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INFO ABSTRACT
Keyworks Chemical characterization and antioxidant activity of ora-pro-nobis powder mucilage
Pereskia aculeata Mill Pereskia aculeata Mill., known as ora-pro-nobis, is an unconventional food plant (PANC) that has a
mucilage high protein content, surpassing many other vegetables commonly used in human food. In addition
protein to being a source of protein, this species has bioactive compounds that give it analgesic, anti-

bioactive compounds

inflammatory and antioxidant properties. Ora-pro-nobis presents a mucilage capable of acting as a
thickening, emulsifying and gelling agent, characteristics due to the presence of the arabinogalactan
biopolymer and its adhesion to the proteins present in the mucilage. The present study aimed at the
chemical characterization and determination of the antioxidant activity of powdered ora-pro-nobis
mucilage. Protein quantification showed that lyophilized mucilage has a higher protein content than
fresh ora-pro-nobis leaves, with an average of 39.55% protein. The evaluation of antioxidant activity
showed a positive correlation with the increase in mucilage concentration and total flavonoid content.

RESUMO

Palavras-chaves
Pereskia aculeata Mill
mucilagem

proteina

compostos bioativos

Pereskia aculeata Mill., conhecida como ora-pro-nobis, € uma planta alimenticia néo convencional
(PANC) que possui alto teor de proteinas, superando muitos outros vegetais utilizados habitualmente
na alimenta¢do humana. Além de ser fonte de proteinas, esta espécie apresenta compostos bioativos
que Ihe confere propriedades analgésicas, anti-inflamatorias e antioxidantes. Ora-pro-nobis apresenta
uma mucilagem capaz de atuar como agente espessante, emulsificante e gelificante, caracteristicas
devidas a presenca do biopolimero arabinogalactana e sua adesdo as proteinas presentes na mucila-
gem. O presente estudo teve como objetivo a caracterizagdo quimica e a determinacao da atividade
antioxidante da mucilagem em pé da ora-pro-nobis. A quantificacdo de proteinas demonstrou que a
mucilagem liofilizada tem teor proteico maior do que em folhas frescas de ora-pro-nobis, apresen-
tando média de 39,55 % de proteinas. A avaliagdo da atividade antioxidante demonstrou correlagéo
positiva com o aumento da concentracdo da mucilagem e do teor de flavonoides totais.
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INTRODUCAO

Pereskia aculeata Mill., conhecida popular-
mente como ora-pro-nobis, é uma planta alimenti-
cia ndo convencional (PANC) pertencente a familia
Cactaceae. Nativa da América do Sul, pode ser en-
contrada na Argentina e nos Estados Unidos. Ape-
sar de ndo ser endémica no Brasil, ja foi registrada
nas regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul.
A planta é de facil cultivo e propagacdo e isso
ocorre devido a sua baixa demanda hidrica e alta
resisténcia a ataque de pragas e doencas (Zappi et
al., 2015).

Possui folhas com alto teor de proteinas, supe-
rando muitos outros vegetais utilizados habitual-
mente. O alto teor de nutrientes e auséncia de toxi-
cidade fazem dessa planta um excelente acréscimo
para a alimentacdo humana e animal. Além das pro-
teinas, as folhas também sdo compostas por grandes
guantidades de fibras, minerais, como célcio e
ferro, vitaminas A e C, &cido fdlico e outros com-
ponentes bioativos, o que as torna uma boa alterna-
tiva de alimentos funcionais em regifes subdesen-
volvidas devido ao baixo custo e elevado valor nu-
tricional (Takeiti et al., 2009; Almeida et al, 2014,
Maciel et a., 2021).

Apesar de muito nutritiva, essa planta ainda néo
ganhou espago nos cardapios correspondentes a
nossa alimentacdo habitual. Todavia, algumas regi-
Oes j& sdo adeptas ao uso dessa hortali¢a ndo con-
vencional que pode ser empregada como ingredi-
ente em diversas receitas, de forma a elevar o valor
nutricional do alimento (Garcia et al., 2019).

