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RESUMO

VARGAS, Aline Garcias de. Influéncia da sazonalidade na composi¢cao quimica e nas
atividades antioxidante e antimicrobiana das folhas de ora-pro-nobis (Pereskia
aculeata Miller). 2017. 80 f. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Processos
Quimicos e Bioquimicos), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco,
2017.

Em meio a grande biodiversidade da flora brasileira, a ora-pro-nobis (Pereskia
aculeata Miller) comecou a ganhar visibilidade principalmente devido ao alto teor de
proteinas presente em suas folhas, passando a ser utilizada entdo na alimentacao.
Visto que a colheita pode se dar durante todo o ano, ndo sdo raras as possiveis
variacfes sazonais em sua composicdo e atividade. Com o objetivo de melhor
conhecer as propriedades biol6gicas e os constituintes quimicos desta espécie,
considerando duas estacbes de coleta do material vegetal (inverno e verdo), foi
realizada a andlise da composicao centesimal das folhas secas a sombra e o estudo
da cinética de secagem das folhas frescas ajustados aos modelos matematicos de
Lewis e de Page. Além disso, foram obtidos diferentes extratos das folhas secas por
meio de extracdo sucessiva com solventes em gradiente de polaridade — éter de
petréleo, diclorometano e etanol — para determinacdo de compostos fendlicos por
Folin-Ciocalteau, de taninos condensados por Stiasny, da atividade antioxidante por
DPPH, ABTS e FRAP, e da atividade antimicrobiana por difusdo em disco e
concentracdo inibitéria minima (CIM). As folhas frescas apresentaram alto teor de
umidade, chegando a 87,7% no periodo do inverno e 85,54% no ver&o. O estudo da
cinética de secagem das folhas de P. aculeata revelou que os dados experimentais
melhor se ajustaram ao modelo de Page. No que se refere a composi¢cao centesimal
das folhas secas, os principais constituintes sdo os carboidratos, seguido pelas cinzas,
para ambas as coletas. Todos 0s extratos apresentaram algum teor de taninos
condensados, sendo o extrato etandlico o mais rico em tais compostos (47,83% no
inverno e 38,71% no verdo). Em relacdo aos compostos fendlicos, os extratos que
exibiram os maiores contetidos foram os etandlicos (295,08 mg EAG g no inverno e
336,35 mg EAG g no verdo) e diclorometanicos (244,29 mg EAG g no inverno e
280,79 mg EAG g no verdo). Em se tratando do potencial antioxidante, os resultados
diferiram expressivamente entre os meétodos DPPH, ABTS e FRAP, o que pode
ocorrer devido a singularidade de cada ensaio e de cada matriz vegetal. O extrato
obtido com éter de petroleo, da coleta de inverno, foi 0 Unico que apresentou atividade
antimicrobiana, manifestando acéo bacteriostatica frente a bactéria S. aureus, na
concentragdo inibitéria minima (CIM) de 2.500 yg mL1. De modo geral, as folhas
coletadas no verdo apresentaram maior riqueza de constituintes e/ou metabdlitos,
com excecao do teor de taninos condensados dos extratos e dos teores de cinzas e
de umidade das folhas, que se mostraram maiores na coleta de inverno.

Palavras-chave: Produtos naturais. Analise sazonal. Metabdlitos. Nutrientes.
Atividade bioldgica.



ABSTRACT

VARGAS, Aline Garcias de. Seasonality influence on the chemical composition and
on antioxidant and antimicrobial activities of the ora-pro-nobis (Pereskia aculeata
Miller) leaves. 2017. 80 p. Dissertation (Masters in Chemical and Biochemical
Processes Technology), Federal University of Technology — Parana. Pato Branco, PR,
2017.

Within the large biodiversity of brazilian flora, the ora-pro-nobis (Pereskia aculeata
Miller) started gaining visibility mostly due to the high protein content of its leaves,
which made it valuable to feed. Since harvest can occur throughout the year, seasonal
variations in composition and activity are normal. With the goal of exploring the
biological properties and the chemical components of this specie, considering two
sampling seasons of the plant (winter and summer), the drying kinetic of fresh leaves
were adjusted to Lewis and Page math models and also was determined the proximate
composition of the leaves dried under shade. Furthermore, the extracts of dried leaves
were obtained by successive extraction using solvents in polarity gradient — petroleum
ether, dichloromethane and ethanol —, to determine phenolic compounds by Folin-
Ciocalteau reagent, condensed tannins by Stiasny, antioxidant activity by DPPH,
ABTS and FRAP, and antimicrobial activity by disc diffusion and minimum inhibitory
concentration (MIC). The fresh leaves presented high moisture content, getting 87.7%
in the winter and 85.54% in the summer. Drying kinetic study of P. aculeata leaves
showed that experimental data fit better to Page model than Lewis model. Regarding
proximate composition, main constituents are carbohydrate, followed by ashes, for
both sampling. All of the extracts showed some condensed tannin content, and the
ethanolic extract was the richest (47.83% in the winter and 38.71% in the summer).
The highest content of phenolic compounds were checked in the ethanolic extract
(295.08 mg EAG g in the winter and 336.35 mg EAG g in the summer), followed by
dichloromethane extract (244.29 mg EAG g in the winter and 280.79 mg EAG gt in
the summer). About the antioxidant power, results expressively diverged among the
methods DPPH, ABTS and FRAP, which can occurs due to the singularity of each
approach and each plant. The extract obtained with petroleum ether, from winter
sampling, was the only one which exhibited antimicrobial activity, by manifesting
bacteriostatic action against S. aureus bacteria in a minimum inhibitory concentration
(MIC) of 2.500 ug mL™. In general, leaves collected in the summer presented more
abundance of components and/or metabolites, except the tannin content of the
extracts and the ashes and moisture content of the leaves, which were higher in the
winter sampling.

Keywords: Natural products. Seasonal analysis. Metabolites. Nutrients. Biological
activities.
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1 INTRODUCAO

Uma vasta biodiversidade de vegetais é encontrada no Brasil, cujas
propriedades sdo utilizadas para os mais diversos fins, sejam eles alimenticios,
farmacoldgicos, ambientais, entre outros. A grande extensdo do nosso pais abrange
varios tipos de clima, o que propicia o desenvolvimento e o cultivo de uma infinidade
de espécies nativas e/ou exoticas.

A diversidade da flora brasileira apresenta uma das mais ricas fontes de
substancias naturais com potencial quimico, recebendo atengdo especial de
pesquisadores preocupados com 0s avancos cientificos e tecnologicos (FILHO, 2010).
S&o inlmeras as substancias que compdem os materiais vegetais, divididas em dois
grandes grupos: os metabdlitos primarios e os metabdlitos secundarios, ou
especializados.

Os metabdlitos priméarios consistem nas substancias responsaveis por fazer
com que 0s organismos sejam capazes de viver, crescer e se reproduzir. Dentre eles,
estdo as proteinas, os carboidratos, os lipidios e os acidos nucleicos. J& o0s
metabolitos secundarios expressam a individualidade das espécies e compreendem
0s compostos que desempenham algum papel importante para o bem-estar da
espécie que o produz, como a atuacao na defesa contra predadores (DEWICK, 2002).
As aplicacBes desses metabolitos para o ser humano sao variadas, pois podem agir
como agentes antimicrobianos ou antifingicos, redutores do colesterol,
imunossupressores, antiparasitarios, herbicidas, entre outros (VAISHNAV; DEMAIN,
2010).

Diversos fatores influenciam na composicéo dos vegetais, tais como a regiao
e o clima onde pertencem. Contudo, as plantas também podem ter sua producéo de
metabolitos modificada sazonalmente, o que acarreta em alteracdes na bioatividade
dos mesmos, como atividade antioxidante e antimicrobiana, dependendo da época
em que o material é coletado e analisado (FIGUEIREDO, 2010; HUSSEIN et al., 2008;
MATIAS et al., 2016), pois a quantidade e/ou natureza das substancias ativas nao é
constante durante todo o ano (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Uma espécie vegetal que vem chamando atencdo de pesquisadores,
atualmente, € a ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller), planta tropical que faz parte
da flora brasileira nativa (TOFANELLI; RESENDE, 2011) pertencente a
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familia Cactaceae. Ela € conhecida por seu emprego na culinéria e, também, na
ornamentacdo de jardins (ALMEIDA; CORREA, 2012) e, além de sua funcéo
nutricional, é considerada uma planta medicinal (COUTO, 2006).

A fim de explorar outras propriedades e aplicacdes da ora-pro-nobis, neste
trabalho foi realizado um estudo comparativo, levando em consideracdo a
sazonalidade, a partir da caracterizagdo centesimal das folhas frescas e da
determinacdo de metabdlitos especializados nos extratos das folhas secas, obtidos
por solventes em um gradiente de polaridade. Foram analisadas, também, as
atividades antioxidante e antimicrobiana desses extratos, tendo em vista que a ora-

pro-nobis é considerada uma planta medicinal pela medicina popular.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar as folhas da ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller), fazendo um
comparativo, em termos de composi¢ao e/ou concentracao de metabdlitos presentes
e de seu potencial antioxidante e antimicrobiano, em amostras de diferentes coletas

(inverno e veréo).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar caracterizacdo centesimal (umidade, proteinas, lipidios,
carboidratos e cinzas) das folhas secas de ora-pro-nobis, coletadas no inverno e no
verao;

o Estudar a cinética de secagem das folhas de ora-pro-nobis e ajustar
modelos matematicos aos valores experimentais em funcéo da época de colheita.

o Obter diferentes extratos das folhas secas (inverno e veréo) por meio de
extragdes sucessivas, utilizando solventes em ordem crescente de polaridade: éter de
petréleo, diclorometano e etanol;

o Estimar o contedudo de compostos fendlicos dos extratos utilizando o
método de Folin-Ciocalteau;

o Verificar a presencga de taninos condensados nos extratos e quantifica-
los por método de Stiasny;

o Determinar a atividade antioxidante dos extratos por DPPH, ABTS e
FRAP;

o Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos por difusdo em disco,

microdiluicéo e tipo de agdo antimicrobiana (bactericida/bacteriostatica).
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 BIODIVERSIDADE DA VEGETACAO BRASILEIRA

De modo geral, o termo biodiversidade pode ser definido como a variedade e
complexidade de organismos vivos, abrangendo espécie, DNA, genes, proteoma,
metaboloma, etc. Contudo, a biodiversidade deve levar em consideracdo a
abundancia das espécies dentro dos sistemas ecoldgicos dos quais fazem parte
(YUNES; CECHINEL FILHO, 2012).

O Brasil abrange quase metade do continente sul-americano e apresenta a
maior biodiversidade animal e vegetal do mundo. Sao conhecidas 43.020 espécies
vegetais, espalhadas em todos os seis biomas do pais: Amazénia, Caatinga, Cerrado,
Mata Atlantica, Pampa e Pantanal. Devido a sua grande extensdo, o territério
brasileiro engloba varias zonas climaticas, tornando favoravel ao desenvolvimento das
mais diversas espécies de vida (BRASIL, 2015).

A vegetacdo brasileira se sobressai como a principal fonte renovavel para o
desenvolvimento de novos farmacos, além de apresentar importante papel nas
industrias de alimentos, cosméticos e herbicidas. A diversidade estrutural das
substancias naturais encontradas nas plantas brasileiras, bem como seu potencial
quimico, recebeu atencdo especial dos pesquisadores preocupados com 0S avancgos
da ciéncia e da tecnologia (FILHO, 2010).

3.2 COMPOSICAO GERAL DOS VEGETAIS

Todos o0s organismos precisam transformar e converter varios compostos
organicos para serem capazes de viver, crescer e se reproduzir. Uma rede integrada
de enzimas media e, cuidadosamente, regula as rea¢des quimicas que sao usadas
para tal. Isso € denominado metabolismo intermediério, e os caminhos envolvidos sao
chamados de vias metabdlicas. Algumas das mais importantes moléculas da vida séao

carboidratos, proteinas, lipidios e &acidos nucleicos. Apesar das caracteristicas



18

variadas entre um organismo e outro, os caminhos para modificar e sintetizar essas
moléculas sdo essencialmente os mesmos. Sendo assim, essas sao algumas das
substancias denominadas metabdlitos primarios (DEWICK, 2002) e se apresentam
em maior quantidade nas espécies.

Quando se deseja comparar a composi¢cdo quimica de alguma matéria-prima
coletada em diferentes épocas ou localidades, esta deve ser feita baseada em sua
matéria seca. Quando as amostras sdo secas ao ar, elas conterdo cerca de 90% de
matéria seca (aproximadamente 10% de umidade) (SILVA; QUEIROZ, 2012).

