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RESUMO

Nos ultimos anos houve um aumento significativo na comunidade cientifica por compostos
bioativos de origem natural com alta capacidade antioxidante. As Plantas Alimenticias N&o
Convencionais (Pancs) tém sido largamente estudadas por causa de suas atividades anti-
inflamatdrias e antioxidantes. A espécie Pereskia acuelata Miller, conhecida como ora-pro-
nobis (OPN), € uma planta que possui alto teor de proteina, alto teor de fibras e compostos
antioxidantes. Diversos métodos de extracdo como fluido supercritico, técnica de maceracédo e
extragdo por ultrassom, podem ser aplicados para extrair compostos quimicos (alcaldides,
fenolicos, triterpendides, entre outros). Alguns desses métodos atendem aos principios da
quimica verde, diminuindo a geracdo de residuos e prevenindo riscos ambientais, devido a
utilizacdo de solventes de menor impacto ambiental e/ou em volumes reduzidos. O objetivo
deste trabalho foi realizar diferentes formas de extracdo, analisando qual destes propde métodos
mais limpos, emitindo menos residuos a natureza. As analises cromatogréaficas (Cromatografia
a Gas acoplada a Espectrometria de Massas — CG-EM e Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massa (LC-EM/EM) sdo técnicas extremamente eficientes e versateis para
efetuar a separacdo, identificacdo e quantificacdo de espécies quimicas. As amostras de folhas
da planta foram levadas ao Laboratério Interdisciplinar de Andlises Bioldgicas e Quimicas
(LIABQ), sendo seco em local ventilado a temperatura ambiente. Foram realizados trés tipos
de extracdo do material vegetal seco: fluido supercritico, extracdo por maceracao e extracao
assistida por ultrassom. Os extratos foram caracterizados quanto a composi¢do em compostos
volateis por CG-EM e em compostos menos volateis via LC-EM. Os diferentes extratos foram
analisados em relacdo ao potencial antioxidante pelos métodos quimicos ABTS, DPPH e
FRAP. Os dados coletados foram submetidos a analise exploratoria multivariada, por meio da
analise de componentes principais (ACP), a qual permitiu a avaliacdo em conjunto dos
compostos quimicos majoritarios e da classe quimica de todos 0s compostos presentes nos
extratos de OPN. Foi obtida a forma graficaa (BIPLOT), que auxiliou caracterizar 0s grupos
das variaveis analisadas. Foi possivel realuzar um estudo fitoquimico no qual observou uma
mistura hidrocarbonica apolar rica em triacontano, esteroides, flavondides e diterpeno com
destaque para os acidos (malico, feralico, palmitico, linoleico, glucdnico), bem como fitol,
campesterol, y-sitosterol e acido silicico. A analise estatistica exploratoria multivariada foi
realizada por meio de analise de componentes principais (compostos quimicos majoritarios,
classe quimica e toxicidade do solvente), elegendo o etanol como melhor solvente para o

processo de EAU. A partir dos resultados obtidos, se observou que a OPN possui grande



quantidade de compostos bioativos em sua estrutura celular, lembrando que o processo de
extracdo assistida por ultrassom representa uma técnica com grande capacidade de extracéo
desses compostos. Para a analise da atividade antioxidante foram testados trés métodos
diferentes utilizando 5 métodos de extracdo diferente (ultrassom etanol, fluido 100 bar, fluido
50 bar, maceracdo 2 horas, maceracao 4 horas). O método maceragdo por 2 horas apresentou
uma melhor resposta de extracdo de compostos antioxidantes frente ao método DPPH, o método
FRAP; o extrato obtido pelo fluido supercritico 100 bar, apresentou melhor resultado de
compostos antioxidantes, ja para 0 método de ABTS o extrato realizado pela maceracao de 4
horas mostrou uma absorbancia mais alta. As folhas de Pereskia aculeata demonstraram um
potencial forte para compostos antioxidantes através da extracdo de métodos diferentes de
extracdo. Os resultados obtidos pelo método de extracao assistida por ultrassom apontaram que
através do método e os solventes utilizados, obtiveram boas fontes de compostos bioativos,
demontrando também que as duas formas de caracterizacdo quimica promoveram um resultado
mais completo acerca da composicdo quimica da ora-pro-nébis, dados até entdo pouco
explorados pela comunidade cientifica. Além disso, 0 método extrativo e solvente destacado, o
etanol, possuem caracteristicas que resultam em menor producao de residuos tdxicos. Logo, o
método e condigdes escolhidas para a extracao de compostos bioativos das folhas de ora-pro-
nobis demonstram eficiéncia para o propdsito exposto, além de atender requisitos da quimica

verde.

Palavras-chave: Ora-pro-ndbis, Caracterizacdo quimica, Compostos fendlicos, Tecnologias
limpas, Antioxidante.



