provavelmente compraria este produto”. As folhas de Ora-pro-nébis
apresentaram potencial antioxidante e potencial alimenticio em uma formulacédo em
base vegetal, que é interessante para o consumidor por preservar as propriedades
da planta e fornecer um alimento fonte de proteinas e compostos benéficos a saude,

bem como diversificar com alimentos ndo convencionais.

Palavras-Chave: Plantas alimenticias n&o convencionais, Extratos naturais,

Atividade antioxidante, Atividade antimicrobiana, Alimentos a base de plantas.



ABSTRACT

“Ora-pro-nobis” is the common name of Pereskia aculeata Miller, originating in
Central and South America, which has a high protein content and is known for its
beneficial effects on human health. This cactacea fits in the Non-Conventional Food
Plants and is not much exploited in the Brazilian diet. The aim was to investigate the
antioxidant and antimicrobial potential through different natural extracts from
lyophilized leaves and develop a plant-based product. “Ora-pro-nobis” leaves were
collected on a private property in Roséario do Sul, sanitized, lyophilized and mixed in a
1:20 ratio with the solvents hydroalcoholic solution (70%) and distilled water. The
extracts were protected from light and, on the third day, the tubes were placed in an
orbital shaker for 24 hours, at 130 rpm, at a temperature of 84,2°F + 35,6°F. The
extracts followed two methods: filtration in the biological safety cabinet and
centrifugation for 15 minutes at 10,000 rpm, at 39,2°F. Finally they were stored at
room temperature. The 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2-azino-bis-3-
ethylbenzothiazolino-6-sulfonate (ABTS) assays were applied to measure the
antioxidant activity. Antimicrobial activity was performed using the qualitative disk
diffusion test against Gram positive and Gram negative bacteria. The formulation of
the “Ora-pro-nobis” paté had as one of the ingredients fresh leaves of the plant.
Sensory evaluation was carried out with untrained tasters, through acceptance and
purchase intention tests. The results showed that Pereskia aculeata is a good
alternative to synthetic antioxidants. Aqueous and hydroalcoholic extracts (70%)
obtained showed antioxidant potential by the DPPH and ABTS methods. In ABTS
methodology, all extracts showed percentage of inhibition, ranging from 56% to
91.38%, while in DPPH only the centrifuged hydroalcoholic extract, filtered
hydroalcoholic extract and the cold centrifuged aqueous extract showed percentage
of inhibition, showing once again the importance of applying more than one
technique in the antioxidant potential. When analyzing the antimicrobial activity
against the tested bacteria, halos were observed only in the hydroalcoholic extracts
with values from 1.8 mm to 3.2 mm, which probably occurred, due to the presence of
the hydroalcoholic solution. Based on this, additional tests with increased
plant:solvent ratio and with in natura plant extracts are needed to verify the
antimicrobial activity. The food product based on “Ora-pro-nébis” leaves obtained

good acceptability, with average values (n=53) between 7.06 and 7.81 for the



different sensorial parameters evaluated, which indicates "I liked it regularly" and "I
liked it a lot". The purchase intention was 4.05 and signals "I would probably buy this
product". “Ora-pro-nébis” leaves presented antioxidant potential and food potential in
a formulation with a vegetable basis, which is interesting for the consumer for
preserving the properties of the plant and providing a food source of proteins and

beneficial compounds to health, as well as diversifying with non-conventional foods.

Key-words: Non-conventional food plants, Natural extracts, Antioxidant activity,
Antimicrobial activity, Plant-based foods.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as plantas alimenticias ndo convencionais (PANCs) estédo
conquistando mais espaco na alimentacdo da populacdo brasileira, seja pela busca
de uma vida mais saudavel ou para serem consumidas pela comunidade
veganal/vegetariana. O termo PANCs surgiu em 2008, criado pelo bidlogo Valdely
Kinupp, e refere-se as partes alimenticias das plantas ndo convencionais, tais como
raizes, caules subterrdneos ou aéreos, folhas, flores, frutos e/ou sementes (KELEN
et al., 2015). Seu consumo pode ser in natura ou processado dentro de algum outro
alimento, sendo geralmente mais consumida nas regiées do interior do Brasil. Um
estudo demonstrou que algumas plantas silvestres testadas possuiam maior
quantidade de micronutrientes do que as convencionais (BOTREL, 2020).

Dentre as folhas com uso potencial na alimentacdo humana, destaca-se a
hortalica ndo convencional Pereskia aculeata Miller, pertencente a familia
Cactaceae, género Pereskia, e usualmente conhecida como Ora-pro-nébis ou carne
de pobre (PAULA et al., 2016). O nome comum estd atrelado ao elevado teor
proteico relatado na literatura, que varia entre 18 e 28% (ALMEIDA et al., 1974,
GUIMARAES 2018; TAKEITI et al., 2009;), além disso suas folhas se apresentam
ricas em aminoacidos essenciais, minerais (célcio, magnésio, manganés, zinco e
ferro) e vitaminas (A, C e acido fdlico) (SILVA, 2019).

Os extratos naturais tém sido utilizados pelos seres humanos no tratamento
de diversos patdgenos (NOVAIS et al., 2003). O ser humano procurou técnicas para
preservar seu alimento, desde a época em que nédo existia refrigeradores, tendo o
sal como uma das formas mais conhecidas (FORSYTHE, 2013). Alguns estudos
demonstraram potencial antimicrobiano da folha de Pereskia aculeata Mill. com
extratos em diferentes solventes, como etanol, metanol, éter de petréleo, acetato de
etila, entre outros, obtendo inibicdo varidvel de forma alta, moderada e baixa no
crescimento de bactérias Gram positivas e Gram negativas (BELO et al., 2020;
GARCIA et al., 2019; SHARIF et al., 2013; SOUZA et al., 2016).

Como forma de diminuir o consumo de antioxidantes sintéticos, o potencial
das plantas vem sendo estudado para assim obter este efeito vindo de uma fonte
natural e menos agressiva ao organismo humano. Os antioxidantes naturais incluem

os tocoferois, vitamina C, carotenoides e compostos fendlicos (SUCUPIRA et al.,
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2012). Alguns trabalhos demonstraram a importancia do solvente utilizado para
extrair compostos fendlicos ou até mesmo carotendides presentes nas folhas da
Ora-pro-nébis (AGOSTINI - COSTA et al., 2012; PINTO et al., 2015; QUEIROZ et al.,
2015; SOUZA et al., 2014; SOUZA et al., 2016; TURRA et al., 2007).

Diante do apresentado, 0 objetivo deste trabalho foi estudar o potencial da
Ora-pro-nobis, visando as atividades antioxidante e antimicrobiana das folhas
liofilizadas em extratos hidroalcodlicos e aquosos, além da aplicagdo em alimentos
por meio da formulacdo de um produto de origem vegetal.
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2 CONCEITOS GERAIS E REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas alimenticias ndo convencionais (PANCs)

A producado agricola mundial tem se concentrado em monoculturas, com a
expectativa de obter aumento do volume produzido e garantir a alimentacdo de toda
a populacédo do planeta (ZIMMERMANN, 2009). Com isso, a populacdo teve seu
consumo restringido a uma pequena parcela de hortalicas, verduras e frutas,
ocasionando assim, uma alimentac&o pobre em valores nutricionais por conta dessa
padronizacdo (BRASIL, 2014).

Muitas plantas denominadas daninhas, ing¢os, pragas, invasoras, pois
crescem entre as plantas cultivadas, sdo espécies com grande importancia ecolégica
e econbmica (KINUPP, 2006). A falta de conhecimento sobre estas hortalicas pode
estar atribuida a caréncia de pesquisa nessa area e de informac¢fes que poderiam
ser prestadas as comunidades quanto a suas propriedades, plantio, colheita, etc.