Além do potencial nutricional, estudos compro-
vam uma extensa gama de atividades bioldgicas por
parte desta PANC, como propriedades analgésicas,
anti-inflamatdrias, antitumorais, antimicrobianas e
antioxidantes. Algumas comunidades acabam por
utiliza-la na medicina tradicional e em rituais reli-
giosos. Devido a esses aspectos funcionais e fisio-
I6gicos, ora-pro-nobis apresenta grande importan-
cia ecolégica e econdmica, um alto potencial a ser
explorado e com possiveis aplicages na industria
farmacéutica e alimenticia, podendo colaborar na
formulacéo de novos produtos (Pinto e Scio, 2014).
O incentivo ao consumo e cultivo dessa PANC
pode trazer grandes beneficios, ndo so6 para a culi-
naria, como também para a renda urbana e rural
(Telles et al., 2016).

A mucilagem da ora-pro-nobis (MOPN) apre-
senta estrutura polissacaridica complexa com alto
teor do biopolimero arabinogalactana (Souza et al.,
2009), sendo constituida por 10,47 % de proteinas
e 46,88 % de carboidratos, além de microelementos

como ferro, manganés, zinco e célcio. Devido a
adesdo da arabinogalactana aos componentes pro-
teicos na estrutura da mucilagem, esta torna-se ca-
paz de atuar como agente espessante, gelificante e
emulsificante (Oliveira et al., 2019). Estudos com-
provam a eficacia da arabinogalactana como adi-
tivo em filmes de celulose bacteriana, os quais tor-
naram-se mais resistentes na presenca do biopoli-
mero (Lucyszyn et al., 2016).

Ainda ndo existem relatos da eficacia da mucila-
gem de ora-pro-nobis (MOPN) na producao de fil-
mes biopoliméricos, entretanto, levando em consi-
deracdo suas propriedades quimicas e microestru-
turais, a MOPN apresenta-se como uma alternativa
promissora para plasticos biodegradaveis e filmes
comestiveis.

Atualmente, estamos em uma época de constan-
tes buscas por inovagdes tecnologicas, hd uma ne-
cessidade crescente de fontes renovaveis, sustenta-
veis e de baixo custo para o avango da ciéncia e para
o desenvolvimento de produtos de qualidade. As-
sim, o presente trabalho buscou caracterizar quimi-
camente a mucilagem da ora-pro-nobis e determi-
nar seu potencial antioxidante, evidenciando o va-
lor que esta PANC agregaria se utilizada na como
alimento funcional e na producéo de filmes biopo-
liméricos comestiveis.

MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento do trabalho foram
utilizadas folhas jovens de Pereskia aculeata
Miller, obtidas a partir de plantas adultas (Cadastro
SisGen ACFE353) cultivadas no Campus da
Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis da UNESP
(22°38°56,6” S 50°26°09,4” O).

A extracdo da mucilagem (MOPN) seguiu
Oliveira et al. (2019), com modificagdes. Folhas
frescas coletadas de plantas adultas foram lavadas
com detergente neutro e enxaguadas com agua
clorada a 0,003 %. Apds secagem em papel de filtro
1,0 Kg de folhas foi homogeneizado com agua (2,5
L) em liquidificador a 80 °C, por 10 minutos, até
completa trituracdo. A amostra triturada foi
transferida para frascos de vidro &mbar e disposta
em banho maria termostatico a 65 °C por 6 horas.
O extrato obtido foi submetido a duas filtragcdes
(manual e a vacuo) com tecido de organza como
elemento filtrante. Apds as filtracdes, foi realizada
a precipitagdo acrescentando etanol absoluto ao
extrato na razéo de 1:2 (1,0 L de filtrado: 2,0 L de
etanol) e a emulsdo centrifugada a 3000 rpm. Apds
a remocao do etanol, a mucilagem precipitada foi
congelada a -20 °C e posteriormente seca em
liofilizador (Liotop L101, Liobras) a -40 °C com
pressdo a vacuo de 0,998 mbar. A mucilagem foi
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triturada em cadinho até a obtencdo de um pé fino
(MOPN) e armazenada em dessecador para uso
posterior. O rendimento foi calculado dividindo a
massa da mucilagem resultante pela massa inicial
de matéria-prima e multiplicando o resultado por
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100 (Oliveira et al., 2019). As etapas do processo
de extracdo da mucilagem de ora-pro-nobis até a
obtencdo da mucilagem em pé estdo sumarizadas
na Figura 1.
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Figura 1 - Extracdo da mucilagem das folhas de ora-pro-nobis