ABSTRACT

In recent years, there has been a significant increase in the scientific community for bioactive
compounds of natural origin with high antioxidant capacity. Pancs (Unconventional Food
Plants) started to be rescued and have been stuied because of their anti-inflammatory and
antioxidant activies. The species Pereskia acuelata Miller, known as ora-pro-ndbis (OPN), is a
plant that has a high content of high-quality protein and high content of fibers and anothers
compounds. Severeal methods such as supercritical fluis, maceration technique and ultrasound
extraction can be applied for the extraction of chemical compounds such as alkaloids, phenolics,
triterpenoids, spheroidal glycosides, among others, due to the use of solvents and/or in reduced
volumes. The present works aims to characterize the objective of this work was to carry out
different forms of extraction, analysing which of these propose cleaner methods, emitting less
waste. Chromatographic analyzes (Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry - GC-
MS and Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry (LC-MS/MS) are extremely
efficient and versatile techniques to perform the separation, identification and quantification of
chemical species. The samples of the leaves were taken to the Interdisciplinary Laboratory of
Biological and Chemical Analysis (LIABQ), being dried in a ventilated place at room
temperature. Three types of dry plant material were performed: supercritical fluid, extraction
by hydrodistillation/maceration and ultrasound-assisted extraction characterized in terms of
composition in volatile compounds by GC-MS and in less volatile compounds by LC-MS. The
extracts were characterized for their composition in volatile compouds by CG-MS and less
volatile compoudns by LC-MS. The different extracts were analyzed in relation to the
antioxidant potential by the chemical methods ABTS, DPPH and FRAP. The collected data
were submitted to multivariate exploratory analysis, through principal component analysis
(PCA), which allowed the joint evaluation of the major chemical compounds and the chemical
class of all compounds present in the OPN extracts. The result of the analysis is being presented
in graphic form (BIPLOT), helping to characterize the groups of variables analyzed. It was
possible to carry out a phytochemical study in wich a nonpolar hydrocarbon mixture rich in
triacontan, steroids, flavonoids and diterpene was observed, with emphasis on acids (malic,
ferulic, palmitic, linoleic, gluconic), as well as phytol, campesterol, y-sistosterol, and silicic.
The exploratory multivariate statistical analysys was performed using principal component
analysis (major chemical compounds, chemical class and solvent toxicity), choosing ethanol as
the best solvent for UAE process. From the results obtained, it was observed that OPN has a

large number of bioactive compounds in its cellular structure, remembering that the ultrasound-



assisted extraction process represents a technique with great capacity for extracting these
compounds. For the analisys of antioxidant activity, three different methods were tested using
5 different extraction methods (ultrasound ethanol, 100 bar fluid, 50 bar fluid, 2 hours
maceration, 4 hours maceration). The 2-hours maceration method showed a better extraction
response of antioxidant compounds compared to the DPPH method, the FRAP method; the
extract obteneid by supercritical fluid at 100 bars, showed the best result of antioxidant
compounds, as for ABTS method, the extract performed by 4-hour maceration showed a higher
absorvance. Pereskia acuelata leaves demonstrated a strong potencial for antioxidant
compounds through different extraction methods. The results obtaneid by the ultrasound-
assisted extraction methods showed that the through the method and the solvents used, they
obtained good sources of bioactive compounds, also demonstrating that the two forms of
chemical characterization showed a more complete result about the chemical composition of
ora-pro-nobis, data was little explored by the scientific community. Besids that, the extractive
method and solvent highlighted, ethanol, has characteristics that result in less production of
toxic residues. Therefore, the method and conditions chosen for the extraction of bioactive
compounds from the leaves of ora-pro-nobis, demonstred efficiency for the expose purpose, in

addition to meeting the requirements of green chemistry.

Keywords: Ora-pro-ndbis, Chemical characterization, Phenolic compounds, Clean

technologies, Antioxidant.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido largamente utilizadas na medicinal tradicional, além do
seu uso na etnomedicina mundial (HAO, 2019). Podendo ser utilizadas em formulacdes
fitoterapicas, essas plantas estdo completamente inseridas no patriménio cultural de diversas
pessoas e paises, e podem estar associadas & manutencdo da boa saide (MANAF, DAUD,
2016).

Historicamente, as plantas tém sido selecionadas para o desenvolvimento de drogas, por
causa dos compostos biologicamente ativos, podendo apresentar em sua composicdo classe de
compostos tais como alcaldides e terpendides, que tém sido utilizados na medicina tradicional.
Assim, a presenca destes compostos bioativos em elevada concentracdo em vegetais pode servir
de indicador para uso em possiveis formulacbes fitoterapicas e, consequentemente, no
tratamento de diversas doencas (ALLKIN et al., 2016). Pesquisadores tém demonstrado que
vegetais com folhas verdes contém compostos bioativos importantes, tais como: 3-caroteno,
acido ascérbico, riboflavina, &cido félico, sais minerais, também apresentam altos teores de
polifendis, acidos fendlicos, flavonodides e compostos arométicos (KOBORI, C. et al, 2008;
KIM et al., 2013).

Na Ultima década, a comunidade cientifica aumentou seu interesse nos compostos
antioxidantes dentro da area da inddstria de alimentos e nutracéuticos, por observar o papel
vital na sua capacidade de reduzir processos oxidativos (WANG et al., 2013). As hortalicas
ndo-convencionais sdo pouco exploradas em solo brasileiro. Fazem parte de uma cultura ndo
organizada, mas cuja cadeia produtiva tem papel importante na complementacdo da
alimentacédo e economia de populac6es de baixa renda. Por desempenharem papel na expressédo
cultural de determinados locais, estas plantas estdo presentes na culinéria tipica de algumas
regides (SANTOS et al., 2012; SOUZA, 2009; BRASIL, 2010).

Dentro das hortalicas ndo-convencionais, encontra-se a Pereskia aculeata Miller,
conhecida no Brasil como ora-pro-nobis, tambem chamada groselha de barbados, que é nativa
dos paises latino-americanos. Suas folhas sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento
de diabetes, hipertensdo, dores gastricas, Ulceras, entre outras (SHARIF et al., 2013). As folhas
da ora-pro-nobis (OPN) sdo importantes fontes de aminoécidos essenciais e de minerais como
calcio, ferro, manganés e zinco, além de vitaminas (A, C) e acido folico, sendo uma fonte
complementar na dieta de muitos brasileiros (ALMEIDA e CORREA, 2012; TAKEITI et al.,
2009).
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Alguns métodos podem ser utilizados para a separagdo de compostos alcaloides,
fendlicos, triterpendides, glicosideos esteroidais, etc. Os métodos mais comuns para a obtencao
destes fitoquimicos sdo: refluxo, fluido supercritico, maceracdo, técnica assistida por
microondas, Soxhelet, e técnica assistida por ultrassom (SARVIN et al., 2018).