A fim de exprimir o valor nutritivo de alguma espécie vegetal, faz-se uso do
estudo da composicéo centesimal dessa espécie, que corresponde a propor¢cdo dos
grupos umidade, lipidios (extrato etéreo), proteinas, fibras, cinzas e glicidios presentes
em 100 g do material vegetal (LUZIA et al., 2010).

As moléculas de lipidios s&o altamente energéticas e sdo responséaveis pelo
transporte de vitaminas lipossoluveis. Além disso, também abrangem os acidos
graxos essenciais ao organismo, lecitinas, ceras, carotenoides, clorofila, Oleos
essenciais, entre outros. Os carboidratos (ou glicidios) também englobam diversos
tipos de substancias, desde monossacarideos como a glicose, dissacarideos como a
sacarose, e até polissacarideos como amido e celulose (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2008).

As proteinas formam polimeros, cujos mondémeros sdo ligados entre si por
ligacdes peptidicas. O termo proteina bruta abrange uma variedade de substancias
semelhantes estruturalmente, mas que diferem em suas fungdes fisioldgicas. Pelo fato
de as proteinas terem um percentual de nitrogénio quase constante (16 %), usa-se
determinar a quantidade de nitrogénio presente na amostra e, entéo, utilizar um fator
de converséo para obter tal resultado em proteina bruta (SILVA; QUEIROZ, 2012).

As fibras abrangem os polissacarideos (exceto amido) e a lignina que ndo sao
digeridos pelo intestino humano. Gomas, mucilagens, algumas pectinas e
hemiceluloses sdo exemplos de fibras solluveis. Ja as fibras insolUveis compreendem
a celulose, a lignina, a maioria das hemiceluloses e algumas pectinas. Em hortali¢cas,
encontram-se principalmente as fibras insoltveis (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).
O termo fibra bruta abrange fracbes de celulose e de lignina insolavel, que
compreendem os carboidratos resistentes ao tratamento com acidos e bases diluidos

e representam a maioria das fibras alimentares (SILVA; QUEIROZ, 2012).
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Também chamadas de matéria mineral, as cinzas sédo os residuos obtidos
apos a calcinacdo de uma amostra. Essa determinacgéo indica a riqueza da amostra
guanto a seus constituintes minerais (SILVA; QUEIROZ, 2012).

3.2.1 Metabdlitos secundarios (especializados)

Além dos metabdlitos primarios, existem também os processos metabdlicos
voltados aos compostos que tém uma distribuicdo mais limitada na natureza. Tais
compostos sdo denominados metabdlitos secundarios e sdo encontrados apenas em
organismos especificos ou grupos de organismos, podendo expressar a
individualidade das espécies. Apesar dos conceitos utilizados para explicar os
metabdlitos priméarios e secundarios, o que os diferencia é apenas uma linha ténue,
de modo que algumas substancias se enquadram nos dois grupos (DEWICK, 2002).

Os metabdlitos secundarios sédo oriundos da evolucao biologica das espécies
e passaram, entdo, a ter importancia na sobrevivéncia das mesmas (YUNES;
CECHINEL FILHO, 2012), sendo indispensaveis em sua adaptacao (OLIVEIRA et al.,
2011). Como as plantas também carecem de sistemas imunolégicos, seus metabolitos
secundarios podem atuar na defesa contra virus e outros agentes infecciosos
(YUNES; CECHINEL FILHO, 2012). Além disso, sdo compostos que desempenham
algum papel importante para o bem-estar da espécie que o produz, havendo outras
razdes pelas quais sdo produzidos, dentre elas: serem substancias toxicas para atuar
na defesa contra predadores; serem atrativos volateis para determinadas espécies;
apresentarem coloragdo que atraia ou afaste outras espécies (DEWICK, 2002); e
poderem auxiliar no processo de polinizacado ao produzir substancias que atraem os
agentes vivos (FILHO, 2010). Eles também podem atuar como agentes
antimicrobianos ou antifungicos, redutores do colesterol, imunossupressores,
antiparasitarios, herbicidas, entre outros (VAISHNAV; DEMAIN, 2010).

Os metabdlitos secundarios tém sua bioatividade sendo investigada desde a
Grécia antiga na experimentagdo in vivo com diferentes plantas (PAVARINI et al.,
2012). Muitos farmacos importantes sdo provenientes de produtos naturais ou tem
estes como prototipo, considerando a quase infinita diversidade e complexidade de
estruturas moleculares que a natureza fornece (YUNES; CECHINEL FILHO, 2012). O
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isolamento e a identificacdo da estrutura dos metabdlitos secundarios apresentam
papel fundamental para o desenvolvimento cientifico da quimica dos produtos naturais
dos vegetais, hoje denominada fitoquimica. Além da caracterizacdo estrutural, esta
também avalia as propriedades e estuda as rotas biossintéticas das substancias
naturais produzidas pelo metabolismo secundério dos vegetais (FILHO, 2010).

Atualmente sabe-se que as plantas podem ter sua producédo de metabdlitos
secundarios modificada sazonalmente, acarretando em alteracbes na atividade
bioldgica dos mesmos e em sua composicao quimica (FIGUEIREDO, 2010; HUSSEIN
et al., 2008; MATIAS et al., 2016).

De forma geral, hd trés grandes grupos de metabdlitos secundarios:

alcaloides, terpenos e compostos fendlicos (Figura 1) (TAIZ; ZEIGER, 2006).

Glicose

Acido Chiquimico Acetil-Coa

Triptofano Acido Gélico Ciclo do Acidos Graxos
Fenilalanina | Acido Citrico
Alcaloid Tirosina Taninos Antaquinonas | Via Mevalonato
caloices | Flavonoides Lisina |
Taninos condensados
| | Isoprenoides
Protoalcaloides Acido Cinamico Alcaloides |
Alcaloides
Terpenos e
Esteroides

Fenilpropanoides

Figura 1 - Vias metabdlicas de obtencdo de compostos fendlicos, terpenos e
alcaloides
Fonte: Klein (2015)

3.2.1.1 Alcaloides

Os alcaloides sédo substancias farmacologicamente ativas que apresentam
nitrogénio em sua estrutura (BESSA; TERRONES; SANTOS, 2007). Devido a
biodisponibilidade e propriedades biologicas, sdo muito utilizados na dieta humana e
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na composicdo de medicamentos (HE et al., 2014). A atividade biologica desses
compostos compreende propriedades antimicrobiana, anticancerigena, anti-
inflamatoria, inseticida, entre outras (NEBO et al., 2014).

Em sua maioria, os alcaloides s&o téxicos quando ingeridos em quantidade
suficiente. No entanto, em doses menores estes compostos tém aplicacdes
importantes, como a morfina que é largamente utilizada na medicina (TAIZ; ZEIGER,
2006). Ha também a cafeina (Figura 2), conhecida por ser uma substancia psicoativa
que age contra a sensacao de fadiga e afeta o sono e o humor, pois provoca um
aumento da atividade do Sistema Nervoso Central (HO; CHUNG, 2013).
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Figura 2 - Molécula de cafeina,
exemplo de alcaloide
Fonte: Autoria propria

3.2.1.2 Terpenos

Os terpenos sdo formados pela unido de isopentenilpirofosfatos (IPP), bem
como de seu isébmero dimetilalilpirofosfato (DMAPP), que sdo unidades de cinco
carbonos derivados do acido mevalbnico e que déo origem aos outros terpenos
(DEWICK, 2002).

A férmula geral dos terpenos € (CsHs)n, podendo possuir grupos hidroxila ou
carbonila em sua estrutura, geralmente ciclica. Estes compostos podem ser
classificados em: monoterpenos (Figura 3), que possuem duas unidades de
isoprenos; sesquiterpenos, que possuem trés unidades; diterpenos, que possuem
quatro unidades; triterpenos, com 30 &tomos de carbono; entre outros (ARAUJO,
2008; DEGENHARDT; KOLLNER; GERSHENZON, 2009).
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De modo geral, os terpenoides constituem uma importante fonte de
fragrancias, Oleos essenciais, agentes antibacterianos, antioxidantes e antifiingicos.
Os monoterpenos (C10) e os sesquiterpenos (C15) sédo os principais responsaveis
pelo aroma das plantas. Alguns diterpenos (C20) sado conhecidos por apresentar
atividade antitumoral, e os triterpenoides (C30), por apresentar atividade antioxidante
(YUNES; CECHINEL FILHO, 2012).
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Figura 3 - Molécula de limoneno,
exemplo de monoterpeno
Fonte: Autoria propria

Entre os 30.000 terpenos, sdo mais de 400 os monoterpenos com
caracteristicas de sabor e atividade biolégica conhecida. Estes apresentam
importancia na salude humana devido as suas atividades antibacteriana, antiviral,
entre outras, e sdo produzidos naturalmente pelos vegetais, como frutas, legumes e
ervas (KUPSKA, et al., 2014).

3.2.1.3 Compostos fendlicos

Grande parte dos compostos fendlicos ndo é encontrada no estado livre na
natureza, e sim na forma de ésteres ou de heterosideos. Dessa forma, sdo soluveis
em agua e em outros solventes organicos polares (MONTEIRO et al., 2005). Os
compostos fendlicos apresentam pelo menos um anel aromatico, no qual ao menos
um hidrogénio é substituido por uma hidroxila (DORES, 2007). Em plantas, esses
compostos englobam diversas classes de substancias, tais como fendis simples,
polifendis, &acidos fenolicos, cumarinas, flavonoides, taninos condensados e
hidrolisaveis, lignanas e ligninas (SOUSA et al., 2007).

Nos ultimos anos, os polifendis tém sido amplamente estudados devido ao

seu crescente valor comercial nas areas de nutricdo, cosméticos e industria



23

farmacéutica. Vérios deles sdo associados a diferentes atividades biologicas,
incluindo antimutagénica, anticarcinogénica, antimicrobiana, antioxidante e anti-
inflamatoria (AIRES et al., 2016).

Os flavonoides tém sua estrutura basica formada por dois anéis aromaticos
(anéis A e B) unidos por uma ponte de trés &tomos de carbono (SIMOES et al., 2004).
A classificac@o dos flavonoides é baseada em diferengas na estrutura desses trés
atomos de carbono que ligam os dois anéis aromaticos, seja ha presenca ou auséncia
de ligacdo dupla, de uma porcao carbonila ou carboxila ou na possibilidade de
formacao de um anel C penta- ou hexagonal (TARAHOVSKY et al., 2014). Em meio
a essa diversidade de flavonoides possiveis, pode-se destacar os flavonois, as
flavonas, as flavanonas, os flavandis (ou catequinas), as antocianidinas e as
isoflavonas (Figura 4) (OLIVEIRA et al., 2010).

o

Flavonona

Isoflavonas

Flavonois

Antocianidinas

Figura 4 - Nucleo fundamental de flavonoides
Fonte: Klein (2015)

Os taninos sdo compostos fendlicos provenientes do metabolismo secundario
vegetal e despertam grande interesse econdémico e ecoldgico (MONTEIRO et al.,
2005). Estdo presentes em uma grande variedade de plantas, podendo ser
encontrados nas raizes, na casca, nas folhas, nas sementes, nos frutos e na seiva.
Porém, a quantidade de taninos nas plantas pode variar de acordo com as condicdes

climaticas e geogréaficas, com a espécie de planta e com as partes do vegetal
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(BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004). Ha estudos que mostram variagdes no
teor de taninos quando as plantas sao coletadas e analisadas em épocas diferentes
(MONTEIRO et al., 2005).

Como sdo compostos fendlicos, os taninos tendem a ser muito reativos
quimicamente, formando ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares. Podem ser
facilmente oxidaveis por enzimas vegetais especificas ou por influéncia de metais,
como no caso do cloreto férrico, que causa 0 escurecimento de suas solucdes
(MONTEIRO et al., 2005). A estrutura quimica desses metabdlitos secundarios
apresenta elevado peso molecular e, devido a seus grupamentos hidroxila-fendlicos,
permitem a formacéo de ligacdes cruzadas com proteinas. Os taninos apresentam
como principais caracteristicas: a solubilidade em agua, exceto aqueles com peso
molecular muito elevado, a habilidade de ligarem-se a proteinas e a de combinar-se
com celulose e pectina para formar complexos insolliveis (BATTESTIN; MATSUDA,;
MACEDO, 2004). Classicamente, de acordo com suas estruturas quimicas, 0s taninos
sao subdivididos em hidrolisaveis e condensados (MONTEIRO et al., 2005).