Uma pequena parte da populagdo possui conhecimento sobre as PANCS,
justamente porque buscam por uma alimentacdo saudavel e querem variar seus
pratos no dia a dia. O termo PANCs surgiu em 2008, criado pelo bidlogo e professor
Valdely Ferreira Kinupp, que diz respeito a todas as plantas que possuem partes
comestiveis, sendo elas espontaneas ou cultivadas, nativas ou exoéticas que nao
estdo incluidas em nosso cardapio cotidiano (KELEN et al., 2015).

Para Kinupp (2006), PANCs referem-se as partes alimenticias das plantas
ndo convencionais, incluidas as raizes, caules subterrdneos ou aéreos, folhas,
flores, frutos e/ou sementes. O acesso a essas plantas € facil, uma vez que elas
crescem espontaneamente em terrenos baldios, quintais, jardins e até nas ruas
(ruderais) (FRONZA, 2020).

Atualmente, as informacgdes em relacdo as PANCs estdo aumentando. Sites,
guias, manuais e enciclopédias foram criados com o intuito de levar a populacéo
mais conhecimento e ajudar na identificacdo correta dessa vegetacdo. Uma
identificacdo incorreta destas plantas poderia se tornar perigosa, por conta da
toxicidade, e, consequentemente, gerar danos a saude.

Dentro do Brasil, existem ao menos 3 mil espécies de plantas alimenticias
(KELEN et al., 2015), dentre as quais destacam-se Ora-pro-nobis (Pereskia aculeata
Miller e Pereskia grandifolia Haword), taioba (Xanthosoma sagittifolium) e peixinho
da horta (Stachys byzantina) como exemplo das mais comuns.



18

2.2 Nomenclatura e caracteristicas

Ora-pro-noébis, nome comum das espécies Pereskia aculeata Miller e Pereskia
grandifolia Haword, embora com alto potencial de utilizagdo no conjunto das
hortalicas n&o-convencionais, ainda é cultivada de forma marginal e rudimentar
(KINUPP, 2006). Ora-pro-nobis significa “rogai por nés”, derivado do latim, uma
planta que pertence ao reino Plantae, classe Magnoliopsida, ordem Caryophyllales,
familia Cactaceae e género Pereskia (ALMEIDA et al., 2012). Em muitas regides do
Brasil, a Pereskia € conhecida como carne dos pobres (CASEMIRO et al., 2022). Em
outros paises € conhecida por “ramo de novia” (Cuba), “Guamacho” (Venezuela),
“Bugambilia branca” (México) (SANTOS et al., 2012).

Dentro do género Pereskia, a espécie mais conhecida é a Pereskia aculeata
Miller, pertencente a subfamilia Pereskioideae, que possui maior nimero de estudos
sobre seu potencial e que pode ser encontrada no Manual de Hortalicas Nao-
Convencionais, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento brasileiro
(BRASIL, 2010), o qual tem como interesse promover estas hortalicas para a
sociedade brasileira.

Em relacdo a Pereskia grandifolia Haword, € possivel encontrar estudos que
determinam seu potencial voltado a medicina e também para fins alimenticios
(GUIMARAES, 2018). Para o restante das cactaceas, como a Pereskia bleo, ainda
sdo necessarios estudos mais aprofundados sobre sua composicao fisico-quimica
(GUIMARAES, 2018).

A origem da Pereskia aculeata foi na América Central e do Sul,
consequentemente endémica no Brasil (SILVA, 2019), e essa cactacea se enquadra
nas PANCs, ndo sendo muito explorada na alimentacéo pelos brasileiros. No Brasil,
0 seu consumo estad mais associado as regides do interior, como Minas Gerais e
Goias, onde a comida carrega uma cultura regional.

A Ora-pro-nébis é uma planta perene, caracterizada como uma trepadeira,
possui facil propagacao e é constituida de sementes, flores brancas, longos ramos,
caule, espinhos (caracteristico do termo aculeata que significa espinhos), frutos

alaranjados e folhas com presenca de mucilagem (CRUZ et al., 2020).



19

Figura 1 - Imagem das folhas e o fruto da Pereskia aculeata Mill.

Fonte: Autora, 2022.

Contém elevado teor proteico, consideraveis teores de ferro e vitamina C
(HISSATOMI et al.,, 2020). Dai vem o nome comum “carne de pobre”, que esta
relacionado ao valor proteico que essa cactacea oferece. No entanto, o teor de
proteinas é influenciado pela disponibilidade hidrica (GUIMARAES, 2018). A oferta
de agua deve ser minimizada, pois em menores potenciais matricos o teor de
proteinas foi maior que nos mais altos (QUEIROZ, 2012).

O potencial nutricional da Ora-pro-nébis foi estudado por diferentes autores e
verificaram que se apresentam ricas em macronutrientes, aminoacidos essenciais,
minerais (calcio, magnésio, manganés, zinco e ferro) e vitaminas (A, C e &cido félico)
(ALMEIDA FILHO, CAMBRAIA, 1974; GUIMARAES, 2018; TAKEITI et al., 2009).
Takeiti e colaboradores (2009) encontraram os seguintes valores em 100 g de folhas
de Ora-pro-ndbis: teores proteicos elevados de 28 g; 3,8 g de fibra alimentar total;
altos niveis de minerais como calcio (3,420 mg/100 g) e magnésio (1,90 mg/100g).
Avaliando os micronutrientes, as folhas de Ora-pro-ndbis apresentaram-se ricas em
manganés (46,4 mg/100g), zinco (26,71 mg/100g) e ferro (14,18 mg/100g). Dos
aminoacidos, o mais abundante foi o triptofano (5,52 g/100 g) e dos ndo essenciais
foi o acido glutamico (2,67 g/100g). Além disso, sobressairam-se 0s niveis de
vitamina C (185,8 mg/100g), acido fdlico (19,3 mg/100g) e p-caroteno (4,2 mg/100g)
nas folhas frescas (TAKEITI et al., 2009).

Os pioneiros na pesquisa do valor nutricional da Ora-pro-nébis foram Almeida

Filho e Cambraia (1974), que descreveram conter 25,4% de proteinas, 21,6% de
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fibras, 29,5% de carboidratos e 5,07% de lipidios. No estudo de Guimaraes (2018),
houve uma comparacéo entre as trés espécies, P. aculeata, P. grandifolia e P. bleo,
demonstrando os valores proteicos de 18,25%, 24,19% e 18,64%, respectivamente.
Devido ao alto valor proteico, pode ser utilizada como complementagéo alimentar
humana (GIRAO et al., 2003).

A P. aculeta possui mucilagem, composta por longas cadeias de acucares
unidas formando um polimero com grande capacidade de absorcdo de 4gua, o que
a torna uma fonte potencial de hidrocoloide industrial (SAENZ, 2004) e para uso na
industria alimenticia, como espessante, gelificante e/ou emulsificante (AMARAL,
2016).

Os frutos alaranjados da P. aculeata possuem alta proporcdo de vitamina C,
com sabor &cido, sendo utilizados no preparo de sucos, geleias, mousses e licores
(CORDEIRO, 2022). Uma porcdo de 100 gramas dos frutos fornece cerca de 13%
das fibras totais recomendadas diariamente e de 3.215 Ul de vitamina A (SILVA et
al., 2010). Um estudo analisou possiveis carotendides por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de fotodiodos e verificou o trans--caroteno como o
principal, seguido pelo a-caroteno, luteina e outros carotendides menores nos frutos
da P. aculeata. (AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

A primeira colheita de uma Ora-pro-nobis, desde o plantio, leva em torno de 3
meses considerando o fator climatico (MATHIAS, 2013), mas depois a hortalica pode
atingir até quatro metros de altura, sucedendo colheitas a cada seis ou dez semanas
(RODRIGUES, 2017).