Segundo Song et al. (2019), Garmus et al. (2015) e Saha et al. (2017), para a analise
quimica, principalmente analises cromatogréficas, é extremamente importante a escolha de um
método eficiente para extracdo de flavonoides de plantas herbais, pois a quantidade de
compostos recuperados da planta in sito depende do método de extracdo selecionado. Desta
forma, é essencial avaliar os métodos de extracdo, considerando que as plantas tém composi¢do
quimica bastante complexa e que comumente acontece a extracdo de varias classes de
compostos. Além disso, algumas técnicas tém uma série de desvantagens por produzir residuos
de solventes toxicos.

Alguns procedimentos alternativos de extracdo, assim como a extracdo assistida por
ultrassom (UAE), que permitem extracOes rapidas, eficientes e ambientalmente amigaveis,
estdo sendo utilizadas nesses tipos de analises (KRUG, J. & ROCHA, F, 2016; FERREIRA, B
et al, 2020).

J& 0 método de extracdo por Fluido Supercritico tem sido empregado nas extracGes de
plantas medicinais, por considerar que a instabilidade térmica dos principios ativos e também
ao alto grau de pureza em que estes sdo obtidos. Os FSC apresentam meios bem atrativos para
0 processamento de produtos de ocorréncia natural devido a facilidade de recuperar o soluto e
reciclar o solvente, a manipulacédo por ser simples da temperatura e/ou pressao, e a seletividade
do processo na escolha do solvente e combinacgdo solvente/cossolventes a serem utilizados
(CONTADQO, E et al, 2010., MOHAMED, 1997., LI & HARTLAND, 2002).

A maceracdo, por sua vez, parte do principio de colocar em contato o solvente com o
material vegetal preestabelecido a ser extraido, em recipiente fechado, a temperatura ambiente,
de 2 a 14 dias (ANVISA, 1996; SIMOES, 2002).

Em varios processos industriais a fase inicial da preparagdo de um produto exige a
aplicacdo de uma técnica sélido-liquido em que se isola o material extraivel contido nos mais
variados tipos de matrizes vegetais (SIMOES et al., 2003). Varios autores tém relatado diversos
tipos de extragdo em plantas, que podem ser chamados de convencionais, utilizando solventes
organicos, e as chamadas tecnologias limpas, considerados emergentes. Apesar de ainda ndo
existir um protocolo universal adequado ou completamente satisfatorio para a extracdo, as
abordagens escolhidas para uma determinada matriz vegetal devem aliar a menor quantidade

de residuos gerados no processo com a maior eficiéncia de extracdo de compostos fendlicos.
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No presente projeto foi feita a comparagdo do rendimento e da composi¢do quimica do extrato
bruto da ora-pro-nébis (Pereskia acuelata Miller) obtidos por métodos diferentes de extragéo,
sendo eles extracdo assistida por ultrassom, extracdo por fluido supercritico e extragdo por
maceracao, além de realizar a extracdo e caracterizacdo de compostos antioxidantes pelos

métodos ABTS, FRAP, DPPH (convencionais e emergentes).

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi realizar a extracdo das folhas de ora-pro-nébis por

diferentes métodos de extracao.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Obter o extrato da ora-pro-nébis pelo método de extracdo assistida por ultrassom, fluido
supercritico e hidro destilacdo/maceracéo;

b) Caracterizacdo da composi¢do quimica dos extratos;

c) Estabelecer os melhores métodos de extracdo para recuperacdao dos compostos bioativos de
interesse (compostos fendlicos e antioxidantes);

d) Avaliar qual o melhor método que emita menos residuos a natureza.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.  PANC’s

Em varias regides do mundo, a populacdo ainda utiliza do método tradicional do uso de
plantas com potencial medicinal para a atencdo primaria a saude. Atualmente sdo registradas
28.187 espécies de plantas como uso medicinal (ALLKIN, 2017). A Mata Atlantica é
reconhecida como um dos biomas da “Megadiversidade” biologica, tendo cerca de 16% da
diversidade bioldgica do planeta (MESQUITA,2011).

Em 2007, o Termo “Plantas Alimenticias Nao Convencionais” (PANCs) foi associado
a um potencial de variagdo alimentar, com diminuicdo dos impactos ambientais e a

enaltecimento dos recursos naturais (KINUPP, 2007).
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Sé&o consideradas PANCs seus frutos, folhas, flores, rizomas e outras partes das plantas
de espécies nativas, ou exoticas, que podem ser consumidas pelo homem, em territério
brasileiro. Planta estas, quer sejam encontradas na natureza, quer sejam domesticadas e
cultivadas comercialmente (KINUPP e LORENZI, 2014), podendo ser utilizadas na
alimentacdo humana, sendo que algumas destas espécies possuem importancia cultural,
ecoldgica e econdmica e estdo sendo pouco utilizadas (KINUPP e BARROS, 2008).

As hortalicas ndo convencionais ndo sdo produzidas em escalas comerciais, € muitas
espeécies ainda sao pouco exploradas na flora brasileira. Entretanto, esta pode ser uma fonte de
renda alternativa, principalmente na agricultura familiar (MIRANDA, et al, 2009).

Os autores Kinupp e Barros (2008) explicam que uma ou mais partes destas plantas, a
saber, as raizes, tubérculos, rizomas, talos, folhas, brotos, flores, frutos, sementes, o latex, a
resina e também a goma, podem ser utilizadas para obtencdo de éleos e gorduras comestiveis,
também sendo utilizadas na substituicdo de corantes alimentares, conservantes, edulcorantes,
sodio, amaciante de carnes e na fabricagdo de bebidas e a infusdo destas plantas.

Em 2008 foi iniciada uma reorganizacdo dos bancos de germoplasma da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, que terminou por decidir um novo destino as espécies de
PANCs. O pesquisador Nuno Madeira mostrou a importancia desta iniciativa, que representa a
preservacdo de um patriménio Genético que foi sendo esquecido ao longo do tempo
(MACEDO, 2017).