Para a caracterizagdo quimica da mucilagem de
ora-pro-nobis (MOPN) a determinagdo da
composi¢do centesimal de umidade, cinzas,
proteinas, lipidios e fibras foi realizada de acordo
com os métodos oficiais da AOAC (2000).

O teor de umidade foi determinado através do
método gravimétrico, em estufa (CE 220/81,
Cienlab) a 105 °C, durante o periodo de 6 horas. O
procedimento foi realizado com filtro contendo 3,0
g de MOPN. A amostra foi pesada antes de ir para
a estufa e ao final do processo de secagem. A
analise foi realizada em triplicata e a porcentagem
da umidade calculada com base na férmula:

Umidade (%)=PU/P x 100, onde:

PU = peso inicial — peso final (amostra ap6s
secagem)

P = peso da amostra

O teor de cinzas foi determinado através da
calcinagéo de 3,0 g de MOPN. A amostra, contida
em cadinho de cerdmica, foi incinerada com bico
de Bunsen até se tornar uma massa de carvéo, so
entdo o cadinho foi levado a mufla (SP-1200DM/G,
LABOR) a 550 °C por 4 horas. A amostra foi
resfriada a temperatura ambiente em dessecador e a
massa final medida e comparada a massa inicial
para determinacdo da porcentagem de matéria
inorgénica. A analise foi realizada em triplicata e a
porcentagem de cinzas calculada com base na
férmula:

Cinzas (%)= PC/P x 100, onde:

PC = peso final (amostra apds calcinagdo) — Peso
inicial;

P = peso da amostra inicial.

A determinacdo de proteinas pelo método
Kjeldahl foi realizada com 0,1 g de MOPN seca
digerida em tubos de digestdo com 1,0 g de

catalisador e 3,0 mL de &cido sulfarico a 350 °C.
Apbs a digestdo, os tubos foram resfriados,
acrescidos de 5 gotas de fenolftaleina e conectados
ao aparelho de destilagdo (TE-036/1, TECNAL).
Foi adicionado NaOH 40 % (m/v) aos tubos de
digestdo até o aparecimento da coloracdo rosada
para posterior destilacdo em erlenmeyer de 125 mL
contendo uma solucéo de 10 mL de H3BO3 com 2
gotas de vermelho de metila e de verde de
bromocresol. O destilado foi titulado com solucéo
de HCl a 0,02 M. A andlise foi realizada em
triplicata e para a determinacdo da quantidade de
proteina bruta foram utilizadas as equacdes:

NT (%)=((Va-Vb)xMxtx0,014)/P x100, onde:

NT = teor de nitrogénio total na amostra, em
porcentagem;

Va = volume (mL) da solucdo de acido cloridrico
gasto na titulacdo da amostra;

Vb = volume (mL) da solugcdo de acido
cloridrico gasto na titulacdo do branco;

M = molaridade tetrica da solugdo de acido
cloridrico 0,02 mol/L;

f = fator de correcdo para o acido cloridrico 0,02
mol/L;

P = massa da amostra;

PB=NT x Fn, onde:

PB = teor de proteina bruta na amostra, em
porcentagem;

Fn = Fator de conversao nitrogénio em proteina
6,25.