A forma de colheita dessa cactacea € através do ato de podar, levando em
consideracao o cuidado com os espinhos que ela contém. As hastes escolhidas para
a poda devem estar com pleno desenvolvimento em torno de 70 cm a 100 cm de
comprimento e folhas completamente expandidas (MADEIRA et al.,, 2016) e as
folhas devem apresentar de 7 a 10 centimetros de comprimento (MATHIAS, 2013).

Posteriormente, as hastes séo levadas para o processo de desfolha e de
higienizagdo, podendo ser consumidas in natura, assim como seu fruto, ou entéo
destinadas ao processamento de algum derivado. Apds o processo de desfolha, a
hortalica passa por uma desidratacdo nas estufas, seguido da moagem,
padronizacio e embalamento (MACEDO et al., 2016).

O po6 das folhas pode ser utilizado como suplemento nutracéutico para

enriquecer paes, bolos, biscoitos, tortas e massas em geral (SILVA et al., 2010). A
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adicdo de apenas 2% da hortalica desidratada no macarrdo talharim elevou os
valores de fibras, cinzas e proteinas, quando comparado ao macarrao tradicional,
além de ter sido bem aceito na analise sensorial (ROCHA, 2008). Um macarrdo sem
gluten com adicdo de Ora-pro-ndbis resultou em 27,27% dos avaliadores sinalizando
gue certamente comprariam o produto (DELMIRO, 2020).

A farinha de P. grandifolia Haw. foi utilizada para elaborar um snack de milho
extrusado, com boa aceitacdo sensorial e alto valor de proteinas e fibras
(FRANCELIN, 2021). Além disso, o p6 de Ora-pro-nébis pode ser incorporado na
producdo de iogurte, elevando os teores de proteinas e lipidios (BACOVICZ, 2021).
A utilizacdo da Ora-pro-nobis na elaboracéo de varios produtos alimenticios contribui
para o aumento do seu cultivo, bem como para a melhoria da qualidade da dieta da
populacdo (ROCHA, 2008).

2.3 Producdo de extratos e suas aplicacdes

Apbs estudos revelarem o potencial nutricional das PANCs, pesquisadores
testaram os compostos bioativos e desenvolveram extratos naturais, que serviram
para aplicacées alimenticias e medicinais e podem contribuir para um estilo de vida
mais natural. Existem varios métodos para preparacdo dos extratos vegetais,
visando o isolamento de seus constituintes quimicos.

Os extratos produzidos com etanol 70%, agua destilada e folhas de Ora-pro-
ndébis em po foram aplicados na mortadela. O primeiro extrato foi desenvolvido com
etanol 70% e folhas de Ora-pro-nébis em p6 na propor¢do de 1:20 (m/v), agitacao
por 24 horas, rotaevaporador para eliminar o alcool e o volume que restou foi
completado com &agua destilada e filtrado em papel filtro. Para o segundo extrato,
utilizou-se a proporcdo de 1:20 (m/v) de agua destilada, agitacdo por 1 hora,
aguecimento a 95-100 °C e posterior filtracdo em papel filtro. Os extratos obtidos
tiveram capacidade antioxidante, mas nao antimicrobiana, servindo como uma
alternativa aos antioxidantes sintéticos (RODRIGUES, 2016).

Muitas espécies vegetais podem ser utilizadas como medicinais e alimenticias
e a Ora-pro-nobis é uma espécie utilizada tanto na alimentacdo, como em
fitoterapicos (BIESKI et al.,, 2020). Um gel creme contendo P. aculeata para
tratamento da acne foi formulado com extrato obtido por maceragéao das folhas, na
proporcao 1:10, usando o alcool de cereais como solvente e realizando filtracdes por

30 dias (alternando os dias). O extrato concentrado foi alcangcado apds o filtrado
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passar pela rotaevaporacao, foi adicionado a formulacdo do gel e mostrou atividade
antimicrobiana na presenca do bacilo Propionibacterium acnes, em diversas
concentracOes testadas (HAMADA, 2016).

A Ora-pro-nobis foi estudada para inclusdo em uma pomada, através de um
extrato hidroalcodlico de P. aculeata. As folhas utilizadas foram secas, trituradas e
maceradas a frio com etanol 95% e, por fim, o extrato foi concentrado a pressao
reduzida e liofilizado. A pomada teve resultados satisfatérios, nos parametros de
qualidade e estabilidade (BARROS et al., 2009). O mesmo método de extragéo foi
usado para testar o efeito antimicrobiano sobre patdégenos bucais e as
concentracbes 0,25 g/mL e 0,50 g/mL resultaram em inibicdo de Enterococcus
faecalis (SANTOS et al., 2010).

Um extrato feito através da maceracao das folhas de P. aculeata com
solvente metanol para ser incorporado em um creme resultou em atividade anti-

inflamato6ria em camundongos (PINTO et al., 2021).

2.4 Propriedades bioativas da Ora-pro-nobis

2.4.1 Efeito antimicrobiano

Autores demonstraram o potencial antimicrobiano da Ora-pro-nébis através
da extracdo dos bioativos, observando que as bactérias e fungos apresentaram
sensibilidade em diferentes solventes e concentragdes (BELO et al., 2020; GARCIA
et al., 2019; SHARIF et al., 2013; SOUZA et al., 2016).

Belo e colaboradores (2020) mostraram que o Oleo essencial puro de P.
aculeata ou em concentracdes de até 90% foi eficaz contra as bactérias Gram
positivas (Staphylococcus epidermidis) e Gram negativas (Klebsiella pneumoniae)
testadas.

O extrato de folhas de P. aculeata em éter de petréleo apresentou eficiéncia
contra Escherichia coli. J& Bacillus cereus e Staphylococcus aureus foram inibidos
pelo extrato cloroformico, enquanto os extratos em éter de petroleo e metanol
inibiram o crescimento de Aspergillus versicolor (SOUZA et al., 2016).

As espécies P. bleo Kunth e P. grandifolia Haw. também obtiveram resultados
antimicrobianos. Os extratos em hexano, metanol e acetato de etila de P. bleo Kunth
inibiram as bactérias Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa e Salmonella

Choleraesuis de forma alta ou moderada e moderadamente a bactéria
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Pseudomonas aeruginosa. Ja o extrato de acetato de etila de P. grandifolia Haw.

inibiu de forma leve as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (SHARIF et al., 2013).

Um extrato hidroalcoodlico da farinha de P. aculeata, contendo 70% de etanol

em agua deionizada, da farinha de P. aculeata Miller, na proporcéo farinha/solvente

de 1:20, resultou em efeito antimicrobiano mais ativo contra bactérias Gram positivas

do que contra Gram negativas. A atividade do extrato foi relacionada ao seu teor de
rutina, que é um flavonéide (GARCIA et al., 2019).

Tabela 1 - Atividade antimicrobiana de diferentes extratos das folhas de P. aculeata Mill, apresentada

por outros autores.