3.2.1.3.1 Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis (Figura 5) sdo ésteres de acido galico e de acido
elagico glicosilados, formados a partir do chiquimato, em que as hidroxilas do agucar
séo esterificadas com os acidos fendlicos. Em geral, os taninos eladgicos sdo mais
frequentes que os galicos (MONTEIRO et al., 2005). Os taninos hidrolisaveis séo
unidos por ligacdes éster-carboxila, podendo ser facilmente hidrolisaveis quando
estdo em meio acido ou basico. Apresentam como unidade basica estrutural um poliol,
geralmente D-glucose, com seus grupos hidroxila esterificados pelo acido galico
(galotaninos) ou pelo hexadihidroxifénico (elagitaninos) (BATTESTIN; MATSUDA,
MACEDO, 2004).
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Figura 5 - Estrutura quimica de tanino
hidrolisavel

Fonte: Mangrich et al. (2014)

Uma das aplicacdes dos taninos hidrolisaveis € na industria de cervejas, a
qual € um produto de origem vegetal e € muito suscetivel a alteracbes em sua
composicado e estabilidade fisico-quimica. Uma forma de reduzir a concentracao de
proteinas na cerveja é com a utilizacdo de acido tanico (tanino hidrolisavel) através da
precipitacdo dos mesmos como complexo tanino-proteico, que podem ser retirados
da cerveja por sedimentacdo ou centrifugacaoffiltracdo (BATTESTIN; MATSUDA,
MACEDO, 2004).

3.2.1.3.2 Taninos condensados

Os taninos condensados (Figura 6), também chamados de proantocianidinas,
sdo amplamente encontrados no reino vegetal e compreendem os polimeros de
flavan-3-ol e/ou de flavan-3,4-diol, derivados do metabolismo do fenilpropanol. Essa
classe de compostos apresenta uma rica diversidade estrutural devido aos padroes
de substituicdes entre as unidades flavanicas, a diversidade de posicbes em suas
ligacdes e a estereoquimica de seus compostos (MONTEIRO et al., 2005). Os taninos

condensados podem conter de duas a cinquenta unidades de flavanoides, possuindo
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uma estruturagdo complexa. S&o resistentes a hidrolise, porém, podem ser soluveis
em solventes organicos aquosos (BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004).
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Figura 6 - Estrutura quimica genérica de tanino
condensado
Fonte: Mangrich et al. (2014)

Os taninos condensados tém sido amplamente pesquisados para substituir as
resinas sintéticas utilizadas na fabricacdo de painéis de madeira, 0s quais vém
utilizando resinas de Ureia-Formaldeido (UF), Fenol-Formaldeido (FF), entre outros
que apresentam alto custo de producdo. Uma tipica caracteristica do tanino
condensavel é a formacao de precipitado ao reagir com formaldeido em meio &cido,
denominada Reacdo de Stiasny, na qual ele pode ser quantificado. Essa reacéo
tanino-formaldeido faz com que surjam moléculas policondensadas de alto peso
molecular, sendo o que fundamenta seu emprego na fabricacdo de painéis de madeira
(GONCALVES et al., 2003).

Uma das aplica¢des dos taninos condensados que vem ganhando espaco no
ambito tecnolégico e ambiental € a utilizagdo desses metabolitos como recurso
alternativo (e natural) para minimizar problemas nas estac¢des de tratamento de dguas
(ETA) e de esgotos (ETE) e nos projetos de despoluicdo de rios em areas urbanas.
Para tal, estd sendo proposto o uso de polimeros catidnicos organicos, como
substituintes dos compostos sintéticos ou dos sais de aluminio e ferro utilizados
atualmente. Esses polimeros catidnicos organicos podem ser preparados a partir de
produtos naturais, como os taninos condensados extraidos da Acacia mearnsii, ou

acacia negra, planta de origem australiana com teor de taninos entre 20 e 30% em
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sua casca. A preparacao do polimero catiénico pode ser feita pela reacdo de Mannich
(Figura 7), em que ocorre a formacgdo do cloreto de iminio pela reacéo do cloreto de
amonio, ou outra amina que se queira usar, com o aldeido férmico. Em seguida, o
cation iminio (—CH2NH3s") é inserido na posic¢ao 6 ou 8 do anel A do tanino condensado,

formando um polimero orgéanico catidbnico (MANGRICH et al., 2014).

NH.Cl + L

R', RZ=Hou OH

Figura 7 - Reacdo de Mannich (genérica)
Fonte: Mangrich et al. (2014)

3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O termo oxidacédo designa ndo apenas a incorporacao de oxigénio em alguma
substancia, mas, também, a conversao de uma substancia quimica em outra de menor
namero de elétrons (perda de elétrons). Essa transferéncia de elétrons € um processo
quimico fundamental para a sobrevivéncia das células, porém, como efeito colateral,
ocorre a producdao de radicais livres e de outras espécies reativas de oxigénio (ERO)
(ALVES et al., 2010).

As substancias designadas como antioxidantes tém a capacidade de prevenir,
impedir ou reduzir danos oxidativos ao DNA, proteinas e lipidios. Para tal, atuam como
sequestradoras de ERO, que sdo os causadores da iniciagdo ou da propagacao de
doencas. Os antioxidantes também s&o de grande importancia na prevencdo de
disturbios causados por reacbes com radicais livres, 0s quais sdo encontrados em
excesso em casos de doencas cardiacas, arteriosclerose, alguns tipos de cancer,
Alzheimer e diabetes. O fato de essas substancias retardarem a oxidagao permite que

também sejam utilizadas como conservantes em alimentos, em ragdo animal, em
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cosmeéticos, etc. devido a inibicdo ou reducéo da oxidacéo lipidica. O grupamento
fenolico é o principal responsavel pela estabilizacdo de radicais livres, pois este é
capaz de formar estruturas de ressonancia, fazendo com que os acidos fendlicos,
flavonoides e compostos polifendlicos sejam as classes de compostos naturais que
apresentam mais elevada atividade antioxidante (SOUSA et al., 2014).

S&o 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), o qual € considerado estavel devido a
deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. Este ensaio
espectrofotométrico se baseia na medida da capacidade de uma determinada
substancia em sequestrar o radical DPPH (Figura 8), reduzindo-o a hidrazina (ALVES

et al., 2010) o que produz uma diminuicdo da absorcédo a 515 nm.
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Figura 8 - Formas radicalar (1) e ndo-radicalar (2) do DPPH
Fonte: Alves et al (2010)

Outros métodos normalmente utilizados sdo o FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power), que é baseado na capacidade de reducéo do ferro, e o ABTS,
baseado na captura do cation radical ABTS*
(acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) (MORGADO et al., 2010).

No método FRAP, guando estda em meio acido, o complexo férrico-
tripiridiltriazina € reduzido ao ferroso (Figura 9), ocorrendo mudanga em sua coloracéo

para azul na presenca de substancias antioxidantes (MORGADO et al., 2010).
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Figura 9 - Reacao do FRAP: reducdo do complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe IlI-
TPZ) em complexo ferroso (Fe II-TPZ) em meio acido
Fonte: Nunes et al. (2013)

Ja o método ABTS consiste na habilidade dos antioxidantes presentes na
amostra em capturar o cation radical ABTS™ (Figura 10) (MORGADO et al., 2010), o

gue provoca mudanca na coloracdo do meio reacional.
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Figura 10 - Estabilizacdo do radical ABTS-+ por um antioxidante e sua formacéo pelo
persulfato de potassio
Fonte: Rufino et al. (2007)

3.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Ha muito tempo os seres humanos vém utilizando vegetais para o tratamento
de doencas, mas apenas recentemente as plantas se tornaram objeto de estudo
cientifico para tal. Hoje, os agentes antimicrobianos sdo comumente comercializados
para tratar doencas infecciosas, porém seu uso indiscriminado fez com que os micro-
organismos patégenos aumentassem sua resisténcia. Na busca de novas drogas

antimicrobianas, a utilizacdo de vegetais € de grande interesse, uma vez que
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apresentam grande diversidade de moléculas bioativas, muito superiores aquelas
derivadas de sinteses quimicas (NOVAIS et al., 2003), além do que, para a sintese
de compostos ativos biologicamente, agueles isolados dos produtos naturais servem
de modelo.

Dos métodos utilizados para determinacdo da atividade antimicrobiana
destaca-se o teste de difusdo em &gar, por ser de simples execuc¢éo e baixo custo.
Neste teste, um micro-organismo é desafiado contra uma substancia biologicamente
ativa. A avaliacdo é feita de forma comparativa a um padrao biolégico de referéncia,
denominado controle positivo, onde emprega-se um quimioterapico padrdo. Como
controle negativo tem-se o solvente utilizado na diluicdo dos extratos. A técnica de
difusdo em disco, aceita pelo FDA (Food and Drug Administration) e estabelecida
como padréo pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), consiste em
impregnar pequenos discos de papel filtro com a solu¢gdo em estudo, os quais s&o
colocados sobre o meio de cultura sdélido previamente inoculado em placas de Petri
com diferentes cargas microbianas. Para analisar a atividade antimicrobiana em
extratos vegetais também é feita a determinacdo da minima quantidade da substancia
necessaria para inibir o crescimento de um micro-organismo, sendo este valor
conhecido por Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Este método apresenta alta
sensibilidade e demanda uma quantidade minima de reagentes, possibilitando um
maior numero de réplicas e, entdo, um aumento na confiabilidade dos resultados
(OSTROSKY et al., 2008).

3.5 O GENERO Pereskia E A ORA-PRO-NOBIS

A expressao ora-pro-nobis vem do latim e significa "rogai por nés". O vegetal
assim denominado apresenta a seguinte classificacdo taxonémica: reino Plantae,
classe Magnoliopsida, ordem Caryophyllales, familia Cactaceae, género Pereskia
(ALMEIDA; CORREA, 2012) e corresponde as espécies Pereskia aculeata Miller e
Pereskia grandifolia How. As duas espécies sdo facilmente confundidas,
especialmente quando elas ndo estéo florescidas, uma vez que a distingdo pode ser
feita pela cor de suas flores: a P. grandifolia apresenta cor arroxeada enquanto que a
P. aculeata tem flores amareladas (PINTO; SCIO, 2014).
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As espécies de Pereskia foram os primeiros cactos estudados por botéanicos,
sendo descritas no final do século 17. Elas s&o consideradas um modelo genérico da
morfologia e fisiologia dos cactos primitivos, preservando algumas caracteristicas
perdidas em outros géneros, como folhas desenvolvidas e suculentas, troncos
lenhosos e relativamente ndo suculentos, com poucos espinhos, flores terminais e
tendéncia arborea ou arbustiva (PINTO; SCIO, 2014).

A ora-pro-nobis (P. acuelata Miller) € uma planta tropical e pode ser
encontrada no Brasil desde a Bahia até o Rio Grande do Sul. Ela faz parte da flora
brasileira nativa, podendo, também, ser cultivada como uma trepadeira. Seu cultivo é
favoravel devido a suas caracteristicas agrondmicas, pois € uma planta rustica,
vigorosa e que se propaga facilmente (TOFANELLI; RESENDE, 2011). Esta planta é
uma angiosperma dicotiledénea, tendo suas folhas, caules, frutos e sementes bem
caracterizados morfologicamente (QUEIROZ, 2012). Apresenta espinhos nos ramos
(Figura 11) e suas folhas s&o carnudas e mucilaginosas (“baba”) (TOFANELLI,
RESENDE, 2011).

Figura 11 - Aspecto vegeiativo da ora-pro-nobis
Fonte: Arquivo pessoal

Suas flores (Figura 12) sdo brancas, tém odor agradavel e permanecem
abertas por apenas um dia, florescendo no inicio da manha e fechando-se ao
entardecer (QUEIROZ, 2012). Seus frutos (Figura 13), verde quando imaturos e
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alaranjados quando maduros, contém folhas e espinhos na parte externa (QUEIROZ
et al., 2009).

Figura 12 - Flores da P. aculeata Miller
Fonte: Arquivo pessoal

< W
Figura 13 - Frutos da ora-pro-nobis. Em (a) ainda
imaturos, apresentando folhas e espinhos.
Em (b) quando estdo totalmente maduros.

Em (c), a aparénciainterna do fruto maduro
Fonte: Queiroz et al. (2009)

As folhas da ora-pro-nobis podem enriquecer a qualidade da alimentacao,
pois contém nutrientes importantes como carboidratos, lisina, célcio, fésforo,
magnésio, ferro, cobre e, principalmente, alto teor de proteinas (TOFANELLI,
RESENDE, 2011). Além da funcéo nutricional, segundo Couto (2006), a P. aculeata
também é considerada uma planta medicinal.