O teor de lipidios foi determinado por extracdo
com solvente a quente por Soxhlet (DiogoLab). O
procedimento foi realizado com 4,0 g da amostra de
MOPN em cartucho de Soxhlet preparado com
papel filtro, baldo de fundo chato previamente
tarado a 105 °C e acoplado ao extrator, e hexano
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como solvente. A extracdo ocorreu de forma
continua por 8 horas, em seguida o baldo com o
residuo extraido foi transferido para uma capela
para resfriamento a temperatura ambiente. O
hexano residual da amostra foi eliminado em
rotaevaporador (TE-211, TECNAL). A andlise foi
realizada em triplicata e a porcentagem de lipidios
foi calculada com base na formula:

Lipidios (%)=(PL )/P x 100, onde:

PL = peso do baldo com gordura — peso do bal&o
antes da extragéo;

P = peso da amostra.

O teor de fibras brutas foi determinado pelo
método da digestdo &cida seguida de digestdo
basica. O procedimento foi realizado com 1,0 g de
MOPN em erlenmeyer tarado e pesado, onde
primeiramente foram adicionados 100 mL de &cido
sulfarico (H2SO4) 1,25 % e a solugdo foi fervida
por 30 minutos. A amostra foi entdo lavada em
peneira de 0,053 mm ¢ do poro e depois adicionada
a 100 mL de hidroxido de sédio (NaOH) 1,25 %
retornando a fervura até completar 1 hora. Ap6s a
fervura a solucdo passou por uma segunda lavagem
e foi submetida a secagem em estufa a 105 °C. A
massa final foi medida e comparada a massa inicial
para determinar a porcentagem de fibras brutas. A
analise foi realizada em triplicata e a porcentagem
de fibras foi calculada com base na formula:

% FB=PF/P x 100, onde:

FB = teor de fibra bruta na amostra, em
porcentagem;

PF = peso do erlenmeyer com a fibra — peso
inicial do erlenmeyer;

P = peso da amostra.

A determinacdo do conteudo provavel de
carboidratos na amostra foi realizada pelo célculo
da diferenca entre 100 (percentual total) e a soma
dos percentuais encontrados para umidade, cinzas,
lipidio, proteina e fibra (Instituto Adolfo Lutz,
2008; Almeida et al., 2014; Barreira et al., 2021).

Para avaliagcdo da capacidade antioxidante da
MOPN frente ao radical DPPH. (2,2-difenil-picril-
hidrazila), foi utilizada a metodologia descrita por
Teixeira et al. (2017), com modificagdes. As
amostras foram preparadas com a mucilagem
diluida em etanol nas concentracGes de 1,5, 10 e 15
g L. Uma mistura de reagdo contendo 1 mL do
tampdo acetato (100 mM pH 5,5), 1,25 mL de
etanol PA, 250 uL de solugdo etandlica de DPPH
(500 uM) e 50 pL de amostras. A mistura foi

agitada em misturador vortex, incubada a 25 °C no
escuro por 30 min. O controle foi a medicdo com
etanol em substituicdo aos extratos na solucéo
reacional e para o branco foi utilizado etanol em
substituicdo a solucdo de DPPH. A absorbéancia foi
mensurada a 517 nm em espectrofotdmetro (SP-
220, Biospectro). As leituras para as amostras
foram acompanhadas de leituras para o controle
inicial. As anélises foram realizadas em triplicata.
O célculo da atividade antioxidante foi realizado de
acordo com a equagéo:

%AA= (ABS Controle - ABS Amostra)/(ABS
Controle) x 100, onde:

ABS Controle = absorbancia do DPPH a 517
nm;

ABS Amostra = absorbancia das amostras a 517
nm ap6s 30 minutos;

AA = Atividade antioxidante em porcentagem.