Amostras Metodologia Cultu_ras Atividade observada Fonte
microbianas
Extrato Concentracéo Apenas o extrato
o S S. aureus, E. e
etandlico (90%) inibitoria . metandlico ,
L .- coli, K. Colacite et
e metandlico minima (CIM) - . apresentou
. pneumonie, - " R al., 2022
(90%) das microplacas de ; atividade positiva frente a K.
S. pneumoniae. )
folhas. 96 pocos. pneumonie e S. aureus
E. faecalis, L.
O extrato apresentou
monocytogenes, S. .
Extrato ~ . valores de CIM superiores a
. . Concentragao aureus, E.coli, K. T .
hidroalcodlico inibitoria neumoniae. M 1,6; mais ativo contra Garcia et
(70%) das - P N bactérias Gram positivas do  al., 2019
minima (CIM) morganii, P. -
folhas. e gue contra bactérias Gram
mirabilis e P. .
. negativas.
aeruginosa
P. aeruginosa apresentou
halo em todas
concentracdes (ex: 4
Extrato pg/mL= 13,33 mm). Nao
metandlico das S. aureus , B. obteve atividade contra E. Souza et
folhas - Antibiograma  cereus, E. colie P. coli. O extrato foi inativo a 1
~ ; al., 2016
concentracdes aeruginosa. pg/mL contra B. cereus e S.
1- 4 pg/mL aureus, mas em

concentracdo de 4 pg/mL foi
eficiente (10,66 mm e 8,33
mm, respectivamente).
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Amostras Metodologia Culturas Atividade observada Fonte
microbianas
S. aureus, B.
Extrato aquoso cereus, Salmonella Os extratos de Ora-pro-
e hidroalcodlico Difusdo em enterica, P. nébis ndo apresentaram Rodrigues,
(70%) das disco aeruginosa, E. coli, atividade antimicrobiana 2016
folhas E. faecalis e E. contra 0s microorganismos
aerogenes.
A planta n&o apresentou
Extrato E faecalis. S efeito inibitério no
hidroalcodlico Difusdo em .mutans é ' crescimento das bactérias Santos et
(92,8%) das disco testadas, pois ndo houve o al., 2011

Lactobacillus casei.

folhas aparecimento do halo de

inibicao.

Fonte: Autora, 2022.

2.4.2 Acéo antioxidante

Ha& um crescente interesse de pesquisadores no desenvolvimento de
substancias antioxidantes, principalmente a partir de produtos naturais como plantas
(OLIVEIRA, 2015). Antioxidantes sao substancias que podem atrasar ou inibir as
lesbes causadas pelos radicais livres (COTINGUIBA et al.,, 2015). Os dois
compostos cromogénicos mais usados para medir a atividade antioxidante em
material biolégico sdo os radicais 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolino-6-sulfonato
(ABTS) e 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) (ARNAO, 2000).

Os métodos possuem caracteristicas diferentes, jA que o radical ABTS deve
ser gerado por reacfes enzimaticas ou quimicas, podendo ser solubilizado em meios
organicos e aquosos e é ideal para extratos vegetais, apresentando um espectro
maximo de absorbancia a 734 nm (ARNAO, 2000). Ja o DPPH, é um radical de
nitrogénio organico, estavel, de cor violeta, que possui absor¢cédo na faixa de 515 a
520 nm e é muito utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de frutas
(SUCUPIRA et al.,2012).

Os antioxidantes sao obtidos sobretudo de produtos de origem vegetal, como
compostos fendlicos, acido ascoérbico e carotendides (SILVA et al.,, 2010). Silva e
colaboradores (2018) relataram a capacidade antioxidante dos frutos de P. aculeata,
medidas através do método da capacidade de absorcdo do radical de oxigénio
(Oxygen Radical Absorbance Capacity - ORAC), em diferentes estagios de

maturacado, apresentando uma significativa capacidade antioxidante.
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Moraes e colaboradores (2020) avaliaram a capacidade antioxidante in vitro
do cha do caule de P. aculeata Miller, com um resultado potencial moderado de
antioxidante desse tipo de cha. No entanto, Queiroz e colaboradores (2015)
obtiveram maior presenca de compostos fendlicos nas folhas (1,5 mg de
equivalentes de acido galico (EAG)/g), do que no caule (0,7 mg EAG/Q) desta planta.

Os extratos das folhas de P. grandifolia, que também considerada Ora-pro-
nébis, nos solventes hexano, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila e metanol
foi observado propriedades antioxidantes baixas, com valores entre 10 e 30% de
inibicdo, pelo método da capacidade de sequestro de radicais livres do radical livre
estavel 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) (TURRA et al., 2007).

As folhas das plantas P. aculeata e P. grandifolia nos solventes agua, etanol,
metanol e infusdo demonstraram atividade antioxidante. No entanto, os extratos
metandlicos e etandlicos obtiveram melhores resultados em comparacdo aos demais
(SOUZA, 2014).

A guantidade de compostos fendlicos encontrados nas folhas de Pereskia
aculeata Mill. variaram de acordo com o solvente utilizado. Por exemplo, Sousa e
colaboradores (2014) utilizaram o método de Folin-Ciocalteu e os valores variaram
com os solventes agua (50,1 mg EAG/g de extrato), etanol 70% (95,6 mg EAG/g de
extrato) e acetona 80% (117,8 mg EAG/g de extrato). Além disso, apresentou teor de
proantocianidinas nos mesmos solventes, variando de 2,6 mg de EC/g de extrato
expressos como miligrama (mg) de equivalente de catequina (EC) por grama (Q)
de extrato, 4,0 mg de EC/g de extrato e 7,6 mg de EC/g de extrato, respectivamente
(SOUSA et al., 2014). Souza e colaboradores (2016) encontraram 15,04 mg EAG/g
no extrato de metanol, 11,78 mg EAG/g no éter de petréleo e 5,17 mg EAG/g no
extrato cloroformico.

Outros compostos pertencentes a classe de carotendides, como a Luteina,
Zeaxantina, B-cryptoxanthina, a-caroteno, Trans-B-caroteno e Cis-B-caroteno, foram
detectados em Ora-pro-nobis (AGOSTINI-COSTA et al, 2012). Outras substancias
como Acido palmitico, Fitol, Nerolidol (PINTO et al., 2015), Acido Linoléico, B-lonona
e a-Muurolol, apesar de ndo serem classificados como fendlicos, apresentam

potencial antioxidante e foram descritos nesta planta (MORAES et al., 2020).
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Tabela 2 - Atividade antioxidante de diferentes extratos das folhas de P. aculeata Mill., apresentada

por outros autores.

Amostras Metodologia Atividade observada Fonte
|
Para o extrato aquoso
Extrato hidroalcodlico (70%) e Radical DPPH 106,1+3,9 e o extrato Sousa et
aquoso das folhas CE. (ug/mL -1) hidroalcodlico teve seu valorem al., 2014.
56,6+2,1.
. Hidroalcodlico- DPPH = 225+8 e
Extrato hidroalcodlico (50%) e Racic:llg?g PH ABTS =110+9. Cruz et
aquoso das folhas IC.. (Mg/L) Aquoso- DPPH =570+13 e al., 2022.
~ (Mg ABTS = 19618.
Extrato hidroalcodlico - DPPH
. . : 73,3016,4 e ABTS 32,57+2,2.
Extrato aquoso TO (éangente), Radu;aé_lt_)g PH Extrato aquoso frio- DPPH Delmiro et
hidrggllégz(ljic%uénos/og das zoelhas ICe ( /m.L) 374,9443,1 € ABTS 60,2126,4.  al., 2019
' = (9 Extrato aquoso quente- DPPH
242,69+11,3 e ABTS 66,29+0,1.
In natura- DPPH 32,46+0,74 e
Extrato aquoso (As folhas usadas ABTS 12,99:0,08.
estavam gm diferentes condi¢des: Radical DPPH 8h no sol- DPPH 33,611,43 Jardim et
; coes: e ABTS. ABTS 11,85+1,02.
in natura, 8h no sol e 8h na al., 2021.
sombra) (UM Trolox g+) 8h na sombra- DPPH
31,29+0,78 e ABTS
11,55+0,06.
Radical DPPH :
. - DPPH = 72,913 Garcia et
0 1
Extrato hidroalcodlico (70%) e ABTS. ABTS= 40 51 al., 2010.
[Cs (ug/ml)

Extratos com valores de abaixo de 50ugmL-1 indica elevada atividade, de 50-100 pg/mL-1 indica
moderada atividade, de 100-200 pg/mL-1 indicar baixa atividade e acima de 200 pug/mL -1 sédo
considerado inativos (SOUSA et al., 2014).