3.2.  ORA-PRO-NOBIS (Pereskia acuelata Miller)

Pereskia aculeata Miller é uma planta da familia Cactacea, conhecida pelo nome
popular de OPN, podendo também ser chamada de trepadeira limao, carne-de-negro, carne-de-
pobre. Sua origem se da nas Ameéricas, onde ocorre desde a Flérida até o Brasil (BRASIL,
2010).

A ora-pro-nébis é de facil cultivo, pois é uma planta ristica, perene e que se propaga
facilmente. O método de plantio é o de utilizacdo de estacas, porque sua eficiéncia é maior,
encurtando o ciclo de sua producdo (TOFANELLI e RESENDE, 2011).

A forca do enraizamento, além da qualidade e da quantidade das estacas (sendo estas
matrizes saudaveis e vigorosas), varia de acordo com o tipo da espécie, as condi¢des ambientais,

0 modo de cultivar, aléem da condicdo interna da prépria planta (MADEIRA et al., 2016).
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3.2.1. Composigédo Nutricional

As hortalicas chamadas de ndo convencionais sdo 6tima alternativa alimentar devido ao
seu potencial nutricional de macro e micronutrientes e sua facil disseminacdao (ROCHA et al.,
2008).

As folhas da ora-pro-nébis sdo importantes fontes de aminoacidos essenciais, minerais
como célcio, ferro, manganés e zinco, vitaminas (A, C) e acido folico, sendo uma fonte
complementar na dieta de muitos brasileiros (ALMEIDA, CORREA, 2012; TAKEITI et al.,
2009).

A Pereskia aculeta Miller € uma planta que possui alto teor de proteina de alta qualidade
além de alto teor de fibras. A auséncia de toxicidade foliar da espécie faz dela uma fonte e
alimento importante e util (ALMEIDA-FILHO e CAMBRAIA, 1974). Andlises de suas folhas
mostram que elas contém 25% de proteinas, sendo estas de alta digestibilidade (85%). A
FAO/WHO (Food and Agriculture Organization) é quem faz a recomendacgdo dos valores
minimos de proteinas e aminoacidos para se obter uma dieta equilibrada (SIERAKOWSKI et
al., 1990), logo, pode se verificar que a ora-pro-nobis tem sua composi¢do balanceada, pois
suas folhas também possuem alto teor de aminoacidos essenciais, particularmente o aminoacido
lisina, que é superior quando comparados com varios alimentos tais como a alface, couve,
espinafre (ALMEIDA-FILHO e CAMBRAIA,1974).

A principal fonte de energia para 0 homem vem dos carboidratos. Estes aparecem na
natureza como produtos da fotossintese. As folhas da Pereskia acuelata Miller contém
polissacarideos que sdo altamente ramificados, sendo estes: arabinofuranose, arabinopiranose,
galactopiranose, galactopiranosil, acido urdnico, e unidades de ramnopire (SIERAKOWSKI et
al., 1990).
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Os lipidios sdo moléculas com alta densidade energética. Geralmente aparecem em
pequenas quantidades nas frutas e hortalicas (BROUN et al., 1999). A composic¢do centesimal
de ora-pro-nébis encontrada por alguns autores foram de 3,22%, e 5,07%, 9,0% para lipidios
(BEZERRA et al., 2016; ALMEIDA et al., 2014; RODRIGUES et al., 2015).

As folhas de Pereskia aculeata podem ser exploradas comercialmente como
ingredientes funcionais, pois possuem 39,1% em base seca de fibra dietética total, e teores de
3,42 mg, 100g-* de calcio, 1,9 mg 100g* de magnésio, 46,4 mg 100g* de manganés, 26,7 mg
100g* de zinco e 2333UI 100g™ de vitaminas A, 185,8 mg 100g™* de vitamina C e 19,3 mg

1009t de &cido folico, segundo os autores acima citados.

3.3. COMPOSTOS BIOATIVOS

Compostos bioativos dos alimentos (CBA) sdo definidos como compostos extra
nutricionais presentes geralmente em pequenas quantidades nos alimentos; quando ingeridos
em quantidades significantes, exercem papel importante na protecdo da saide humana. Existem
na natureza em grande quantidade, com uma variacdo na estrutura quimica bem ampla. Os
compostos bioativos sdo divididos em classes diferentes, sendo os polifendis, os carotenoides,
e glicosinolatos os trés principais grupos presentes em na dieta humana do dia a dia (HORST
et al., 2016).

Embora existam estudos acerca da composic¢do fitoquimica e atividades biolédgicas de
extratos das folhas de Pereskia aculeata (GARCIA et al., 2019; GARCIA et al., 2020),
informacBes sobre os compostos bioativos e capacidade antioxidante das frutas de ora-pro-
ndbis ainda sdo escassas (SILVA, 2018).

3.3.1. Compostos Fenolicos

As plantas possuem uma grande variedade de metabdlitos secundéarios altamente
bioativos, que contém um grupo fenol (grupo hidroxila funcional em anel aromatico). Estas
moléculas aromaéticas, chamadas de compostos fenélicos, podem se acumular em todas as partes
do vegetal, a saber, as raizes, caules, folhas, flores e frutos (LIU et al., 2019). Nas plantas sdo
fundamentais para o crescimento e reproducéo, sendo formados em condicBes de estresse como,
infeccdes, ferimentos, radiacbes UV (ultravioleta), dentre outros, enquanto no ser humano
podem exercer efeitos preventivos e/ou curativos em distdrbios fisiologicos, devido a sua agdo

antioxidante ndo enzimatica.
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Os compostos fendlicos (CF) atuam como agentes de defesa aos estresses causados aos
vegetais e a frutos, conferindo maior adstringéncia, coloracdo e sabor a esses alimentos. Por
possuirem propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, e também por auxiliarem a realizar
modulacdo intestinal, tem mostrado que tem efeitos benéficos na promocdo da salde,
auxiliando na protegéo de doengas como diabetes melitus, doengas cardiovasculares, cancer e
doencas degenerativas (ARNOSO et al., 2019).