Cientificamente, tém sido testados os extratos aquosos e/ou alcodlicos de
folhas, caules e raizes da P. aculeata ao inseri-los em formulag6es terapéuticas, a fim
de verificar suas atividades antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatoria, cicatrizante

e tripanocida (QUEIROZ, 2012). Como exemplo, no que se refere a a¢ao cicatrizante
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da P. aculeata, Sartor et al. (2010) avaliaram o potencial do extrato liofilizado, obtido
em etanol a 92,8%, sobre feridas cutaneas experimentais em 12 ratos da linhagem
Wistar. Como resultado, tais autores observaram eficacia do ponto de vista
macroscopico, e o estudo histolégico sugeriu que o extrato teve efeito benéfico na
cicatrizacéo inicial das feridas.

Sao inumeras as plantas terapéuticas, e entre elas estdo as do género
Pereskia. Estas tém demonstrado potencial no tratamento de certos tipos de cancer e
de doencas cardiovasculares. A espécie P. aculeata tem mostrado alguns beneficios,
como o abrandamento de processos inflamatérios e na recuperacao da pele em casos
de queimadura, e suas folhas ndo apresentam relatos de toxicidade (SANTOS et al.,
2011).

A busca por antioxidantes naturais também tem aumentado nos ultimos anos
(TURRA et al., 2007). Ja foram encontradas espécies da familia Cactaceae que
apresentam compostos fendlicos e atividade antioxidante. No género Pereskia,
destacam-se os frutos da P. aculeata Miller e as folhas de P. bleo (Kunth) DC e de P.
grandifolia Haw (SOUSA et al., 2014).
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As folhas da P. aculeata foram coletadas na regido de Toledo — PR,
coordenadas geograficas em 24°43'28.9"S e 53°44'01.2"W, em periodos distintos:

verao e inverno. A exsicata foi depositada no Herbéario da Universidade Tecnoldgica

Federal do Parana sob o numero HPB 959. Os procedimentos de caracterizacao da

P. aculeata seguiram conforme o fluxograma apresentado na Figura 14:

Ora pro nobis
inverno e verao

Folhas secas a
sombra

k

Umidade

_ Proteinas (Tedesco et al.,

1995)

_L Andlises fisico-

guimicas

Lipidios (IAL, 2008)

Carboidratos por difereng

Cinzas (IAL, 2008)

Prospeccéo taninos
condensados (Lima et al.,
2006)

Determinacao taninos
condensados (Stiasny)

Extracbes
EP, CH.Cl,, EtOH

—t Folhas frescas

{

Curva de
secagem

Determinacao de
compostos fendlicos
(Folin-Ciocalteau)

|| Atividade antimicrobiana

(Disco Difusdo e CIM)

Atividade antioxidante
(DPPH, ABTS e FRAP)

Figura 14 - Fluxograma das analises para caracterizacao da ora-pro-nobis
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4.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

4.1.1 Curva de secagem

Foi realizada a secagem das folhas da ora-pro-nobis utilizando-se uma
metodologia adaptada de Almeida et al. (2014) e do Instituto Adolfo Lutz (2008): 20 g
de folhas foram lavadas em agua destilada, imersas em solu¢do de hipoclorito de
s6dio a 200 pL Lt (200 ppm) durante 10 minutos e lavadas novamente em agua
destilada para retirar o excesso de cloro. O material vegetal foi secado com papel
absorvente, picado em tamanho médio de 1 cm? e alocado em peneira previamente
tarada. O sistema (peneira contendo a amostra vegetal) foi aquecido a 70 °C em estufa
com circulacao e renovacao forcada de ar (Sterilifer — SXCR/40) e teve sua perda de
massa acompanhada em balan¢ca semi-analitica (Marte — BL320H), inicialmente em
intervalos regulares de 10 em 10 minutos, com espagamento crescente no tempo de
pesagem, até massa constante. O procedimento foi realizado em triplicata. Para
calcular o teor de umidade em base umida (% Ubu), foi utilizada a Equacgéo 1:

mégua (g)

% Ubu =
mamostra (g)

x 100 Eq.1

Magua = Massa de agua evaporada ao final da secagem (g);

Mamostra = Massa inicial de folhas (g).

A partir dos valores de massa obtidos, foi calculado o percentual de umidade
do material (% Ubu) para cada momento de pesagem, tendo seus valores convertidos

para razao de umidade (X), adimensional, conforme Equacéo 2:

U—-Ue

X= —— Eq.2
Uo—Ue



36

Dessa forma, foram plotadas as curvas de secagem relacionando a razao de
umidade (X) com o passar do tempo (min) para as duas coletas realizadas.
Paralelamente, os dados experimentais obtidos foram ajustados as modelagens de
Lewis e de Page (Equacbes 3 e 4, respectivamente), a fim de verificar qual delas

melhor se ajusta a cinética de secagem para cada coleta do material vegetal.

X = exp(—k - t) Eq.3

X = exp(—k - t") Eq.4

X =razao de umidade, adimensional;
t = tempo de secagem, min;
k = constantes de secagem, s;

n = coeficiente do modelo, adimensional.

4.1.2 Caracterizagao centesimal

As folhas de ora-pro-nobis foram secadas a sombra e trituradas para
caracterizacdo centesimal em base seca, que compreendeu as determinacdes de
umidade, lipidios, proteinas, cinzas e carboidratos. Todos os procedimentos foram
realizados em triplicata e os resultados foram submetidos ao teste t de Student (teste
de comparacao entre duas meédias), em fun¢do da sazonalidade.

O teor de carboidratos foi calculado por diferenca, em que € subtraido de 100
a soma dos percentuais de umidade, lipidios, proteinas e cinzas. Neste caso, o teor
de carboidratos engloba a fibra alimentar total.

A umidade ainda contida na folha seca a sombra foi determinada pelo método
padrdao de secagem, em estufa com circulacéo e renovacao forcada de ar (Sterilifer —
SXCR/40) a 105 °C + 3 °C por 24 horas, até massa constante. O percentual de

umidade em base seca (%Ubs) foi determinado conforme a Equagéo 5:
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Yolibs = massa da agua evaporada (g) 100 Ea.S
ovps = massa do material seco (g) T

A determinacéo de lipidios (extrato etéreo) e de cinzas foi realizada com base
na metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008), sem modificacdes.
O teor de proteina bruta foi determinado de acordo com Tedesco et al. (1995):

Digestdo das amostras: 0,2 g de P. aculeata seca e triturada foi pesada em tubo

digestor, onde foram adicionados 1 mL de peroxido de hidrogénio (H202), 2 mL de
acido sulftrico concentrado (H2S0a4) e 0,7 g de mistura catalitica (100 g de sulfato de
sédio (NaSOa4); 10 g de sulfato de cobre pentaidratado (CuS0a4.5H20) e 1 g de
selénio). Os tubos foram levados para aquecimento em bloco digestor até
aproximadamente 400 °C. ApOs observar a coloracdo verde clara nos tubos, essa
temperatura foi mantida por uma hora. Em seguida, os tubos foram retirados do bloco
digestor, deixados para esfriarem para, entdo, adicionar entre 5 e 10 mL de agua
destilada. As amostras foram analisadas em triplicata. O branco passou por
procedimento idéntico as amostras.

Destilacéo: o frasco foi conectado ao destilador de nitrogénio, onde foram adicionados
10 mL de hidroxido de sédio (NaOH) a 40%. A velocidade de destilacdo esteve entre
6 e 10 mL por minuto. Coletou-se, 50 mL do destilado em erlenmeyer, contendo 10
mL da solugé&o de indicador acido borico.

Titulacdo: as amostras e o branco foram titulados com H2S0O4 a 0,1 mol L* (coloracéo

rosa). O teor de proteinas foi calculado conforme Equacéo 6:

s oroteing = ATB) Xf X 01 x0014 x625 Eq.6
o proteimna = massa da amostra (g) "

A = volume gasto do titulante para titular a amostra (mL);
B = volume gasto do titulante para titular o branco (mL);
f = fator de correcéo do acido sulfarico 0,1 mol L.
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Como essa analise tem por base a determinacdo de nitrogénio contido na
amostra, para o calculo de proteina bruta € utilizado um fator que converte o teor de
nitrogénio em proteina bruta, sendo este fator igual a 6,25, pois considera-se que a
maioria das proteinas contém aproximadamente 16% de nitrogénio (GALVANI,
GAERTNER, 2006).

4.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS

Parte das folhas coletadas foram secas a sombra e trituradas em
liquidificador. Os extratos foram obtidos por meio de extracdo a frio, pesando-se, em
balanca semi-analitica (Marte — BL320H), 200 g de folhas secas e trituradas de cada
coleta (inverno e verao). Foram realizadas extragdes sucessivas utilizando solventes
em ordem crescente de polaridade, sendo eles: éter de petréleo (Vetec),
diclorometano (Alphatec) e etanol (Dinamica). A troca de solventes ocorreu apos 48
horas de extracdo em cada solvente, seguido por filtracao e recolhimento dos filtrados.
Os extratos foram concentrados em evaporador rotativo (Quimis — Q344M2) a presséo
reduzida por bomba de vacuo (Quimis — Q955B) e temperatura de 40 °C. Em seguida,
permaneceram em capela de exaustdo até a completa evaporacédo dos solventes e
foram armazenados em refrigerador para analises posteriores. Os extratos foram
nomeados de acordo com o0 solvente extrator e a estacdo de coleta das folhas
(Quadro 1).

Quadro 1 - Siglas para identificac8o dos extratos analisados

Solvente extrator Coleta de inverno Coleta de verdo
Eter de petréleo EPI EPV
Diclorometano DCMI DCMV
Etanol ETI ETV

O rendimento de cada extrato foi calculado utilizando-se a Equacéo 7:
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Rend. (%) = massa do extrato seco (g) ¥ 100 Ea.7
ena-AN) = nassa inicial de folhas secas (g) e

4.3 ANALISES DE METABOLITOS

4.3.1 Teste qualitativo para taninos condensados

Para certificacdo da presenca de taninos condensados nos extratos foi feita
uma adaptacdo da metodologia de Lima et al. (2006). Em tubos de ensaio, cada
extrato foi hidratado em concentracdo de 5 mg.mL com auxilio de banho ultrassénico
(Unique USC-2800). A cada 2 mL de amostra hidratada foram adicionadas, 10 gotas
de cloreto férrico a 1% em metanol. Em seguida, os extratos foram agitados para
verificacdo da formacao de um precipitado verde, o qual indica a presenca de taninos
condensados. Foi feito, também, um teste em branco, utilizando-se apenas agua e o

cloreto férrico a 1% em metanol.

4.3.2 Determinacao de taninos condensados — Numero de Stiasny (NS)

A determinacdo de taninos condensados foi realizada com base nas
metodologias de Low et al. (2015) e de Aires et al. (2016). Desta forma, 0,1 g de cada
extrato foi dissolvido em 10 mL de agua destilada com o auxilio de banho ultrassénico
(Unique USC-2800). Em seguida, aos extratos hidratados foi adicionado 1 mL de acido
cloridrico 10 mol L* e 2 mL de formaldeido a 37%. As solucdes foram deixadas sob
refluxo por 30 minutos e, em seguida, filtradas, lavando-se o precipitado com agua
destilada quente.

Os papéis de filtro utilizados foram identificados e secos em estufa com
circulacdo de ar (Sterilifer — SXCR/40) antes da analise, e tiveram sua massa anotada.

Por fim, os papéis de filtro contendo os precipitados foram colocados para secar na
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estufa a 65 °C até peso constante. O percentual de taninos reativos nos extratos foi
calculado conforme Equacéo 8:

massa do precipitado seco
NS (%) = ——— X 100 Eq.8
massa do extrato seco inicial

O procedimento foi realizado em triplicata e os resultados foram submetidos

ao teste t de Student, em funcéo da sazonalidade.

4.3.3 Determinacédo de compostos fendlicos por Folin-Cicalteau

Esta analise foi realizada com base em Singleton et al. (1999). Para tal, foi
utilizado o &cido galico como padrdo de referéncia em solu¢cdes aguosas com
diferentes concentracdes, variando de 2,5 a 125 ppm, para que fosse possivel plotar
uma curva de calibracdo relacionando a absorbéncia com a concentracdo das
solugdes padréo e, entédo, ser obtida a equacéo de regressao linear.

Em tubos de ensaio, foi acrescentado 0,5 mL de cada uma das diferentes
concentracfes de acido galico juntamente a 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau
diluido em agua destilada 1:10 (v/v). A mistura foi deixada em repouso por 5 minutos
e, em seqguida, foi adicionado 2 mL de carbonato de sédio a 4% em cada tubo. O
branco foi preparado da mesma maneira, apenas substituindo-se as solu¢des de acido
galico por 0,5 mL de agua destilada. Os tubos ficaram ao abrigo da luz por duas horas
e, entdo, foram realizadas as leituras dos padrbes em espectrofotometro a 740 nm,
zerando com o branco.