Fonte: Autora, 2022.
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3 METODOLOGIA

3.1 Material vegetal

As folhas de P. aculeata foram coletadas numa propriedade privada em
Rosario do Sul (Latitude 30° 15’ 39.8 “S e Longitude 54° 55’ 11.3 “W), Rio Grande do
Sul, Brasil, em 11 de outubro de 2022.

Figura 2 - Planta Pereskia aculeata Miller (Ora-pro-nobis).

Fonte: Autora, 2022.

3.1.1 Higienizagéao das folhas

As folhas foram higienizadas, primeiramente em &agua corrente, e depois
sanitizadas com hipoclorito de sédio 2-2,5% (concentragdo de 200 ppm) por
aproximadamente 15 minutos. Apos serem retiradas da solugéo, foram novamente
lavadas em agua corrente.

Figura 3 - Folhas de Pereskia aculeata Mill. sendo sanitizadas.

Fonte: Autora, 2022.
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Figura 4 - Fluxograma demonstrando as etapas do trabalho com as folhas de Ora-pro-nébis.

Folhas de

Ora-pro-nobis
Elaboracao de um

Liofilizacio das produto com

folhas adicao de
Ora-pro-nébis (in
Obtencao dos natura)

extratos aquosos
e hidroalcoolicos

Verificagcao do Verificacao do
potencial potencial
antimicrobiano antioxidante

Fonte: Autora, 2022.

3.2 Secagem das Folhas

A liofilizacdo é um processo de desidratacdo usado para preservar alimentos
pereciveis, principios ativos, bactérias, dentre outras aplicacdes. A agua € retirada
por sublimacédo, ou seja, ndo passa pelo estado liquido (PUHL et al., 2022). As
folhas foram guardadas bem separadas uma das outras em sacos com pequenos
furos e congeladas a -20°C, durante 24 horas (SILVA et al., 2016). O liofilizador

utilizado foi Liobras-K105 e o processo foi realizado durante 23 horas.

Figura 5 - Folhas liofilizadas por 23 horas

3 M TTE

Fonte: Autora, 2022.

Apbs a secagem, as folhas foram trituradas com auxilio de um liquidificador,

até que apresentasse um aspecto de farinha. Posteriormente, essa farinha foi
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peneirada em um utensilio de aco inox simples com malha de 30 mesh deixando

uma textura mais leve do poé.

Figura 6 - Folhas liofilizadas sendo trituradas e peneiradas.

Fonte: Autora, 2022.

3.3 Obtencao dos extratos
O preparo dos extratos foi adaptado de Garcia e colaboradores (2019) e

Paraiso e colaboradores (2018).

3.3.1 Extratos aquosos filtrados

O preparo dos extratos aquosos foi realizado na proporcao 1:20 da farinha
liofilizada e agua destilada. Os testes foram feitos em duas condi¢cfes: Extracdo a
frio a 25°C (temperatura ambiente), durante 2h, e extracéo a quente (75°C), durante
15 min. com o auxilio de banho maria. Apés isto, os extratos foram filtrados no
escuro e armazenados em temperatura ambiente. A filtragdo do extrato frio levou em
torno de duas horas, realizado dentro da cabine de seguranca biolégica, e a filtracdo

do extrato quente demorou em torno de 24 horas.

Figura 7 - Filtracdo do extrato aquoso.

Fonte: Autora, 2022.
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3.3.2 Extrato hidroalcodlico filtrado

O preparo do extrato hidroalcoolico foi feito com etanol 70%. A proporcao
utilizada foi 1:20 (folha:solvente). O extrato foi preparado em um tubo falcon de
50mL e armazenado protegidos da luz, durante 4 dias. No terceiro dia, foi colocado
em um agitador orbital shaker durante 24 horas, a 130 rpm, em uma temperatura de
29°C £ 2°C. Posteriormente, os extratos foram filtrados dentro da cabine de

seguranca biologica e armazenados em temperatura ambiente.

Figura 8 - Filtrado do extrato hidroalcodlico.

Fonte: Autora, 2022.

3.3.3 Extrato aquoso e hidroalcodlico centrifugado
O extrato centrifugado seguiu as mesmas proporc¢des e condicdes do extrato
aquoso e hidroalcodlico filtrado, no entanto, ele foi agitado a 10.000 rpm, durante 15

minutos, na temperatura de 4°C, sem passar pelo processo de filtracao.

Figura 9 - Extratos aquoso e hidroalcodlico apés a centrifugacao.

Fonte: Autora, 2022.



31

3.4 Agentes bacterianos testados

Para avaliar a atividade antimicrobiana, foram utilizadas culturas de bactérias
Gram negativas (Escherichia coli ATCC 10536 e Salmonella Enteritidis ATCC 13076)
e Gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Listeria monocytogenes
ATCC 7644).

3.5 Avaliacédo da sensibilidade aos antimicrobianos

O teste qualitativo, denominado disco-difusdo e também conhecido como
antibiograma, e foi empregado com a finalidade de testar se as bactérias em questao
possuem alguma sensibilidade frente aos antimicrobianos (BRASIL, 2008).

Uma colbnia originalmente crescida em Plate Count Agar na Placa de Petri
das respectivas bactérias escolhidas foram introduzidas em um tubo de ensaio
contendo 5 mL de caldo Mueller- Hinton e incubadas por 24 horas. Apés isto, foram
inoculados 10 pL da cultura anterior em um novo tubo de ensaio contendo 5 mL de
caldo Mueller- Hinton e incubados por 24 horas. Para padronizar a suspenséo
bacteriana, foi utilizada solug&o salina para diluir e a quantificagao foi feita utilizando
a densidade optica em espectrofotbmetro, usando como base 0,5 da Escala de
McFarland, que corresponde a cerca de 1,5 x 10: UFC/mL e a densidade 6ptica de
0,08 a 0,1, no comprimento de onda 625 nm (MOSTACHIO, 2010). O método de
disco-difusdo foi realizado utilizando discos estéreis de papel-filtro dispostos em
placas com meio de cultura Agar Mueller-Hinton, apés semeado cada indculo
bacteriano anteriormente padronizado. O indculo foi coletado com swab, removendo
0 excesso contra a parede interna do tubo antes de semear por estrias por toda a
placa (BAUER et al.,, 1966). Os discos antimicrobianos receberam 10 pL (teste
inicial) dos extratos filtrados e centrifugados com excecao do extrato filtrado aquoso
quente ou 20 pL (teste secundario) dos extratos hidroalcodlicos filtrados com
proporcdes diferentes. No teste secundario, o primeiro extrato foi 1:20 (0,5 g para 10
mL), o segundo com 1:10 (1 g para 10 mL) e o terceiro 1:5 (2 g para 10 mL). A
principal diferenca entre o teste inicial e o teste secundario foi que, no primeiro, 0s
discos foram colocados sobre as placas contendo as bactérias inoculadas e
aplicadas as aliguotas de extratos. No teste secundario, os extratos foram aplicados
nos discos apoiados em placas estéreis vazias e mantidos na cabine de seguranga
biologica até evaporacdo do liquido, sendo posteriormente colocados sobre as

placas contendo as bactérias inoculadas.
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Figura 10 - Filtracao dos extratos hidroalcodlicos para os testes secundarios.

Fonte: Autora, 2022.