A determinacdo de flavonoides totais foi
realizada segundo Teixeira et al. (2017), baseada na
complexacdo dos flavonoides com AICI3, com
modifica¢des. Aliquotas de 500 pL das amostras de
MOPN nas concentragdes de 1, 5, 10 e 15 g L
foram misturadas a 2,0 mL de alcool 70 % e 250 pL
de solucdo de NaNO2 (5,0 %), as solugdes foram
agitadas e mantidas na auséncia de luz por 6
minutos (estabelecido a partir de testes
preliminares). Apos, foram adicionados 250 pL de
AICI3, 1,5 mL de NaOH e 500 pL de agua
destilada. As amostras foram novamente agitadas,
mantidas a temperatura ambiente na auséncia de luz
por 40 minutos e entdo a absorbancia mensurada a
510 nm em espectrofotdmetro UV-Vis (SP-220,
Biospectro). Os testes foram realizados em
triplicata e os resultados expressos em g de rutina
por mL de extrato. Foi utilizada a curva padréo de
Rutina com R2 = 0,9998.

Todas as analises da composi¢do centesimal,
atividade antioxidante e flavonoides foram
realizadas em triplicatas e os resultados expressos
em média + desvio padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia de extracdo utilizada apresentou
rendimento bruto de 4,18%. O processo de
liofilizagdo resultou em 83,58 g de mucilagem em
po (figura 2 a - c) obtidas a partir dos 2 kg de folhas
de ora-pro-nobis coletados inicialmente.
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Figura 2 - Processo de extracdo da mucilagem de ora-pro-nobis: (a) Coleta das folhas em plantas adultas; (b)
Aspecto da mucilagem apds a precipitagdo com etanol e centrifugacédo; (c) Aspecto da mucilagem em pé ap6s

a liofilizagdo.

A composicgao centesimal da mucilagem em p6
(liofilizada) de ora-pro-nobis é apresentada na
Tabela 1 e comparada com os resultados obtidos
por Oliveira et al. (2019), que desenvolveram o

mesmo procedimento experimental e analises
quimicas da mucilagem de MOPN.

Tabela 1 - Composicéo centesimal da mucilagem de ora-pro-nobis (MOPN).

Composi¢éo (%) MQPN . (%) MOPN
Anélise Oliveira et al. (2019)
Umidade* 6,61+0,34 6,08+0,12
Cinzas 10,86 + 0,38 9,99 £ 0,03
Lipidios 4,54 +£1,93 1,68+ 0,16
Proteinas 39,55+ 0,20 8,89 +0,17
Fibras 0,69 £+ 0,081 0,49 £ 0,29
Carboidratos 44,36 + 1,57 78,93 £ 0,29

Valores apresentados como média + desvio padrdo. *Os valores expressos em base seca, exceto o teor de umidade.

Os resultados obtidos com a mucilagem
liofilizada corroboram com Oliveira et al. (2019)
guantos aos teores de umidade, cinzas e fibras.
Entretanto, o teor de carboidratos foi menor,
enquanto de lipidios foi maior. A principal
diferenca foi observada no teor proteico, 39,55 %
em base seca, superior ao valor obtido por Oliveira
et al. (2019), que enfatizam que tais alteracOes se
devem as modificagdes no processo de obtencdo do
MOPN, bem como a fatores externos relativos ao
cultivo das plantas como clima, regido de coleta,
época de colheita e método de processamento.

A mucilagem liofilizada também evidenciou
maior teor proteico (39,55 %) em relacdo aos
resultados obtidos por Souza et al. (2014) (14,38
%), Almeida et al. (2014) (28,99 %) e Maciel et al
(2021) (13,39 %) e este resultado pode estar
relacionado ao teor de fibras e a etapa de
precipitacdo em etanol, ou ao processo de extracdo
da mucilagem como um todo.