3.3.2. Atividade Antioxidante

Antioxidante, segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria), € a
substancia que pode prevenir ou retardar a alteragdo oxidativa do alimento. Os antioxidantes do
ponto de vista quimico sdo compostos aromaticos que contém no minimo um anel hidroxila.
Podem ser sintéticos (BHA- butilhidroxianisol, e BHT- butilhidroxitolueno), sendo utilizados
na industria alimenticia, ou podem ser naturais, substancias bioativas, tais como compostos
fendlicos, organosulfurados e terpenos, estando estes na constitui¢do de diversos alimentos. S&o
encontrados na maior parte das vezes nos alimentos (frutas, legumes e hortalicas e cereais
integrais), que exercem acdes saudaveis sobre o organismo. A FDA (Food and Drug
Administration) tem como regulacédo que antioxidantes sdo substancias que quando utilizadas
ajudam a preservar os alimentos, retardando a deterioragdo, rancidez, descoloragéo
provenientes da autoxidacdo (WANKANNE, M., 2009).

Os fitocomponentes fendlicos sdo em grande parte responsaveis pela atividade
antioxidante de matrizes vegetais (CORREA et al., 2019).

3.4. METODOS DE EXTRACAO BASEADOS EM TECNOLOGIAS LIMPAS

Novas técnicas alternativas de extracdo para o isolamento de extratos ricos em
fitoquimicos sdo ferramentas importantes para desenvolver processos de baixo impacto
ambiental. Estas abordagens sdo consideradas tecnologias limpas por permitir a utilizacdo de
menores volumes de solventes e menores tempos de extracdo, além de serem em sua maioria
tecnologias ndo-térmicas (que ndo consomem energia e ainda evitam a degradacdo de
compostos termolabeis). A adocdo destas técnicas emergentes ajuda a fechar o ciclo de uma
economia circular de base bioldgica que tem o potencial de apoiar o alcance de metas
sustentaveis em varias frentes (ZUIN et al., 2020).

Segundo Bendicho et al. (2012), o banho ultrassénico é uma maneira rapida e simples

de extracdo, a qual atende a alguns dos principios da quimica verde quando se diz respeito a



20

diminuicdo na geracdo de residuos e na prevencdo de riscos ambientais, devido ao fato da
utilizacdo de reagentes diluidos e/ou utilizados em volumes reduzidos. Esses atributos,
atrelados a um baixo custo, quando também é comparado aos processos utilizando micro-ondas,
faz com que o método de extracdo assistida por ultrassom seja uma alternativa muito viavel no
que diz respeito ao preparo de amostras.

A técnica de extracdo por fluido supercritico apresenta muitos atrativos para o
processamento de produtos de ocorréncia natural de facil oxidacdo, decorrente das varias
caracteristicas distintas, tais como a facilidade de recuperacdo do soluto e reciclagem do
solvente com a simples manipulacdo de temperatura e/ou presséo, a possibilidade de direcionar
a separacéo pela escolha a priori das condigdes termodindmicas de temperatura e/ou a presséo.
Com isso, a sintonia do poder de solvéncia do fluido usado na extracdo para uma determinada
extracdo e/ou separacdo, e o controle da seletividade do processo pela escolha apropriada do
solvente e da combinag&o solvente/cossolvente utilizados. Fluidos inertes ndo toxicos, que néo
sdo inflaméaveis, ndo sdo agressivos ao meio ambiente e com temperaturas criticas baixas, como
diéxido de carbono, apresentam uma possibilidade da realizacdo da extracdo e do
fracionamento sem 0s riscos de deixar residuos indesejaveis e/ou degradar termicamente 0s
produtos obtidos, o que ocorre quando se extrai carotendides pelo método convencional. Por
isso, 0 método de extracdo de fluido supercritico se torna uma alternativa viavel de extracao,
principalmente usando diéxido de carbono como extrator (CONTADO et al., 2010).

O dioxido de carbono (COz) apresenta uma certa vantagem quando comparada aos
métodos tradicionais de extracdo e separacdo, por ser inerte, solvente e ndo inflamavel. Depois
da agua, ele é o elemento de menor custo, podendo ser novamente reutilizado, baixando assim,
custo operacional (SERAFINI, 2001; CASSEL et al, 2008; MAUL et al, 1996).

O CO2¢ uma molécula apolar. Compostos organicos apolares ou levemente polares de
baixo peso molecular, como &cidos fendlicos e flavonoides ndo glicosados geralmente séo
moderadamente sollveis, ao passo que, compostos altamente polares, com maior peso
molecular, como acUcares, polissacarideos, taninos sdo dificilmente sollveis no CO:
supercritico puro (TAYLOR, 1996; MUKHOPADHYAY,2000; BRUNNER, 2005).

3.4.1. Extracédo Assistida por Ultrassom

A extracdo assistida por ultrassom se baseia na propagacao das ondas ultrassénicas e
das forgas de cavitacdo resultantes, onde as bolhas geradas podem se chocar de forma intensa
e gera pressao local causando a ruptura dos tecidos, favorecendo a liberacdo de substancias
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intracelulares no solvente (KNORR et al., 2004; SHALMASHI et al., 2009; GOULA, 2013).
N&o é uma técnica comumente utilizada na extracdo de 6leos vegetais, porém, ja existem relatos
na literatura de sua utilizacdo (THOE et al., 1998). A vantagem deste método € a simplicidade
do equipamento na reducéo da quantidade dos reagentes que séo utilizados, tendo também como
vantagem a possibilidade de utilizar diferentes solventes para extracdo, alem de diminuir o
tempo para realizé-las (THOE et al., 1998; MULET et al., 2002; FREITAS, 2007; CARDOSO
etal., 2014).