As placas foram incubadas na estufa por 16 horas para observacdo e
medicao dos halos de inibicdo, com régua. Os resultados séo considerados positivos
quando o diametro do halo de inibigéo for de 8 mm.

As bactérias sé@o classificadas como resistentes, intermediarias e sensiveis,
de acordo com os tamanhos dos halos de inibicdo do crescimento medidos em
milimetros. Os valores dos halos de inibicdo sdo comparados com o0s critérios
publicados pelo “Clinical Laboratory Standard Institute” (CLSI) (ANVISA, 2008).

Os testes foram realizados em triplicata, além do teste do efeito da solucéo
hidroalcodlica sem presenca da planta. Os dados do antibiograma foram avaliados
no Programa Sigmaplot 12.0, com aplicacdo de analise de variancia seguida pelo

Teste de Turkey.

3.6 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo método reducédo do
radical DPPH e reducdo do cation ABTS, conforme descrito por Corréa e
colaboradores (2015). Esta metodologia foi realizada em duplicata, utilizando
microplacas de 96 pocos, e avaliada na leitora de placas Perkin EImer 2300 Enspire
Multilabel.

Tabela 3 - Concentracdes de cada reagente nas misturas.

BRANCO DPPH 270 uL de metanol + 30 yL de DPPH
AMOSTRA DPPH 2 uL da amostra + 268 uL de metanol + 30 yL de DPPH
BRANCO ABTS 50 uL de agua destilada + 200 yL de ABTS

AMOSTRA ABTS 2 uL da amostra + 48 uL de agua destilada + 200 uL de ABTS

Fonte: Grupo de pesquisa estresse oxidativo e sinalizacéo celular.
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Apoés as misturas dos reagentes, as placas para DPPH foram guardadas no
escuro por até 45 minutos antes das leituras e ABTS ficou no escuro por apenas 6
minutos antes das leituras.

A eliminacao de radicais foi calculada com uma porcentagem da descoloracao
do DPPH usando a equacao:

% scavenging = (Abs do DPPH - Abs da amostra) / Abs do DPPH x100 (CORREA
et al., 2015).

Para a porcentagem do ABTS, a formula usada foi:

% scavenging = (Abs do ABTS — Abs da amostra) / Abs do ABTS x100 (CORREA et
al., 2015).

3.7 Extrato concentrado

Foi transferido 1 mL de extrato em cada microtubo previamente pesado e
registrado. Posteriormente, os microtubos foram novamente pesados e registrado o
volume total. Para a evaporacao total dos solventes do extrato, foi utilizado um
concentrador a vacuo (Concentrator Plus — Eppendorf). As amostras, tanto
hidroalcodlicas, quanto aquosas, foram concentradas separadamente, na
temperatura de 60°C, até apresentarem peso constante. O rendimento dos extratos

foi calculado no software Excel 2019.

3.8 Formulacgéo desenvolvida com folhas de Ora-pro-nobis

Visando ao potencial alimenticio da P. aculeata Mill., foi desenvolvido um paté
com as folhas in natura e base de grdo de bico, conhecido por ter melhor
digestibilidade comparado a outras leguminosas e melhor disponibilidade de ferro
(CANNIATTIBRAZACA et al., 2004).

A composicao da formulagéo foi definida através de testes prévios, para obter
um produto de origem vegetal ou “plant based” e com o0s atributos sensoriais
desejaveis. Foi utilizada a folha in natura, ja que o uso do po liofilizado tornaria o
processo mais caro e poderia até inviabilizar a produgcdo em maior escala. Para a
formulagdo do paté de Ora-pro-nbbis, os ingredientes foram colocados no
liquidificador até obter uma pasta homogénea. O produto foi embalado em frascos
de vidro previamente sanitizados por fervura e armazenado sob refrigeracéo a cerca
de 5 °C.
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3.8.1 Analise sensorial

Os testes foram realizados em espacos delimitados, com avaliadores néo
treinados escolhidos ao acaso. Foi disponibilizado para cada avaliador um recipiente
com aproximadamente de 10 g do paté, uma espatula plastica, um biscoito cream
cracker e um copo com agua. Para realizar as avaliacdes, foi entregue uma ficha de
testes de aceitacdo em escala hedoénica de 1 a 9, sendo 1 desgostei muitissimo e 9
gostei muitissimo, em relacdo aos parametros cor, odor, sabor e textura. Por fim,
havia o teste de intencdo de compra com escala de 1 a 5, sendo 1 certamente nao
compraria e 5 certamente compraria.

Os resultados foram processados no Programa Excel 2019, para calculo das
médias e dos desvios padréo, logo também serviu para calcular o percentual de
concordancia entre os provadores (MATOS, 2014).

pro-nébis para avaliagao sensorial.

Figura 11 - Apresentacao da amostra de paté de Ora-|

Fonte: Autora, 2022.
4 APRESENTAQAO E ANALISE DOS RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana (Antibiograma)

No presente trabalho, averiguou-se que com o uso da liofilizacdo houve um
rendimento de aproximadamente 17,5%, com a massa inicial 127,69 g e pesagem
de 22,34 g apos a liofilizagdo. No teste inicial verificou-se que os extratos a base de
dgua ndo apresentaram resultados de inibicdo frente as bactérias testadas, em

contrapartida os extratos que tinham como base a solucdo hidroalcodlica
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apresentaram atividade antimicrobiana (Tabela 4). De uma forma geral, os extratos
foram mais eficientes para Salmonella enteritidis e Escherichia coli. O extrato
hidroalcodlico centrifugado foi inativo frente & Listeria monocytogenes, isso pode ser
atribuido a algum composto com propriedade anti-Listeria ter permanecido no
precipitado, produzido durante a centrifugacdo. O extrato aquoso quente filtrado foi o
anico nao testado nesta metodologia, visto que todos os filtrados foram feitos em
condicbes assépticas, na cabine de seguranca bioldgica, e este extrato
especificamente demorou mais tempo para filtrar, 0 que poderia ter acarretado
contaminacgdo, onde a provavel causa foi a presenca de mucilagens na planta, o que
levou ao espessamento da suspensao e dificultou a filtracdo (CRUZ et al., 2020;
SAENZ, 2004).

Tabela 4 - Didmetro dos halos de inibicdo obtidos através dos testes de disco-difuséo.

Escherichia Staphylococcus Listeria Salmonella
Extratos coli aureus monocytogenes enteritidis

Halos de inibicdo (mm)

Extrato Hidroalcodlico 32+0,8 2,3+0,6 - 2,7£0,2
centrifugado
Extrato Hidroalcoolico 25+04 1,8+0,9 1,8+4,1 32+1,6
filtrado

Cepas indicadoras foram cultivadas em placas de caldo Muller Hinton por 24h; Zona de inibicdo de

crescimento < 8 mm foi considerada fraca, auséncia de zona de inibicdo negativa (-). Os valores séo
apresentados como médias + desvio padrdo descontando o valor do branco (solugédo hidroalcodlica)
(n=12). N&o houve diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Fonte: Autora, 2022.

O teste secundario foi realizado para tentar comprovar que a eficacia do
extrato ndo vinha da solucao hidroalcodlica e sim dos compostos antimicrobianos da
folha de Ora-pro-ndbis. Seguindo os mesmos principios do antibiograma, houve uma
diferenca na aplicacdo dos discos, com evaporacgao prévia da solucéo hidroalcodlica.
O terceiro extrato (1:5) ndo foi usado pela dificuldade de filtragédo, devido ao reduzido
volume de solucéo hidroalcodlica e excesso de farinha da planta.