O baixo teor de fibras observado neste estudo
pode ser explicado pelas filtragbes consecutivas
utilizadas, cujo objetivo era a remoc¢do da maior
quantidade possivel de material fibroso e a
precipitacdo com etanol que resultou em uma
elevada quantidade de proteinas na mucilagem
liofilizada. Esses mesmos  procedimentos
contribuiram para a reducéo no teor de carboidratos
da mucilagem. Assim, infere-se que o solvente e
método de extracdo utilizado para preparar um
extrato  influenciam  diretamente em  sua
composicao final.

Considerando que o indice proteico é o fator de
maior relevancia quando se trata de ora-pro-nobis,
0 presente estudo se destacou, superando os valores
de proteinas registrados na literatura.

Os resultados da andlise da atividade
antioxidante realizada através da reducdo do radical
livre DPPH. (2,2-difenil-picril-hidrazila) e o teor de
flavonoides totais nas amostras preparadas a partir
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da mucilagem diluida em etanol nas concentracdes
de 1,5, 10 e 15 g L séo evidenciados na Figura 3
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nobis.

Tabela 2 - Atividade antioxidante e concentracdo de flavonoides totais (ug ER/mL de extrato) nas diferentes

concentracdes de MOPN.

Concentragdes (g L)

Atividade Antioxidante (%)

Flavonoides Totais

(Mg ER/mL)
1 5,96 + 1,94 29,20 + 1,00
5 10,64 £ 0,39 215,20 + 10,82
10 13,36 £ 1,03 431,20 + 45,21
15 17,44 £ 1,09 875,87 + 15,50

Valores apresentados como média + desvio padrao

Observa-se que atividade antioxidante aumentou
com o aumento da concentragdo da amostra, sendo
que na menor concentracdo (1,0 g L) foi obtida
atividade de 5,96 % e na maior concentracéo (15 g
L) essa atividade aumentou para 17,44 %. Assim,
é possivel constatar que a mucilagem de ora-pro-
nobis  apresentou  atividade  antioxidante
consideravel na concentragdo mais elevada.
Enfatiza-se que foram utilizados extratos aquosos e
ndo hidroetandlico, fator que pode ter influenciado
na atividade antioxidante final. Segundo Maciel et
al. (2021) o solvente aquoso pode ser utilizado para
produzir extrato de ora-pro-nobis rico em ferro,
compostos bioativos e com atividade antioxidante.

Os resultados também indicam que o teor de
flavonoides totais aumentou conforme o aumento
da concentracdo da amostra, se elevando de 29,20
1g / mL na concentracdo de 1,0 g L para 875,87
ug / mL na concentracdo de 15 g L. Tais
resultados demonstram que os flavonoides estio
amplamente presentes na mucilagem de ora-pro-
nobis e que a maior atividade antioxidante ocorreu
com a maior quantidade de flavonoides presentes
nas amostras.

Os dados evidenciam que o processo de extragdo
da mucilagem de ora-pro-nobis pode ainda ser
otimizado para a obtencdo de um rendimento
melhor e, uma possibilidade é o aumento da
guantidade de alcool etilico no momento de
precipitacdo, associado a um maior tempo para que
esse processo ocorra. A atividade antioxidante
também pode ser mais expressiva fazendo uso de
extratos etandlicos e hidroetandlicos, visto que no
presente estudo o extrato mucilaginoso foi aquoso
e a atividade antioxidante, apesar de presente, ndo
foi muito expressiva.

CONCLUSOES

O processo de extragdo da mucilagem de ora-
pro-nobis (MOPN) se mostrou eficaz para a
caracterizacdo e definicdo da composi¢do quimica
final, resultando no melhor teor de proteinas ja
registrado na literatura para a espécie Pereskia
aculeata Mill. A mucilagem também apresentou
atividade antioxidante e elevada quantidade de
flavonoides, caracteristicas que demonstram seus
beneficios, pois agregariam um alto valor nutritivo
e enriqueceriam seu potencial biotecnolégico.
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