O mesmo procedimento foi realizado em triplicata para os seis extratos, que
foram dissolvidos em acetona e diluidos conforme houve necessidade para que suas
absorbéancias se enquadrassem na curva de calibracdo do padrédo. Como branco foi
utilizado acetona. Ao substituir as absorbancias das amostras na equacao de
regressao linear, foi possivel obter o resultado do teor de compostos fendlicos em mg
de equivalente em &cido galico por grama de extrato (mg EAG g?).



41

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA P. Aculeata

4.4.1 DPPH

Este procedimento foi realizado de acordo com a metodologia de Brand-
Williams; Cuvelier; Berset (1995) e Ubeda et al. (2011). Primeiramente, foi construida
uma curva de calibracdo de Trolox (Sigma-Aldrich) nas concentracdes de 0,02, 0,06,
0,1, 0,14, 0,18 e 0,22 mmol L, em metanol. Para obtencéo da curva, foi misturado,
em tubos de ensaio, 0,1 mL de cada concentracdo de Trolox com 3,9 mL de uma
solucdo de DPPH (Sigma-Aldrich) a 0,025 g Lt em metanol. As leituras foram
realizadas no comprimento de onda de 515 nm apés 60 minutos de reacdo, sendo
utilizado como branco o metanol.

Na sequéncia, seguiu-se 0 mesmo procedimento com 0s seis extratos, 0s quais
foram dissolvidos e apropriadamente diluidos em acetona, em substituicdo as
solucdes de Trolox. Porém, neste caso foi utilizado como branco a acetona. Os
resultados foram expressos em pmol de Trolox equivalente por grama de extrato
(umol TE g1).

4.4.2 ABTS

A determinacédo de atividade antioxidante pelo método do radical ABTS:~ foi
feita com base nas metodologias de Rufino et al. (2007) e Wootton-Beard; Moran;
Ryan (2011). Inicialmente, foi formado o radical ABTS-+ a partir da reagdo de 5 mL da
solucédo de ABTS (Sigma-Aldrich) a 7 mmol L** com 88 pL da solugdo de persulfato de
potassio a 140 mmol L, que foram incubados a temperatura ambiente e na auséncia
de luz por 16 horas. Transcorrido esse tempo, 1 mL da solucdo ABTS-+ foi diluida em

etanol até a obtencdo de uma solugdo com absorbancia de 0,70 (x 0,05) no
comprimento de onda de 734 nm. Para realizagdo das andlises, em tubos de ensaio

foram adicionados 30 pL de cada amostra, devidamente diluidas, a 3 mL da solucéo
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ABTS:-+ diluida em etanol. A mistura foi deixada ao abrigo da luz por 6 minutos e,
entdo, foi determinada a absorbancia em espectrofotdmetro a 734 nm. Foi utilizado o
antioxidante sintético Trolox como solucdo padrdo nas concentracdes de 100, 200,
400, 800 e 1000 pumol Lt em etanol. As leituras foram realizadas em triplicata e os
resultados, expressos em mmol de Trolox equivalente por grama de extrato
(mmol TE g1).

4.4.3 FRAP

Este procedimento foi realizado de acordo com as metodologias de Rufino et
al. (2006) e Wootton-Beard; Moran; Ryan (2011). Préximo ao momento da analise foi
preparada a solu¢cdo FRAP, obtida pela combinacdo de 25 mL de solucdo tampéo
acetato de sodio (pH 3,6), 2,5 mL de solucdo TPTZ e 2,5 mL de solucédo de cloreto
férrico. Em seguida, foram transferidos 90 pL de cada extrato (devidamente diluidos)
para tubos de ensaio, onde foram adicionados 270 uL de agua destilada e 2,7 mL
(2700 pL) da solucdo FRAP. Os tubos foram agitados e deixados ao abrigo da luz
durante 30 minutos a 37 °C. Decorrido esse tempo, foi realizada a leitura a 595 nm,
em triplicata, para cada amostra. O reagente FRAP foi utilizado como branco. A curva
padrdo foi construida pelo mesmo procedimento reacional das amostras, havendo a
substituicdo das amostras pelas solucdes de sulfato ferroso nas concentracdes de 0,2,
0,5,1,0,1,5e 2,0 mmol L. Os resultados de atividade antioxidante foram expressos

em mmol de equivalente em sulfato ferroso por grama de extrato (mmol ESF g?).

4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA P. aculeata

A atividade antimicrobiana dos extratos de ora-pro-nobis foi investigada contra
bactérias e leveduras. Os micro-organismos utilizados foram obtidos pela American
Type Culture Collection (ATCC®). Foram utilizadas as bactérias Escherichia coli ATCC

25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923, representantes dos grandes grupos
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Gram negativas e Gram positivas, respectivamente, e as leveduras Candida albicans
ATCC 10231 e Candida tropicalis ATCC 13803. As metodologias foram baseadas no
protocolo padrao CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), antigo NCCLS
(National Committe For Clinical Laboratory Standards), documentos M27-A3 (Método
de Referéncia para Testes de Diluicho em Caldo para a Determinagdo da
Sensibilidade de Leveduras a Terapia Antifangica), M44-A2 (Metodologia para Testes
de Sensibilidade Antifungica por Disco—Difusédo para Leveduras), M02-Al11 (Padrdes
de desempenho para testes em disco de susceptibilidade antimicrobiana), M7-A6
(Metodologia do Teste de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluigéo para
Bactéria de Crescimento Aerobico).

4.5.1 Difusao em disco

O teste de atividade antimicrobiana por difusdo em disco seguiu as
metodologias de Rabanal et al. (2002) e Karaman et al. (2003), baseado nos
protocolos CLSI (M44-A2; M02-A11), e foi realizado em triplicata. As bactérias foram
inoculadas em &agar Mueller Hinton (Kasvi), e as leveduras, em &agar Sabouraud
(Acumedia), que foram preparados conforme orientacéo do fabricante, esterilizados e
mantidos sob refrigeracdo em placas de Petri de 15 cm de diametro.

O procedimento prosseguiu com repiques de culturas inoculadas nos mesmos
meios de cultura e incubadas por 24 h a 35 °C, para obtencéo de culturas ativas. Em
tubo de ensaio contendo solucdo salina estéril a 0,9% (SSE), as cepas foram
suspensas com turbidez equivalente a escala Mc Farland 0,5, que corresponde a
aproximadamente 1,5x108 unidades formadoras de colénia (UFC) por mL. Em
seguida, as suspensdes microbianas foram semeadas de maneira uniforme sobre 0s
meios de cultura apropriados, com o auxilio de swabs estéreis.

Para o preparo dos extratos, 0,01 g dos extratos brutos foram pesados em
eppendorf e dissolvidos em 100 pL de dimetilsulféoxido (DMSO), com auxilio de
agitador do tipo vortex e aquecimento em banho-maria. Em seguida, foram
acrescentados 900 pL de SSE, obtendo-se uma concentracdo de 10000 pg mL?
(solugcédo mae). Também foram utilizados os extratos em mais duas diluicdes: diluicdo
101 (500 pL da solugdo méae + 500 pL de SSE) e diluicdo 102 (500 puL da solucéo
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anterior + 500 pL de SSE). Os padrdes antimicrobianos utilizados para controle
positivo foram norfloxacino e tetraciclina, para as bactérias, e fluconazol e
anfotericina B, para as leveduras. Os padrdes foram preparados pesando-se 0,001 g
em eppendorf, onde foi acrescentado 10 pL de DMSO e 990 uL de SSE, obtendo-se
uma concentracdo de 1 mg mL. Foi utilizada a SSE como controle negativo.

Apbs o preparo das soluctes, discos de papel filtro de 5 mm de diametro,
esterilizados, foram impregnados com 10 pL dos extratos e suas diluicbes, dos
controles positivos e do controle negativo e, entdo, colocados sobre o meio de cultura
previamente inoculado com o micro-organismo de interesse. Apds o procedimento, as
placas permaneceram em estufa microbiol6gica por um periodo de 24 a 48 h em
temperatura entre 35 e 37 °C para as bactérias e um periodo de 48 a 72 h com
temperatura entre 25 e 27 °C para as leveduras. Ao término do periodo de incubacéo,

os halos de inibi¢cdo, quando formados, foram mensurados com um paguimetro.

4.5.2 Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

O teste foi realizado apenas para 0s extratos que apresentaram inibicdo de
crescimento microbiano no teste de difusdo em disco. O procedimento ocorreu de
acordo com os autores citados anteriormente para o método de difusdo em disco e
também com os protocolos CLSI M27-A3 e M7-A6. Foram utilizadas placas com 96
pocos dispostos em 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Foram preparadas solugdes
estoque pesando-se 20 mg (20000 pg) dos extratos de P. aculeata. Para preparar as
solucdes diluidas, acrescentou-se 10 uL de DMSO a 990 pL de solucéo estoque e, a
partir dessa solucao, transferiu-se 500 pL para um eppendorf com 500 pL de caldo
Mueller Hinton (Difco), obtendo-se a primeira diluicdo a ser testada, que é a de 10000
Hug mLL. Este procedimento foi repetido até obtencdo da menor diluicdo (156,25 ug
mL1). Todos os pocos receberam 100 pL de caldo (Mueller Hinton para bactérias e
Saboraud para leveduras). Em seguida, também foram adicionados aos pogos 100 pL
das diluicdes dos extratos nas concentragcdes 10000, 5000, 2500, 1250, 625, 312,5,
156,25 ug mL*. A linha H foi destinada aos controles, entre eles o controle negativo
(caldo sem a adicao de micro-organismo), controle positivo (caldo com a adicao do

micro-organismo) e controle com os padrdes antimicrobianos (que foram diluidos a
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1 mg mL? para os testes). Ap6s o procedimento, as placas permaneceram em estufa
microbiologica por um periodo de 24 a 48 h em temperatura entre 35 e 37 °C.
Decorrido esse tempo, foram acrescentados 20 pL do revelador 2,3,5-trifeniltetrazolio
(TTC, Sigma Aldrich) a 0,5% e apos 2 horas foi realizada a leitura. Os pocos em que
0 extrato apresentou atividade antimicrobiana permaneceram incolores, enquanto

agueles que apresentaram crescimento microbiano exibiram coloracdo avermelhada.

4.5.3 Atividade bactericida/bacteriostatica

Este teste teve por base a metodologia de Avancini et al (2000) e foi realizado
apenas para o extrato que apresentou atividade antibacteriana na analise anterior. A
determinacdo de atividade bactericida ou bacteriostatica foi feita pelo plagueamento
em agar Mueller Hinton, utilizando-se al¢ca bacteriolégica, do po¢o de menor diluicdo
do extrato que apresentou inibicdo do crescimento microbiano na analise de CIM. A
leitura foi feita apds 24 horas de incubacdo a 37 °C. Quando a placa aponta a
formacdo de colbnias bacterianas, constata-se que a atividade € bacteriostéatica
(inibicdo do crescimento). Em caso de ndo haver colbnias bacterianas apds o periodo
de incubacéo, conclui-se que o extrato apresenta atividade bactericida (morte das

bactérias).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES FISICO-QUIMICAS

5.1.1 Curva de secagem

O teor de umidade das folhas frescas da ora-pro-nobis, coletadas em
dezembro de 2015 (verdo) e em junho de 2016 (inverno), foi determinado por método
gravimétrico. As amostras foram lavadas, secadas, picadas e alocadas em peneiras
(Figura 15) a fim de evitar o acimulo de 4gua na parte inferior, que ocorre quando se
utiliza capsulas de porcelana, por exemplo. Dentro da estufa, as peneiras eram
trocadas de lugar a cada pesagem para maior homogeneidade no processo de

desidratacéao.

by

Figura 15 — a) Preparo das amostras para analise de umidade; b) amostras ao
final do processo de secagem
Fonte: Autoria propria

As folhas frescas de ora-pro-nobis apresentaram alto teor de umidade em
base umida (% Ubu), chegando a 87,7% no periodo do inverno. De acordo com o teste
estatistico, as amostras coletadas no inverno apresentaram diferenca significativa no
teor de umidade em relagéo as de verdo (85,54%). Tal resultado corrobora com o0s
estudos sazonais de plantas, pois sabe-se que nas diferentes épocas do ano o
ambiente passa por mudancas climaticas (temperatura, umidade, luz) que acarretam
em alteracdes nos constituintes dos vegetais (FIGUEIREDO, 2010). Em seus estudos,
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Almeida (2012) encontrou teor de umidade de 88,41% nas folhas de P. aculeata, se
aproximando dos valores encontrados neste trabalho para as duas coletas. Girao et
al. (2003) obtiveram um teor de matéria seca de 14,55%, ou seja, 85,45% de umidade,
também se aproximando aos resultados encontrados neste trabalho. Takeiti et al.
(2009) e Souza (2014) encontraram, respectivamente, 89,5% e 95,74% de umidade
nas folhas de ora-pro-nobis. Relacionando os resultados do presente trabalho com
agueles encontrados nos de Almeida (2012), Takeiti et al. (2009) e Souza (2014),
pode-se sugerir que as folhas de ora-pro-nobis por eles analisadas foram coletadas
na época de inverno.