N&do foram detectados halos, confirmando que a inibicdo das cepas
bacterianas era proveniente da solucao hidroalcodlica. O mesmo foi observado por
Rodrigues (2016) e Santos e colaboradores (2011), que utilizaram a mesma técnica
por difusdo em disco e extrato hidroalcodlico 70% e 92,8%, respectivamente, e nao

obtiveram halo de inibigdo frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas.



36

Souza e colaboradores (2016) utilizaram a mesma técnica, porém seu
solvente foi o metanol, obtendo sucesso contra as bactérias Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa, contudo né&o inibiu o crescimento da
Escherichia coli e concluiu que a atividade antimicrobiana parece ser dependente da
dose (Tabela 1).

Autores como Colacite e colaboradores (2022) e Garcia e colaboradores
(2019) usaram a metodologia de concentracao inibitéria minima (CIM), com extratos
etandlico (90%), metandlico (90%) e extrato hidroalcodlico (70%) das folhas,
resultando em atividade antimicrobiana do extrato metandlico (90%) frente a
Klebsiella pneumoniae e S. aureus e o0 extrato hidroalcodlico (70%) foi mais ativo
contra bactérias Gram positivas. Como apresentado anteriormente neste trabalho, o
extrato hidroetandlico de Garcia e colaboradores (2019) teve sua acao
antimicrobiana associada ao teor de rutina, que ja € conhecida pela ampla
versatilidade farmacolégica como agente antimicrobiano, antifingico e antialérgico.

No entanto, a técnica de CIM possui algumas restricbes observadas por
Ostrosky e colaboradores (2008), onde células de algumas bactérias podem aderir a
base do poco, enquanto as de outras permanecem em suspensdo. Também alguns
compostos presentes nos extratos vegetais podem precipitar e a coloracéo verde da
clorofila em concentracdo muito alta interferir na analise (OSTROSKY et al., 2008).
Devido as restricbes sobre a técnica CIM, o presente trabalho optou pela
metodologia do Antibiograma.

Segundo Vicente (2017), as bactérias Gram positivas sdo geralmente mais
susceptiveis a acdo dos agentes antibacterianos, o que pode ser explicado pela
diferenca entre as paredes celulares, sendo que as Gram positivas ndo possuem
membrana externa. Além disso, demonstrou que o0 extrato etandlico de Ora-pro-
nobis possui maior teor de compostos fendlicos, ou seja, houve maior extracdo e
concentracdo de compostos bioativos no extrato etandlico do que no extrato aquoso
(VICENTE, 2017).

Sabe-se que o0s compostos fendlicos sdo produtos do metabolismo
secundéario dos vegetais e bastante relacionados a acdo antimicrobiana, anti-
alergénica e, principalmente, antioxidante (MORAES et al., 2020). Ademais, 0s
polifendis podem combinar-se com as adesinas bacterianas, de forma a

comprometer a adesao do microrganismo sobre a superficie celular (COWAN, 1999).
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4.2 Avaliacdo da atividade antioxidante

Sabe-se como € importante empregar mais de um ensaio na avaliacdo da
capacidade antioxidante de amostras complexas, como 0s extratos vegetais
(CARDOSO et al.,, 2013). A maior parte dos artigos encontrados baseavam-se
apenas na metodologia do radical DPPH.

Nos resultados encontrados neste trabalho € possivel observar uma
discrepancia nos valores determinados pelas metodologias DPPH e ABTS.
Enquanto no DPPH, os extratos que apresentaram porcentagem de inibicdo (Tabela
5) foram o extrato hidroalcodlico centrifugado (13,40%), extrato hidroalcodlico filtrado
(13,06%), seguido por extrato aquoso centrifugado frio (11,34%) e extrato aquoso
filtrado quente (2,77%).

Tabela 5 - Avaliacéo das propriedades antioxidantes das folhas de Pereskia aculeata por meio do

radical DPPH.
% de inibicdo DPPH

Extrato hidroalcodlico filtrado 13,06
Extrato aquoso filtrado quente 2,77
Extrato aquoso filtrado frio Al
Extrato hidroalcodlico centrifugado 13,40
Extrato aquoso centrifugado quente Al
Extrato aquoso centrifugado frio 11,34

Os resultados séo apresentados em % de inibicAo do DPPH. Al= Auséncia de inibigcao.
Fonte: Autora, 2022.

A metodologia ABTS obteve porcentagem de inibicdo (Tabela 6) para todos
0s extratos, tendo o extrato aquoso filtrado frio com maior porcentagem (91,38%).

Ao analisar os valores da atividade antimicrobiana e comparar com os dados
do potencial antioxidante (ABTS), € possivel identificar que o extrato hidroalcodlico
fitrado obteve halos para todas as bactérias e foi 0o que melhor apresentou
porcentagem de inibicdo, com o valor de 83,95%. Contudo, o extrato hidroalcodlico

centrifugado com valor de inibicdo de 56,77% nao apresentou halo para Listeria.
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Tabela 6 - Avaliacdo das propriedades antioxidantes das folhas de Pereskia aculeata por meio do
radical ABTS.
% de inibicdo ABTS

Extrato hidroalcodlico filtrado 83,95
Extrato aquoso filtrado quente 88,09
Extrato aquoso filtrado frio 91,38
Extrato hidroalcodlico centrifugado 56,77
Extrato aquoso centrifugado quente 89,61
Extrato aquoso centrifugado frio 84,37

Os resultados sé@o apresentados em % de inibicdo do ABTS. Al= Auséncia de inibigao.
Fonte: Autora, 2022.

A metodologia ABTS ao ser comparada com DPPH foi melhor aplicada nos
extratos vegetais da Pereskia aculeata Mill. No método do ABTS, o extrato aquoso
filtrado frio apresentou melhor atividade antioxidante (91,38%), o que demonstra que
esta preparacao extraiu maior quantidade de compostos bioativos com capacidade
antioxidante. Ja no extrato hidroalcodlico centrifugado foi apresentada menor
atividade antioxidante (56,77%).

O mesmo foi observado por Delmiro e colaboradores (2019) que obtiveram
valores maiores com a metodologia do ABTS e o extrato com solucdo hidroalcodlica
teve atividade considerada elevada, enquanto 0s aquosos apresentaram atividade
moderada. JA no DPPH, os extratos aquosos foram considerados inativos e houve
atividade moderada apenas com solucéo hidroalcodlica (DELMIRO et al., 2019).

Em outros trabalhos, a metodologia ABTS gerou valores mais elevados na
porcentagem de inibicdo, principalmente para o extrato com solucédo hidroalcodlica
(Tabela 2) (GARCIA et al., 2019; CRUZ et al.,, 2022). Apesar de Sousa e
colaboradores (2014) utilizarem apenas o radical DPPH, o extrato hidroalcodlico
testado também exibiu maior porcentagem de inibicdo, comparado ao aquoso.

Jardim e colaboradores (2021) aplicaram técnicas diferentes na colheita das
folhas, descritas na Tabela 2. Os extratos aquosos tiveram uma atividade alta de
inibicdo para DPPH e ABTS, mas a hora da colheita ndo interferiu nos resultados,
porém o teor de antocianinas foi maior para o vegetal in natura (JARDIM et al,,
2021).

Utilizando a metodologia de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) no
extrato hidroalcodlico, Garcia e colaboradores (2019) identificaram um total de dez
compostos fendlicos, dentre os quais dois eram acidos fendlicos (derivados do acido

cafeico) e oito eram flavonoides (derivados de glicosideos de quercetina, kaempferol
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e isorhamnetina). O acido caftarico foi o principal, respondendo por mais de 49% do
conteudo fendlico (11,72 mg/g), seguido por quercetina-3-O-rutinosideo (3,56 mg/qg)
e 2 isorhamnetina-O-pentosideo-O-rutinosideo (2,27 mg/g) (GARCIA et al., 2019).