3.4.2. Extracdo Assistida por Fluido Supercritico

O método de extracdo com fluido supercritico pode ser definido como a solubilizagdo
de compostos de uma matriz solida ou liquida em um solvente em condicBes supercriticas.
Utilizam-se solventes acima de seus pontos criticos para extrair componentes sollveis de uma
mistura. Ou seja, este método é empregado em condicdes de temperatura e pressdo acima do
ponto critico, assegurando elevado poder de solvatacdo e coeficiente de difuséo, baixa tensdo
superficial e viscosidade. Somam-se a isso 0s beneficios ambientais, porque se utiliza 0 CO2
como solvente, que pode € um processo mais limpo a natureza (PENEDO & COELHO, 1997,
FREITAS et al., 2007; SILVEIRA et al., 2012; TIAN et al., 2012; SANTOS et al., 2013; KNEZ
etal., 2014).

Segundo Da Silva et al. (2016), quando se faz 0 método de extracdo de EFS, aplicado a
produtos naturais, esses terdo como principais bioativos: os compostos antioxidantes (41% dos
estudos), compostos com atividade antibacteriana (10% dos estudos), e compostos antitumorais
(18% dos estudos).

O processo de EFS pode ser dividido em trés estagios. A primeira etapa tem-se 0
periodo de taxa de extracdo constante, ou seja, a superficie externa das particulas é coberta por
um soluto que esta facilmente acessivel, e onde a solubilidade é o mecanismo dominante de
transferéncia de massa. Ja a segunda etapa consiste em um periodo de reducdo da taxa de
extracdo, onde a quantidade de soluto na superficie externa da matriz diminui e 0 mecanismo
de difusdo se inicia operando junto com a solubilidade. Na Gltima etapa se tem uma baixa taxa
de extracdo, onde a camada externa do soluto ja foi removida quase que totalmente, e sua
transferéncia de massa ocorre principalmente por difusdo dentro de particulas sélidas (Da Silva
et al.; 2016).
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3.4.3. Extracéo Assistida por Hidrodestilagdo/Maceracao

Dentre os métodos existentes de extracdo de Oleos essenciais, destilacdo a vapor,
hidrodestilacdo, extracdo por solventes, o mais usual e recomendado pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) é o de hidrodestilacéo, pelo baixo custo e praticidade. Para realizacdo deste
método sdo utilizados aparelhos Clevenger acoplados em balGes onde o material vegetal é
inserido juntamente com uma quantidade de agua destilada que, apos a fervura, o vapor
contendo 0s compostos volateis é arrastado até o condensador. A partir dessa etapa o 6leo
essencial e o vapor condensam e se separam por densidade. O teor e a composi¢do quimica do
6leo essencial obtido podem variar conforme o tempo e a espécie estudada (VENSKUTONIS,
2003; JANTAN et al., 2003).

A maceracao explora o fendbmeno de difusdo do solvente através do tecido vegetal.
Nesse procedimento, o material botanico deve ser dividido em pequenos fragmentos e ser
deixado em contato com o solvente por um determinado tempo, que varia de trés horas até trés
semanas, em temperatura ambiente. E necessario revolver em tempo determinado e, ao final,
realizar a filtragem e prensagem. Este processo € nao seletivo, lento, inviavel para extrair todo
o principio ativo, porém preliminar para outros processos de extracdo como: percolacao, infusdo
e decoccdo (FONSECA, 2005, HANDA et al,2008; BRASIL, 2010).

Em suas modalidades, a maceracdo pode ser estatica ou dindmica. No primeiro caso, 0
contato do solvente com os fragmentos da planta é feito por um tempo estabelecido e em
repouso. No caso da maceracdo dinamica, a mistura em extracdo € mantida sob agitacdo por
um tempo determinado (BRASIL, 2010).

Almeida et al, 2014 demonstrou que a OPN tem 28,99 gramas de proteinas/100 gramas
de matéria seca, sdo, portanto, consideradas de alta qualidade, apresentando 85% de

digestibilidade além de conter alto teores de aminoacidos essenciais.

3.5.  ANALISES CROMATOGRAFICAS

Entre os métodos de analise de misturas a cromatografia ocupa um lugar de destaque
gracas a sua versatilidade para efetuar a separacdo, identificacdo e quantificacdo de espécies
quimicas. A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de uma
mistura. Ela e constituida de uma fase mével e outra estacionaria. A fase movel é utilizada para
transportar a amostra sobre a fase estacionaria, de modo que gracas as diferentes propriedades

dos componentes da mistura elas séo separadas (COLLINS et al., 2006).
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Comparando com os demais tipos de cromatografia, a cromatografia a gas possui
excelente poder de separacdo ou resolucdo de constituintes volateis e termicamente estaveis de
uma mistura, possibilitando a analise de dezenas de substancias presentes na amostra. Também
possui um grau elevado de sensibilidade na detec¢do dos componentes, permitindo o estudo de
substancias em concentra¢fes da ordem de nanogramas. Como caracteristica importante da
técnica, ela necessita de pequenas quantidades de amostra para a analise, correspondendo a uma
grande vantagem na utilizacdo deste método analitico (SKOOG, 2006; COLLINS, et al., 2006).

A cromatografia liquida é uma das técnicas mais utilizadas para separacéo, identificacao
e quantificacdo dos compostos fendlicos (NACZK & SHAHIDI, 2004). Com o avancgo
tecnoldgico foi possivel usar suporte (fase estacionaria) com particulas muito pequenas
(didmetro <2,0 um) e que possam suportar elevadas pressdes. Devido a utilizacdo de colunas
com grande capacidade de separacédo (fase estacionéria) aliada a fase movel liquida, a técnica
requer a utilizagdo de equipamentos especificos, resultando em analises com melhor resolucéo,
separagdes mais rapidas, menor consumo de fase mével, menor quantidade de residuos gerados
e menor custo com solvente, sendo um método adequado para separacdo de espécies ibnicas
e/ou macromoléculas (MOLTIVA et al., 2013; DEGANI et al., 1998; PERES, 2002).