As amostras de inverno e de verdo apresentaram diferentes tempos de
secagem para atingir a mesma umidade de equilibrio (300 e 270 minutos,
respectivamente), o que esta relacionado com a umidade inicial das folhas de ora-pro-
nobis. A partir dos dados obtidos a cada pesagem até massa constante, foi possivel
calcular o % Ubu durante a desidratacédo do material vegetal. Dessa forma, os valores
foram convertidos para a razdo de umidade (X) e, entdo, foram plotados os graficos

relacionando X com em funcdo do tempo para as duas coletas realizadas (Figura 16).
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Figura 16 - Curvas de secagem das folhas de ora-pro-nobis
Fonte: Autoria propria

Os dados experimentais do processo de secagem foram ajustados aos
modelos matematicos de Lewis e de Page. Também foram obtidos as constantes e os
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coeficientes de determinag&o para cada modelo (Tabela 1), e plotados os graficos para
comparacgao das modelagens de estudo cinético com os dados experimentais de cada

coleta.

Tabela 1 - Resumo dos ajustes dos modelos utilizados, a 70 °C

Lewis Page
Coleta k R? k n R?
Inverno 0,0132 0,9890 0,0031 1,3231 0,9976
Verdo 0,0134 0,9897 0,0042 1,2570 0,9964

k = constantes de secagem; R2 = coeficiente de determinagéo; n = coeficiente do modelo.

A comparacao dos dados experimentais com as modelagens citadas permitiu
verificar que os dois modelos podem ser utilizados para representar o processo de
secagem da ora-pro-nobis, pois apresentaram coeficientes de determinagdo (R?)
superiores a 0,98 (Tabela 1). Contudo, o modelo de Page foi o que melhor se ajustou
a cinética de secagem para ambas as coletas do material vegetal (Figuras 17 e 18).
O ajuste da curva de secagem da P. aculeata na equagao de Page define que ha
interferéncias no processo causadas pela resisténcia interna deste material (PAGE,
1949).

# Experimental
— Lewis
— Page
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07!l
06 L
05
04
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0,0
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Figura 17 - Comparacdo das modelagens com os dados
experimentais da coleta de inverno
Fonte: Autoria propria



49

+ FExperimental
— Lewis
— Page

05

0.4

03

0.2

01
0 50 100 150 200 250 300
t{min)

Figura 18 - Comparacdo das modelagens com os dados
experimentais da coleta de ver&o
Fonte: Autoria prépria

O processo de secagem de produtos € o meio mais utilizado para assegurar
sua qualidade e estabilidade (CORREA et al., 2007), pois tanto os micro-organismos
quanto as enzimas e seu metabolismo necessitam de agua para suas atividades. Ao
reduzir a disponibilidade de agua, a velocidade das reagbes quimicas e o
desenvolvimento microbiano também serdao minimizados (MARTINAZZO et al., 2007).

Em relagédo ao coeficiente de determinagéo (R?), foi observado que aqueles
obtidos no modelo de Page apresentaram valores mais elevados (Tabela 1). Sousa et
al. (2015) também verificaram altos valores de R? no modelo de Page (acima de 0,99)
para a secagem de folhas de juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart) a diferentes
temperaturas. Ja Martinazzo et al. (2010) utilizaram varios modelos matematicos para
estudar a secagem de folhas de capim-limao (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf),
dentre eles: o de Lewis, o de Page e também um modelo modificado de Page. Neste
modelo de Page modificado, o valor de k também deve estar relacionado com o
coeficiente “n” (X = exp [-(k - t)"]). Dessa forma, tais autores concluiram que o modelo
que melhor se ajustou aos dados observados da cinética de secagem do capim-liméo
foi o de Page modificado. Ao estudar a cinética de secagem das folhas de timbo
(Serjania marginata Casar), Martins et al. (2015) utilizaram varios modelos

matematicos, inclusive o de Page. Porém, o modelo que melhor se ajustou a cinética
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de secagem das folhas de timbo foi o de Midilli (X=a.exp (-t.t")+b .t),ondea,be
n sédo coeficientes do modelo, apesar de o modelo de Page também ter apresentado
um valor elevado de R? (acima de 0,99) para as diferentes temperaturas analisadas.

A partir dos trabalhos citados, pode-se notar que os estudos cinéticos nao
seguem uma modelagem padrdo. Dessa forma, a determinagdo do melhor modelo
matematico para representar a cinética de secagem depende da espécie de planta
estudada (SOUSA et al., 2015).

As modelagens matematicas sdo Uteis na obtencdo de uma estimativa do
tempo necessario para reduzir a quantidade de 4gua do produto, vindo a auxiliar nas
tomadas de decisdo e na melhoria da eficiéncia do processo. Avaliando a cinética de
secagem de plantas medicinais, aromaticas e condimentares, € possivel obter-se o

modelo mais adequado para cada espécie vegetal (RADUNZ, 2011).

5.1.2 Composicao centesimal

A caracterizacéo centesimal das folhas da P. aculeata foi feita em base seca
para obtencdo de uma melhor representatividade dos resultados, possibilitando
confronta-los com demais trabalhos. Para tal, as folhas foram coletadas em junho e
em dezembro de 2015 (coletas de inverno e de verdo, respectivamente), sendo
deixadas para secagem a sombra em temperatura ambiente, visando minimizar
possiveis variagcdes qualitativas e/ou quantitativas de metabdlitos, decorrente da
secagem em temperaturas elevadas. Vale ressaltar que a planta analisada nao teve
nenhuma condigdo especial de cultivo. Feitas as analises, observou-se que as folhas
nao apresentaram diferenca significativa no teor de lipidios e de carboidratos quando
coletadas em épocas diferentes (Tabela 2). Contudo, as diferencas observadas nas
demais determinacdes podem se justificar por temperatura, umidade, luz, incidéncia
de pragas, disposicdo de minerais no solo, entre outros fatores, que sao distintos para

cada estacao de coleta.
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Tabela 2 — Composicao centesimal das folhas de ora-pro-nobis secadas a sombra
Composicéo x £ o (%)

Parametros Inverno Veréo
Umidade 13,492+ 0,38 7,47°+0,16
Proteina bruta 11,552+ 0,43 17,91° + 0,75
Lipidios (extrato etéreo) 3,252+ 0,20 3,482+ 0,03
Cinzas 25,692+ 0,21 22,67° £ 0,27
Carboidratos (por diferenca) 46,032 + 0,08 48,472 + 1,06

X: média; 0: desvio padrao. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre as
duas coletas.

Na coleta de veréo foi detectado menor teor de umidade (7,47%), porém, em
contrapartida, foram encontrados os maiores teores de proteinas, carboidratos e
lipidios. Isso era esperado, pois, em termos nutricionais, quanto maior o teor de
umidade menor a quantidade de matéria seca e, conseguentemente, menor a
concentracdo dos outros constituintes (HONORIO et al., 2010).

O teor de cinzas, que constitui a fracdo de matéria mineral da ora-pro-nobis,
teve um valor expressivo em sua composi¢cdo. Segundo Queiroz et al. (2015) a
composicdo da ora-pro-nobis sofre forte influéncia da luminosidade, e pode ser
observada uma maior quantidade de cinzas quando a planta € cultivada em regiées
de meia sombra, 21,8%, e totalmente sombreadas, chegando a 32,5%. Portanto, os
valores obtidos neste trabalho, 25,69% no inverno e 22,67% no veréo, estao de acordo
com aqueles obtidos para regibes de meia sombra, ressaltando novamente que a
planta em estudo foi cultivada sem nenhum manejo especifico.

Conforme ja evidenciado, a fracao lipidica ndo se mostrou influenciada pela
sazonalidade. Ainda assim, os resultados obtidos na analise de lipidios estdo de
acordo com varios autores, como Rocha et al. (2008), Girdo et al. (2003) e Takeiti et
al. (2009), que constataram os teores de 3,64%, 4,41% e 4,1% nas folhas,
respectivamente, e com Almeida (2012), que encontrou 5,07% de lipideos na farinha
de ora-pro-nobis.

As folhas de ora-pro-nobis apresentaram um teor relativamente alto de
proteinas, principalmente quando coletadas no verao, atingindo 17,91%. Tal valor se
aproxima ao apresentado por Girdo et al. (2003) (19,67%) e Mota et al. (2011)
(20,94%), mas é inferior ao encontrado por Gongalves et al. (2014) (27,79%) e por
Takeiti et al. (2009) em folhas liofilizadas (28,4%). Souza (2014) relatou ter encontrado
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14,38% de proteinas em sua amostra, podendo ser um indicativo de que a coleta de
suas folhas foi realizada em época diferente da dos outros trabalhos. Essas diferencas
nos teores de proteinas podem estar relacionadas a varios fatores, tais como idade
fisiolégica e origem botanica da planta (SOUZA, 2014), bem como a cuidados
tomados desde a coleta e tratamento das amostras até a execucao das analises. Ao
comparar o teor de proteinas encontrado nas folhas de ora-pro-nobis com o de outras
hortalicas, assume-se que seu consumo é aceitavel como fonte de tal nutriente
(QUEIROZ, 2012), pois também apresenta 75,90% de digestibilidade (TAKEITI et al.,
2009). O teor de proteinas que pode ser encontrado nas folhas da ora-pro-nobis e sua
alta digestibilidade justificam sua denominag&o popular como “carne dos pobres”.

A fracdo de carboidratos encontrada nas folhas da ora-pro-nobis se
apresentou como composto majoritario (46,03% no inverno e 48,47% no verdo). Como
essa determinacao foi realizada por diferenca, cabe ressaltar que em tais valores
estdo inclusos, também, as fibras alimentares totais. Os resultados deste trabalho se
encontram entre os de dois outros autores, que determinaram carboidratos por
diferenca de folhas desidratadas, sendo eles: Souza (2014), que obteve 58,99%, e
Rocha et al. (2008), que obtiveram 36,18%. Tais divergéncias podem estar associadas
principalmente aos fatores ambientais e sazonais jA& comentados anteriormente,
evidenciando sua influéncia direta na composicdo de carboidratos e dos demais

constituintes analisados.

5.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Os extratos brutos foram obtidos a partir de 200 g de folhas secas (inverno e
verdo) de P. aculeata, por extracdes sucessivas com trés solventes diferentes, em
ordem crescente de polaridade (éter de petréleo, diclorometano e etanol). Apds o
tempo de cada extracdo, 0s sobrenadantes foram filtrados e rotaevaporados
(Figura 19).
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Figura 19 - Preparacéo dos extratos brutos
Fonte: Autoria propria
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Os extratos de maior rendimento foram os das amostras de verdo, chegando

a 2,28% para o extrato etandlico (Tabela 3).

Tabela 3 — Massa e rendimento dos extratos brutos de P. aculeata

Extratos Massa seca (g) Rendimento (%)
EPI 2,842 1,42
DCMI 1,498 0,75
ETI 1,752 0,88
EPV 2,878 1,44
DCMV 3,032 1,52
ETV 4,569 2,28

EPI: Eter de petréleo — inverno; DCMI: Diclorometano — inverno; ETI: Etanol — inverno; EPV: Eter de

petréleo — verdo; DCMV: Diclorometano — verdo; ETV: Etanol — veréo.

Das amostras de inverno, o extrato de maior rendimento foi o mais apolar,

obtido com éter de petroleo (1,42%), enquanto que para a coleta de verdao o maior

rendimento foi o de maior polaridade, obtido com etanol (2,28%).

Klein (2015) realizou extra¢ges similares a deste trabalho utilizando o capim

annoni-2 (Eragrostis plana Nees) como material vegetal, porém obteve seu maior

rendimento no extrato mais polar, tanto na coleta de inverno quanto na de verao.

Essas variagbes sdo aceitaveis, pois, como citado anteriormente, sdo muitos os

fatores que influenciam na composicdo das plantas, além do fato de cada espécie

apresentar caracteristicas singulares.
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5.3 ANALISE DE METABOLITOS

5.3.1 Andlise qualitativa e determinacédo de taninos condensados

O teste preliminar para evidenciar a presenca de taninos condensados foi
realizado para todas as amostras, juntamente a um branco (Figura 20). Nesse teste,
a reacao do cloreto férrico com os taninos condensados presentes na amostra resulta
na formacado de um complexo de ferro, que pode ser observado na forma de um
precipitado verde escuro. Esses complexos foram evidenciados apenas nos extratos
de alta e de média polaridade (obtidos com etanol e com diclorometano,
respectivamente). O mesmo resultado foi obtido para as duas coletas do material

vegetal, inverno e verao.