Em uma avaliagdo qualitativa denominada “Marcha Analitica”, que consiste
em uma série de reacdes e procedimentos sequenciais, que levam a separacdo dos
diferentes cations em grupos, segundo suas reacdes em comum, seguida da
identificacdo desses cations (POSTIGO et al., 2021), foi observada a presenca dos
metabdlitos alcaloides, flavonoides, taninos e saponinas no extrato aquoso das
folhas (JARDIM et al., 2021).

Os fendlicos totais foram avaliados pelo método de Folin-Ciocalteu utilizando
acido gélico como padrédo e foram obtidos os seguintes valores para seus extratos
hidroalcodlicos de 84,07 + 1,65 ug EAG/mg, aquoso a frio de 46,45 + 1,14 ug
EAG/mg e aquoso quente de 44,72 + 2,87 ug EAG/mg (DELMIRO et al.,2019).

Além desses autores, o topico “agao antioxidante” na revisao da literatura do
presente trabalho é possivel observar outros trabalhos que apresentaram compostos
da classe dos carotendides e outras substancias que ndo séo classificadas como

fendlicos, mas que atuam como antioxidantes.

4.3 Avaliacao da concentracdo dos extratos

O intuito da concentragéo foi apenas de avaliar o rendimento dos extratos e
analisar o percentual de cada um. Os extratos concentrados nao foram usados para
avaliar a atividade antimicrobiana, por conta da exposicdo ao ambiente que poderia
levar esta contaminacdo para as placas e, consequentemente, também nao foi

avaliado o potencial antioxidante. Os valores encontrados estdo na Tabela 7.

Tabela 7- Rendimento dos extratos produzidos com a planta liofilizada.

Amostra Concentracéo (rendimento)
%
Extrato centrifugado hidroalcodlico 20,85%
Extrato filtrado hidroalcodlico 19,76%
Extrato centrifugado aquoso frio 21,05%
Extrato centrifugado aquoso quente 3,81%
Extrato filtrado aquoso frio 5,04%

Fonte: Autora, 2022.
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E observado na tabela 7 que os extratos com maiores rendimentos S30 0S:
centrifugado aquoso frio, filtrado hidroalcodlico e o centrifugado hidroalcodlico, tendo
esses dados mais parecidos com a metodologia do potencial antioxidante DPPH,
gue demonstra uma maior quantidade de substancias bioativas para esses trés
extratos. Evidenciando que a temperatura e filtracdo podem causar perdas nas

propriedades da planta P. aculeata Miller.

4.4 Avaliagéo sensorial

O paté de Ora-pro-nébis foi avaliado por 53 pessoas com idade média de
25+7,76 anos, onde 47,2% (n=25) foram homens, seguido por 35,8% mulheres
(n=17) e 17% (n=9) ndo declararam género no preenchimento da ficha. A Tabela 8
apresenta os valores médios dos testes de aceitabilidade e de intencdo de compra

para a formulacéo desenvolvida.

Tabela 8 - Aceitabilidade sensorial e de intencdo de compra do paté de Ora-pro-nébis.

Parametros Paté de Ora-pro-ndbis Coeficiente de concordancia
Cor* 7,26 £1,29 77,36%
Odor* 7,15+ 1,66 71,69%
Sabor* 7,81+1,33 84,90%
Textura* 7,06 +1,78 67,92%
Intencdo de compra** 4,06 + 0,87 75,47%

Valores médios * desvio padrao da média (n=53), *Escala estruturada de 1 a 9 pontos, **Escala de 1
a 5 pontos. Coeficiente de concordancia = * Acima da nota 7, ** Acima da nota 4.
Fonte: Autora, 2022.

O parametro mais bem avaliado foi o sabor, com a nota 7,81, que se localiza
entre “gostei regularmente” e “gostei muito”. Os valores dos parametros textura, odor
e cor permaneceram na faixa de “gostei regularmente”. A cor esverdeada do paté
nao pareceu atrapalhar na avaliacdo pelos provadores e foi considerado um
diferencial atrativo, ao contrario do que foi descrito para péo produzido com farinha
de Ora-pro-nobis (JESUS, REGES, 2019). A textura apresentou a menor nota nos
parametros sensoriais, provavelmente por haver um excesso de azeite, descrito nas

fichas por alguns avaliadores.

Uma pesquisa avaliou dez produtos, cinco salgados (arroz, macarrao, frango,

pao e polenta) e cinco doces (bolo de chocolate, brigadeiro, bolo tradicional, pudim e
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sorvete), a base de folhas verdes ou farinha de Ora-pro-nébis. Foi avaliada a
aceitabilidade geral de cada formulacdo, em escala hedbnica de 1 a 9, e a média
(n=80) foi 7,3+x1,9 para os produtos salgados e 7,7+1,7 para os doces (JESUS,
REGES, 2019), similares ao do presente estudo. Com as folhas da Ora-pro-nobis,
produziram-se patés, paes e paes de queijo, que tiveram boa aceitacdo, e pastéis,
bolos e suco verde, que obtiveram uma aceitacdo média entre os provadores
(KOHMANN et al., 2006).

Este produto apresenta boa viabilidade para ser comercializado, visto que a
meédia no teste de intencdo de compra foi proxima a 4,0, o que na escala hedodnica
“Provavelmente compraria este produto”. A avaliacdo de dez receitas doces e
salgadas contendo Ora-pro-nébis por provadores (n=80) demonstrou que a
formulacé@o de p&o néo atingiu indice de aceitabilidade acima de 70%, o que levou a
classifica-la como a Unica amostra inviavel para comercializacdo (JESUS, REGES,
2019). No caso do paté produzido no presente estudo, seria hecessario aprimorar a
formulacdo e realizar testes da vida de prateleira do produto na embalagem de
venda.

O valor de 75% é considerado o minimo de concordancia aceitavel (MATOS,
2014). Tendo isto em vista, o paté de Ora-pro-nébis apresentou notas médias acima
de 7 e coeficientes de concordancia, com percentuais acima de 75% nos parametros
cor (77,36%), sabor (84,90%) e intencédo de compra (75,47%).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A producao cientifica sobre a Ora-pro-nobis ainda € pequena (MORAES et al.,
2020), mas sabe-se que é uma planta com apelo farmacolégico e nutricional.
(JARDIM et al., 2021). Os extratos aquosos e hidroalcodlicos obtidos apresentaram
potencial antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS, sendo que neste ultimo o
extrato aquoso filltrado frio apresentou maior porcentagem de inibicdo, mostrando a
importancia de aplicar mais de uma técnica no potencial antioxidante.

O potencial antimicrobiano foi testado pelo método Antibiograma, nas cepas
Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes, mas nao houve evidéncias, quanto ao potencial da P. aculeata
contra as bactérias testadas.

O produto de origem vegetal formulado, paté de Ora-pro-nébis, apresentou
boa aceitacdo por parte dos provadores, com boa aceitabilidade nos parametros
sensoriais e intencdo de compra que indica viabilidade de comercializacdo. Portanto,
pode-se considerar um produto promissor para o mercado, com beneficios quanto as

proteinas e compostos bioativos e por sua atuacdo como antioxidante.
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APENDICES

Apéndice A - Presenca de halo dos extratos hidroalcodlicos da primeira etapa do
Antibiograma.

A = solugéo hidroalcodlica (controle negativo), 3 = extrato hidroalcoolico filtrado e 5 = extrato
hidroalcoolico centrifugado.
Fonte: Autora, 2022.

Apéndice B - Auséncia de halo dos extratos hidroalcodlicos filtrados da segunda etapa do
Antibiograma.

Fonte: Autora, 2022.
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