3.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante de plantas pode ser feita por diferentes métodos de extracdo
ou de quantificagcdo. Geralmente, utiliza-se processos oxidativos que envolvem a adi¢éo de um
agente iniciador para acelerar o processo, como agitacdo, temperatura, disponibilidade de
oxigeénio, exposicdo a luz, ou metal de transicdo (ANTOLOVICH, et al, 2002).

O DPPH é um radical de nitrogénio organico, disposto na cor violeta estavel, e possui
absorcdo maxima na faixa de 515-520 nm. Quando fica presente a um doador de oxigénio, 0
radical é reduzido e a intensidade de absorcdo diminui. Quanto maior a doagéo de hidrogénio
feito por esses compostos, a coloracdo vai ser modificada de violeta para amarela (DUARTE-
ALMEIDA et al, 2006).

A atividade antioxidante de sequestro do radical DPPH (2,2 difenil-1-picrihidrazil) tem
duas formas de se expressar, utilizar uma curva padrdo com o antioxidante sintético Trolox, ou
atraveés de equacdes para determinacdo da atividade antioxidante, lembrando que o principio
das reacdes € 0 mesmo (BRAND- WILLIAMS et al, 1995).

Ja 0 método FRAP (Ferric Reducing Antixidant Power), costuma ser muito utilizado

também entre as anélises antioxidantes por ser uma analise que envolve a reducgdo do Fe3*?
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Fe?*. A reacdo ocorre na presenca de 2,4,6-tri(2-piridil) -1,3,5-triazina (TPTZ) em condicdes
acidas, ocorrendo a formagdo de um complexo corado. O complexo férrico-tripiridiltrizina
(Felll-TPZ) se reduz a complexo ferroso (Fell-TPZ) na presenca de antioxidante (RUFINO et
al, 2006).

O método ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-6-acido-sulfonico) vai determinar a atividade
antioxidante total pela captura do radical ABTS™. O inicio da reacéo é parecido com o método
DPPH, porém o radical ABTS" se forma no inicio da analise, lembrando que no método DPPH
ele ja é adquirido na sua forma radicalar. O radical DPPH é sollvel em solventes organicos,
diferindo do método ABTS, pois o ABTS" é sollvel tanto em &gua como em solventes

organicos, permitindo analisar as amostras lipofilicas e hidrofilicas (RUFINO et al, 2007).



25

4. ARTIGO 1

ORA PRO NOBIS - CARACTERIZACAO QUIMICA E OBTENCAO DO EXTRATO
BRUTO ANALIZADOS POR DIFERENTES METODOS DE EXTRACAO: UMA
REVISAO

Denise Bertin Carnevallil, Cintia Neves Ramos?, Laura Paulino Mardigan®, Rubia Correa
Carvalho Gomes'?, José Eduardo Gongalves®® ™

Programa de Pés-Graduacio em Tecnologias Limpas, Universidade Cesumar —
UNICESUMAR, Maringa-PR, Brasil.
2Universidade Cesumar — UNICESUMAR, Av. Guedner 1610, 87050-390, Maringa-PR,
Brasil
3Instituto Cesumar de Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo — ICETI, Maringd/PR

*jose.goncalves@unicesumar.edu.br

Resumo

A ora-pro-nobis (Pereskia acuelata Miller) tem tido grande destaque, pois suas folhas e frutos
contém compostos bioativos que podem apresentar propriedades quimicas podendo ser
utilizadas no abrandamento de processos inflamatdrios na medicina tradicional. A planta ainda
é pouco utilizada pela pelas industrias quimicas, alimenticia e farmacéutica. Alguns métodos
de extracgdo sao utilizados para extrair compostos bioatvos do extrato bruto de plantas, tais como
maceracdo, fluido supercritico e extracdao assistida por ultrassom que tém se destacado por
atenderem aos principios da quimica verde. A caracterizacdo quimica dos extratos obtidos
através da analise cromatografica por CG-MS/MS e LC-MS/MS prova-se extremamente eficaz,
pois possibilita a quantificacdo das variadas espécies quimicas presentes no extrato, permitindo
avaliar e comparar os resultados gerados em cada condicdo de extracdo escolhida. O objetivo
deste trabalho foi realizar um estudo de reviséo acerca da planta ora-pro-nobis. Para isto, foi
realizado um estudo exploratdrio, por meio de levantamento tedricos em base de dados Science
direct, Capes, Scielo, Pubmed, onde foi avaliado os métodos de extracdo, a caracterizacao
quimica dos compostos avaliados e os compostos encontrados pelos autores. Conclui-se que
realizar extracdo de plantas por diferentes métodos é um passo importante para as industrias
pois ndo existe nenhum estudo comparativo de diferentes métodos de extragdo da ora-pro-nobis,
identificando qual é o melhor método de extragcdo com 6timo rendimento. A busca de estratégia
de extracOes diferentes, que estejam integradas a processos e produtos que consigam extrair de
forma inteligente, minimizando desperdicios, demonstra um potencial inovador em pesquisas
futuras.

Palavras-Chave: Analise cromatografica; Compostos bioativos; Extragdo; Ora-pro-nobis.
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Abstract

The ora-pro-nobis has its origins in tropical America. It is found in Brazil from the Northeast
to Rio Grande do Sul. The plant belongs to the Cactaceae family, to the genus Pereskia. Its
leaves and fruits contain bioactive compounds that can have expectorant properties and can be
used to mitigate inflammatory processes in traditional medicine. Despite its richness, the plant
is still little used by the general population and the food and pharmaceutical industries. Some
extraction methods are used to obtain bioactive compounds from the raw extract of plants, such
as maceration, supercritical fluid and ultrasound-assisted extraction that have stood out for
meeting the principles of green chemistry. The chemical characterization of the extracts
obtained through chromatographic analysis by CG-MS/MS and LC-MS/MS proves to be
extremely effective, as it allows the quantification of the various chemical species present in
the extract, allowing the evaluation and comparison of the results generated in each chosen
extraction condition. The aim of this work is to carry out a review study on the plant Pereskia
aculeata Miller. For this, an exploratory study was carried out, through a theoretical survey in
the database Science direct, Capes, Scielo, Pubmed. It is concluded that extracting plants by
different methods is an important step in industries, ensuring improvement in the quality of
products, as well as there is no comparative study of different methods of extraction of ora-pro-
nobis, identifying a better method with optimal Yield. The search for different extraction
strategies, which are integrated with processes and products that can extract intelligently,
minimizing waste, demonstrates an innovative potential in future research.