Figura 20 - Teste qualitativo para taninos condensados — coleta de
inverno. Extratos obtidos com: etanol, diclorometano,
éter de petréleo, e o teste do branco (agua),
respectivamente

Fonte: Autoria propria

Extratos apolares também podem apresentar alguma quantidade, ainda que
pequena, de taninos condensados, visto que as moléculas destes apresentam certa
apolaridade devido aos anéis aromaticos de suas estruturas.
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A metodologia propunha a diluicdo dos extratos em agua, porém a maior parte
da amostra obtida com éter de petroleo ficou retida nas paredes do tubo de ensaio,
como pode ser observado na Figura 20. Como foi obtido um resultado negativo no
teste qualitativo, para os extratos EPl e EPV, optou-se pela realizacdo de teste
guantitativo (NUmero de Stiasny (NS)) também para esses extratos, a fim de verificar
se o resultado obtido (negativo), nao teria sido em funcao da polaridade dos extratos.

Na determinacédo de taninos condensados por NS foi observada a formacéo
de precipitados em todos os extratos, alguns em maior quantidade, indicando a
presenca dos taninos em todas as fracdes da P. aculeata. Apos a filtracdo, o residuo
foi colocado em estufa para posterior quantificagdo dos taninos reativos a partir da

massa dos precipitados formados (Figura 21), utilizando a Equacéo 8.

Figura 21 — Precipitados formados pela reacdo com
formaldeido (Stiasny) nos extratos
obtidos com etanol, diclorometano e éter
de petréleo, respectivamente, para: a)
coleta de inverno; b) coleta de veréo

Fonte: Autoria propria

Apés analise dos dados, foi observado que houve diferenga estatistica
significativa para o NS entre as amostras coletadas no inverno e no verdo (Tabela 4).
Como o NS evidencia a presenca de taninos condensados, pode-se observar que os
extratos obtidos a partir da amostra coletada no inverno apresentaram 0s maiores
teores de tais compostos.
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Tabela 4 - Determinacéo de taninos condensados pela reatividade ao formaldeido (Niamero de
Stiasny)

NUmero de Stiasny X £ o (%)

Extratos Inverno Veréo
Etanol 47,832+ 0,08 38,71+ 0,18
Diclorometano 9,402 + 0,31 7,75+ 0,19
Eter de petrdleo 3,862+ 0,10 2,80+ 0,12

X: média; 0: desvio padrao. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre as
duas coletas.

O extrato etandlico, que apresenta a maior polaridade, exibiu um teor de
taninos condensados de 47,83% no inverno e 38,71% no verdo, valores
aproximadamente 5 vezes maiores que 0s extratos obtidos com diclorometano (média
polaridade) e aproximadamente 12 vezes maiores que 0s extratos obtidos com éter
de petrdleo (apolar). Este resultado ja era esperado, tendo em vista que as moléculas
de taninos condensados contemplam varios grupamentos hidroxila, os quais tem mais
afinidade com substancias de alta polaridade, como o etanol. Contudo, os taninos
condensados se mostraram presentes também nos outros extratos, ainda que em
pequena quantidade. Como suas moléculas possuem certa apolaridade na estrutura
quimica, € valido sugerir que elas foram arrastadas pelos solventes mais apolares, 0s
quais foram utilizados antes do etanol na fase das extracdes sucessivas.

Viana (2013) n&do detectou a presenca de taninos condensados na P. aculeata
guando realizou a andlise pelo método butanol-acido. Porém, além de ter utilizado
outro método, é valido ressaltar que suas amostras eram folhas secas em estufa a
65 °C, enquanto que neste trabalho as folhas foram secas a temperatura ambiente
(visando reduzir a perda de compostos) e a analise foi realizada com extratos de
diferentes polaridades, o que permitiu uma melhor extracdo dos taninos condensados
das folhas de ora-pro-nobis.

A reacédo de Stiasny compreende submeter determinada amostra ao contato
com formaldeido, em meio acido aquecido, e possibilita determinar o Numero de
Stiasny (NS), que representa o percentual de taninos condensados reativos presentes
na amostra (VIEIRA et al., 2014). O formaldeido atua como ligante entre as moléculas
de taninos. Dessa forma, ocorre a ligagdo do formaldeido principalmente com os
atomos de carbono do anel A, estabelecendo-se uma ligacdo entre as moléculas por

grupos metilénicos (Figura 22). O anel A de uma unidade flavonoidica tende a ser
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mais reativo que o anel B, pois apresenta carater nucleofilico, o que pode explicar a
alta reatividade dos taninos (ALMEIDA et al., 2010).

Figura 22 - Formagdo da resina tanino-formaldeido pela reac&o
entre tanino condensado e formaldeido
Fonte: AlImeida et al. (2010)

De acordo com Marchini (2015), essa alta reatividade dos taninos
condensados com o formaldeido justifica sua grande aplicacdo no preparo ou

modificacdo de resinas em industrias de painéis de madeira.

5.3.2 Determinacgdo de compostos fendlicos por Folin-Ciocalteau

Esta determinacdo de compostos fendlicos tem base na reducéo do reagente
Folin-Ciocalteau, composto pela mistura dos acidos fosfomolibdico (HsP(M03O10)4) €
fosfotingstico (HsP(W3010)4), pelos compostos fendlicos presentes na amostra,
formando um complexo azul (SOUSA et al., 2014). A andlise é feita por método
espectrofotométrico e requer a elaboracdo de uma curva de calibracdo com um
padrao de referéncia, como o acido galico. Dessa forma, foi plotado um grafico
(Figura 23) que relaciona a absorbéancia de diferentes concentragbes do padréo,
gerando a equacao de regresséao linear utilizada para quantificar o conteudo fendlico
das amostras em mg de equivalente em A&cido galico por grama de extrato
(mg EAG g).
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Curva de calibragéo
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Figura 23 - Curva de calibragdo do padrao acido galico
Fonte: Autoria propria

De posse da equacao de regressao linear e das absorbancias das amostras,
foi realizada a determinacédo de compostos fendlicos das mesmas (Figura 24), sendo
verificado que os extratos etandlicos apresentaram 0s maiores teores de compostos
fendlicos para ambas as estacdes de coleta (inverno: 295,08 mg EAG g*; verao:
336,35 mg EAG g*?). Contudo, os extratos diclorometanicos também apresentaram
elevado teor desses compostos. Ja 0s extratos obtidos com éter de petroleo

apresentaram baixo contetdo de compostos fendlicos para ambas as estacées.

Compostos fendlicos (mg EAG/g)

295 08 336,35
244,29 280:79 :
: |
Eter de petrdleo Diclorometano Etanol

H nverno ®\Verao

Figura 24 - Contetdo fendlico dos extratos de folhas de ora-pro-nobis
coletadas em diferentes épocas
Fonte: Autoria prépria

Ja era esperado que os compostos de alta e média polaridade contivessem
alto conteudo fendlico devido a polaridade de tais compostos e a suas estruturas
guimicas, que sdo constituidas por anéis aromaticos e grupamentos hidroxila.
Todavia, os extratos de éter de petrdleo também apresentaram algum contetdo de
compostos fendlicos, ainda que inferiores aos dos outros extratos analisados. Isso

pode ter ocorrido pelo fato de alguns fendlicos apresentarem menos grupos hidroxila
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na estrutura quimica, o que diminui sua polaridade, facilitando sua extragdo pelo
solvente apolar — éter de petroleo.

Apesar das diferencas ressaltadas entre os diferentes extratos, é importante
observar que os extratos das folhas coletadas no verdo foram os que apresentaram
maior teor de compostos fendlicos, independente do solvente extrator utilizado.

Em seus estudos, Sim, Sri Nurestri e Norhanom (2010) examinaram o
conteudo fendlico em extratos de folhas de Pereskia grandifolia e obtiveram como
resultado 45,99 mg EAG g! para o solvente acetato de etila e 19,08 mg EAG g para
0 solvente hexano. Apesar dos solventes utilizados e da espécie estudada por tais
autores serem diferentes da deste trabalho, nota-se que os resultados sé&o
compativeis, pois 0 extrato de menor polaridade (hexanico) também apresentou o
menor conteudo fendlico. Ao comparar o teor de compostos fendélicos da P. aculeata
e da P. grandifolia observa-se uma diferenca discrepante nos resultados, o que torna
a primeira mais interessante tendo em vista a grande aplicabilidade de produtos
naturais ricos em compostos fenélicos.

E comum realizar esta andlise apenas em extratos obtidos com solventes de
alta polaridade, como acetona 80% ou etanol 70%, por serem reportados como
eficientes na extracdo de compostos fendlicos (JAYAPRAKASHA; SINGH,;
SAKARIAH, 2001). Porém, ao somar o contetudo fendlico contido nos diferentes
extratos de P. aculeata de cada estagdo (inverno: 548,22 mg EAG g?; verdo:
666,63 mg EAG g1), obtém-se aproximadamente o dobro do valor em relacdo apenas
ao conteudo dos extratos etandlicos (polares). Dessa forma, é importante frisar que
os compostos fendlicos também estdo presentes em outras fracdes do material

vegetal, as quais devem ser quantificadas para um resultado mais preciso.

5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para analise do potencial antioxidante in vitro dos extratos das folhas de ora-
pro-nobis foram utilizados os métodos FRAP, ABTS e DPPH, cujas curvas de
calibragdo apresentaram coeficientes de correlagdo (R?) igual a 0,9999, 0,9927 e

0,9994, respectivamente, o que assegura alta confiabilidade nos resultados.
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Tabela 5 - Resumo dos resultados de atividade antioxidante dos extratos

Extratos FRAP (umol ESFg?)  ABTS (umol TEg®) DPPH (umol TE g1)

EPI 128,00 41,29 67,31
DCMI 311,41 439,04 625,41

ETI 540,45 151,57 750,61

EPV 114,15 50,18 359,86
DCMV 828,59 138,51 708,88
ETV 2461,52 621,98 667,14

Total inverno
979,86 631,90 1443,33
(EPI, DCMI, ETI)
Total veréo

3404,26 810,67 1735,88

(EPV, DCMV, ETV)

Dependendo dos constituintes presentes no material analisado, um método
pode ser mais apropriado que outro na determinagédo de sua atividade antioxidante
(SUCUPIRA et al., 2012). Apéds a realizacdo das analises, verificou-se que a soma
dos resultados dos extratos de verdo apresentou 0s maiores valores para todos 0s
métodos utilizados (Tabela 5). Na determinacdo de compostos fendlicos também foi
verificado que os extratos de verdo apresentaram 0S maiores teores, como era
esperado, tendo em vista que tais compostos sao 0s principais responsaveis pelo
potencial antioxidante das substancias.

Em se tratando das diferencas entre os extratos, foi observado que aqueles
obtidos com o solvente apolar (éter de petréleo) foram os que mostraram 0s menores
valores para atividade antioxidante nos trés métodos utilizados (Figura 25). Dessa
forma, pode-se dizer que o potencial antioxidante das amostras analisadas esta

diretamente relacionado com a polaridade das substancias e do solvente extrator.
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Figura 25 - Resultados das andlises de atividade antioxidante dos extratos em funcéo da
sazonalidade
Fonte: Autoria propria

Para todas os métodos foi verificada diferenca significativa entre as coletas
para os extratos de média e alta polaridade (diclorometano e etanol, respectivamente),
diferente do extrato apolar, que apresentou diferenca sazonal significativa apenas
para o método DPPH.

A partir da visualizacéo grafica também pode ser observado que os resultados
diferiram expressivamente entre os métodos. Isso ocorre porque as substancias
denominadas antioxidantes podem agir nos diferentes niveis de um processo
oxidativo, seja diminuindo a concentracado de oxigénio, quelando ions metalicos, ou
decompondo produtos primarios em outros ndo radicalares. Dessa forma, levando em
consideracdo a aplicabilidade singular de cada tipo de ensaio, € recomendada a
utilizacado de duas ou mais técnicas, visto que nenhum ensaio isolado podera refletir
exatamente a “capacidade antioxidante total” de uma amostra (SUCUPIRA et al.,
2012).

N&do h& estudos na literatura que relatem a influéncia da sazonalidade no
potencial antioxidante das folhas de P. aculeata. Contudo, Sousa et al. (2014) analisou

a influéncia do solvente extrator em folhas de ora-pro-nobis para o método DPPH CEso
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e verificou que no extrato em acetona 80% ocorreu maior atividade antioxidante,
seguido do extrato em etanol 70% e em agua. Os trés solventes analisados em tal
trabalho séo polares, porém a acetona é constituida por uma cadeia carbdnica maior,
diminuindo a polaridade do solvente. Assim, pode ser extraida uma quantidade mais
abrangente de substancias responsaveis pelo potencial antioxidante, englobando
compostos de média e alta polaridade, o que corrobora com o0s resultados obtidos
neste trabalho.

Souza (2014) verificou que os extratos das folhas de P. aculeata obtidos por
infusdo, aquoso, metandlico e etandlico apresentaram atividade antioxidante, porém
0os dois Ultimos exibiram os melhores resultados, o que também pode estar
relacionado a menor polaridade do etanol e do metanol em relacéo a da agua. Ainda
assim, o extrato aquoso e a infusdo também manifestaram alguma atividade, o que
justifica a utilizacdo da ora-pro-nobis na medicina popular por meio do consumo de

sucos e chas.

5.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.5.1 Difusé&o em disco

O teste de difusdo em disco é utilizado para determinar o potencial de algum
material sobre a inibicdo do crescimento radial de um micro-organismo. Neste estudo,
o teste foi realizado para os extratos de P. aculeata, devidamente diluidos, frente a
guatro micro-organismos diferentes, sendo eles: as bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, e as leveduras Candida albicans e Candida tropicalis. Esses
micro-organismos foram selecionados pelo seu grau de importancia, visto que sao
comuns as infecgdes causadas por eles. E importante ressaltar que em DMSO até
10%, concentracdo utilizada na diluicAo dos extratos, ndo ocorre inibicdo do
crescimento dos micro-organismos (KARAMAN et al.,, 2003), ndo alterando os

resultados da anélise.
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Figura 26 - Placas de teste de difusdo em disco dos extratos EPV (a) e EPI (b)
frente a bactéria S. aureus. Discos: (1) extrato a 10.000 ug mL%; (2)
extrato a 5.000 ug mL; (3) extrato a 2.500 ug mL%; (4) Tetraciclina;
(5) Norfloxacino; (6) DMSO

Fonte: Autoria propria

ApoOs todos os testes, realizados em triplicata, observou-se que apenas um
dos extratos, o EPI, apresentou potencial de inibicdo de crescimento microbiano. Este
extrato inibiu o crescimento da bactéria S. aureus, verificando-se halos de inibicdo nas
duas maiores concentracdes, que podem ser observados nos discos 1 e 2
(10.000 yg mL* e 5.000 ug mL%, respectivamente) da Figura 26b.

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos e nao
esporulados. A espécie S. aureus, a mais importante do género, é responsavel por
cerca de 50 a 87% das infec¢Oes hospitalares (SILVA et al., 2010). A partir dos testes,
observou-se que apenas uma das fracdes apolares das folhas de P. aculeata,
referente a coleta de inverno, se mostrou com potencial de inibicdo do crescimento da
S. aureus.

Os extratos EPI e EPV foram obtidos com 0 mesmo solvente, éter de petréleo,
sobre as folhas secas de ora-pro-nobis, sendo que a Unica diferenca entre eles foi a
estacdo de coleta das folhas. Contudo, observou-se que apenas o EPI, obtido na
coleta de inverno, apresentou potencial de inibicdo do crescimento microbiano. Com
isso, presume-se que durante o inverno a P. aculeata produz alguma substancia
diferente, que foi capaz de inibir o crescimento de S. aureus, ou, entdo, que houve
variacdo na concentracdo de algum composto, vindo a apresentar atividades

antimicrobianas distintas de acordo com a estacao de coleta do material vegetal.
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Souza et al. (2016) realizaram ensaios com diferentes extratos de P. aculeata
(éter de petréleo, cloroférmio e metanol), nos quais o extrato de menor polaridade
mostrou potencial antimicrobiano sobre as bactérias Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. As duas Ultimas foram testadas
neste trabalho, porém néo foi detectada atividade antimicrobiana frente a E. coli por
nenhum dos extratos, independente da estacdo de coleta das folhas. Este fato pode
estar relacionado aos diferentes fatores que afetam a sensibilidade do método de
analise utilizado, tais como: meio de cultura, pH do sistema, disponibilidade de
oxigénio, quantidade de inéculo e condi¢cbes de incubacao utilizados (OSTROSKY et
al., 2008).

Os demais micro-organismos testados neste trabalho néo tiveram seu
crescimento influenciado pelos extratos das folhas de ora-pro-nobis. Da mesma forma,
Santos et al. (2011) também verificaram que o extrato hidroalcodlico (92,8%) da P.
aculeata ndo causou inibicdo no crescimento dos micro-organismos Enterococcus
faecalis, Streptococcus mutans, Lactobacillus casei e Candida albicans, que sao
patdgenos bucais.

A resisténcia dos micro-organismos frente a antimicrobianos em geral vem
sendo um problema no tratamento de infec¢cbes. Neste sentido, os produtos naturais
ganham destague como uma fonte alternativa na busca de novos agentes
antimicrobianos (SILVA et al., 2010). Apesar de os resultados obtidos neste trabalho
serem satisfatorios, é valido continuar realizando testes de atividade antimicrobiana
com as folhas de P. aculeata frente a outros micro-organismos, tendo em vista o

potencial medicinal desta planta que ja € conhecido pela medicina popular.

5.5.2 Concentragéo inibitoria minima (CIM)

by

A CIM corresponde a menor diluicdo na qual é verificada auséncia de
crescimento microbiano. Assim, quanto menor a CIM, maior a eficacia do material
analisado. As diluicdes do extrato EPI compreenderam as concentragdes de 10.000 a
156,25 pg mL? apds serem transferidas para a placa de andlise contendo o caldo

Mueller Hinton, na qual, em seguida, foi adicionado o0 micro-organismo S. aureus.
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Decorrido o tempo de crescimento do S. aureus (24 horas), foi adicionado aos
pocos o 2,3,5-trifeniltetrazdlio (TTC — Sigma Aldrich), que € um revelador indicador de
oxirreducao utilizado para detectar a viabilidade celular. Seu mecanismo (Figura 27)
tem base na reducdo enzimatica do TTC, que € incolor, a
1,3,5-trifenilformazan, de coloracdo avermelhada. Este mecanismo s6 acontece em
presenca de células vivas devido as enzimas desidrogenases, que catalisam as
reacoes respiratorias nas mitocondrias durante a glicélise e o ciclo de Krebs
(GABRIELSON et al., 2002; COSTA et al.,, 2008). Assim, pode-se dizer que a
coloracdo é uma indicacado positiva de células vivas por meio da deteccdo de
respiracao a nivel celular (DUARTE et al., 2005; COSTA et al., 2008).

N H\
/ o —— N
N\ //':J Cl~ desidrogenases
N—N N §N

Figura 27 - Oxirreducéo do 2,3,5 trifeniltetrazélio (incolor) a 1,3,5 trifenilformazan
(avermelhado), em presenca de células vivas
Fonte: Rozatto (2012)

Apbs decorrido o tempo de reacao do TTC, foi verificado que a menor diluicdo
onde ocorreu inibicdo do crescimento microbiano foi de 2.500 yg mL?, pois foi a
diluicao limite onde n&o houve mudanga na coloragdo do meio reacional dos pogos
(Figura 28).
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Figura 28 - Placa de teste de microdiluicao ap6s aplicagéo do revelador TTC
Fonte: Autoria propria

Na literatura ainda ndo ha relatos de estudos envolvendo a analise de CIM
das folhas de P. aculeata. Contudo, em se tratando de extratos de plantas, poder&o
haver variagdes nos resultados de CIM que estéo atreladas a diferentes fatores, como
0 micro-organismo e a cepa utilizados, a origem e a época de coleta do vegetal, ao
tratamento das amostras quanto a utilizacdo do material fresco ou seco, entre outras
(OSTROSKY et al., 2008).

5.5.3 Atividade bactericida/bacteriostatica

ApGs verificar a inibicdo no crescimento do S. aureus na analise anterior, foi
testado o tipo de acao desta atividade antibacteriana. A determinacéo in vitro da acao
antibacteriana de alguma substancia (para verificagdo se 0 agente € bactericida ou
bacteriostatico) é influenciada por varios fatores, como as condi¢cées de crescimento,
a densidade bacteriana, a duracéo do teste, entre outros. Dessa forma, a maioria dos
antibacterianos € melhor descrita como sendo potencialmente bactericida ou
potencialmente bacteriostatico (PANKEY; SABATH, 2004). Neste contexto, se um

agente considerado bacteriostatico estiver em altas concentragcdes, por exemplo, ele
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podera ser potente o suficiente para matar grande parte das bactérias, vindo a ser
considerado, portanto, um agente bactericida (TNSolution, 2015).

O plagueamento da mistura contida nos pocgos de diluigdo 2.500 ug mL* (CIM)
permitiu verificar que o extrato EPI apresenta acdo potencialmente bacteriostatica,
pois foram observadas col6nias bacterianas no meio de cultura apds as 24 h de
incubagdo. Ou seja, na concentragdo de 2.500 ug mL%, o extrato manteve a bactéria
em seu estado estacionario de desenvolvimento (PANKEY; SABATH, 2004). Ao entrar
em contato com o meio de cultura, ocorreu a diluicho do extrato e as bactérias

voltaram a se multiplicar, retomando o seu crescimento.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As folhas da ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller) sao ricas
nutricionalmente, pois apresentam elevado teor de proteinas de alta digestibilidade e
de carboidratos, que inclui as fibras alimentares, bem como de elevado contetudo
mineral (cinzas). Foram observadas algumas diferencas em relacdo as coletas,
realizadas no inverno e no verao, porém o teor de lipidios e de carboidratos nédo se
mostraram influenciados pela sazonalidade.

A cinética de secagem das folhas frescas melhor se ajustou ao modelo
matematico de Page para ambas as coletas, ou seja, houveram interferéncias no
processo de secagem causadas pela resisténcia interna deste material.

A andlise de Folin-Ciocalteau dos diferentes extratos obtidos mostrou que os
etandlicos, de inverno e de verdo, apresentaram os maiores conteidos de compostos
fendlicos. Os extratos diclorometanicos também apresentaram elevado teor desses
compostos. Era esperado que esses dois extratos exibissem alto conteudo fendlico
devido a polaridade de tais compostos e a suas estruturas quimicas, que sao
constituidas, principalmente, por anéis aromaticos e grupamentos hidroxila. Contudo,
0s extratos obtidos com éter de petréleo também mostraram algum conteudo fendlico,
ainda que muito inferior ao dos outros extratos. Assim, vale ressaltar que 0s
compostos fendlicos estao presentes em todas as fracdes (diferentes polaridades) do
material vegetal, sendo importante analisar todas elas para obtencdo de uma
estimativa mais acurada. Outro ponto pertinente em relacédo a esta andlise € que todos
os extratos das folhas coletadas no verdo apresentaram maior teor de compostos
fendlicos, independente do solvente extrator utilizado.

Desde o teste preliminar foi observado que os extratos continham taninos
condensados em sua composicao. A determinacao destes compostos pelo método de
Stiasny permitiu verificar que no inverno ha maiores teores de taninos condensados
nas folhas de P. aculeata, independente do solvente extrator utilizado.

Quanto ao potencial antioxidante, observou-se que para os trés métodos
utilizados (DPPH, ABTS e FRAP) os extratos provenientes de folhas coletadas no
verao apresentaram os maiores valores para todas as polaridades, corroborando com

a analise de compostos fendlicos. Também foi observado que os resultados diferiram
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expressivamente entre os métodos, o que é justificado pelo fato de que cada ensaio
é distinto em relacdo as reacdes quimicas que ocorrem em cada analise.

A andlise de atividade antimicrobiana por difusdo em disco revelou que
apenas o extrato de inverno obtido com éter de petrdleo apresentou acao sobre um
micro-organismo, o S. aureus. Ao realizar a andlise de CIM para este extrato,
constatou-se que a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento do S. aureus é
de 2.500 ug mL*. No teste quanto ao tipo de acdo antibacteriana que ocorreu sobre o
S. aureus, foi verificado que o extrato, a essa concentragdo, atua como agente
potencialmente bacteriostatico.

Em resumo, conclui-se que as folhas de ora-pro-nobis apresentam
consideravel importancia nutricional e biolégica, o que torna o cultivo deste vegetal
interessante, uma vez que se trata de uma planta rustica, de facil propagacéo, que

pode ser utilizada como cerca-viva e contém flores e frutos também comestiveis.
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