Keywords: Chromatographic analysis; Bioactive compounds; Extraction; Ora-pro-nobis.
Resumen

La ora-pro-ndbis tiene su origen en la América tropical. Se encuentra en Brasil desde el noreste
hasta Rio Grande do Sul. La planta pertenece a la familia Cactaceae, al género Pereskia. Sus
hojas y frutos contienen compuestos bioactivos que pueden tener propiedades expectorantes y
pueden usarse para mitigar procesos inflamatorios en la medicina tradicional. A pesar de su
riqueza, la planta todavia es poco utilizada por la poblacién en general y las industrias
alimentaria y farmacéutica. Se utilizan algunos métodos de extraccion para obtener compuestos
bioactivos a partir del extracto crudo de plantas, como la maceracion, el fluido supercritico y la
extraccion asistida por ultrasonidos que se han destacado por cumplir con los principios de la
qguimica verde. La caracterizacién quimica de los extractos obtenidos mediante analisis
cromatografico por CG-MS / MS y LC-MS / MS resulta sumamente eficaz, ya que permite la
cuantificacion de las distintas especies quimicas presentes en el extracto, permitiendo la
evaluacion y comparacion de los resultados generados en cada condicion de extraccion elegida.
El objetivo de este trabajo es realizar un estudio de revision sobre la planta Pereskia aculeata
Miller. Para ello, se realizo un estudio exploratorio, a través de un relevamiento teorico en la
base de datos Science direct, Capes, Scielo, Pubmed. Se concluye que la extraccion de plantas
por diferentes métodos es un paso importante en las industrias, asegurando la mejora en la
calidad de los productos, asi como no existe un estudio comparativo de diferentes métodos de
extraccion de ora-pro-nobis, identificando un mejor metodo con 6ptimas Producir. La busqueda
de diferentes estrategias de extraccion, que se integren con procesos y productos que puedan
extraer de manera inteligente, minimizando los residuos, demuestra un potencial innovador en
futuras investigaciones.

Palabras clave: Analisis cromatografico; Compuestos bioactivos; Extraccidn; Ora-pro-nobis.
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1. INTRODUCAO

A Pereskia aculeata Miller, conhecida no Brasil como ora-pro-nobis (OPN) e outras
plantas medicinais, tém sido largamente utilizadas na medicinal tradicional (HAO, DA-
CHENG, 2019; BRASIL, 2010; TOFANELLI, M., RESENDE, S., 2011). A composicao
quimica da OPN tem alto teor proteico, vitaminico, rica em sais minerais, sendo ligadas a
manutencdo da saude (MANAF, S, et al., 2016). As Plantas Alimenticias Nao Convencionais
(PANCSs) ainda sdo pouco exploradas no Brasil, apesar da intensa biodiversidade do pais, sendo
a OPN uma dessas plantas (MIRANDA, M., et al, 2009; SANTOQOS, I, etal., 2012; SOUZA, M.,
2009; CONSERVACAO INTERNACIONAL, 2011).

A Pereskia aculeata Miller foi a planta escolhida para o presente estudo, no qual foi
realizado um estudo exploratério com base em levantamentos tedricos em base de dados
Science direct, Capes, Scielo, Pubmed, tendo como descritores os métodos de extracdo, a

caracterizacdo quimica dos compostos avaliados, e 0s compostos encontrados pelos autores.

A Pereskia aculeata Miller tem a classificagdo boténica representada na Figura 2.

Figura 2: Hierarquia taxandmica da espécie Pereskia Aculeata Miller.

FILO FAMILIA GENERO ESPECIE

Angiosperma Cactaceae Juss. Pereskia Mill. Pereskia acuelata Mill.

Fonte: KINNUO, 2006; ZAPPI et al,2020.

A OPN apresenta 20% de nutrientes na sua massa foliar, a depender de seu cultivo. Sdo
encontradas grandes quantidades dos aminodacidos lisina e triptofano (KAZAMA et al, 2012).
E rica em fibras solGveis, importantes para o processo digestivo e intestinal. Possui vitaminas
A, B e C, importantes para o processo imunolégico, olhos e pele; além de minerais tais como
ferro, célcio e fosforo (ROCHA et al., 2008; SILVA JUNIOR et al., 2010).

Estudos mostram compostos quimicos caracterizados a partir do extrato bruto da Pereskia
acuelata Miller. Compostos bioativos como taninos, flavonoides, fenolicos, inibidores de
tripsina foram identificados (ALMEIDA et al, 2014), dentre eles estdo a-caroteno, $-caroteno,
luteina, estigmasterol, a-criptoxantina, B-criptoxantina, Sitosteroll (AGOSTINI-COSTA et al,
2014).

Alguns métodos utilizados para a obtengdo do extrato bruto das plantas e separacdo de

compostos bioativos sdo: fluido supercritico, maceracdo, hidrodestilacdo, técnica assistida por
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ultrassom (SARVIN, B., et al., 2018). Cada método apresenta especificacdes diferentes quanto
ao processo extrativo, contudo todos os métodos possuem caracteristicas que atendem aos
principios da Quimica Verde, devido a utilizacéo de solventes de menor impacto ambiental e/ou
em volumes reduzidos (OLIVEIRA et al., 2016; KNEZ et al., 2014; BRASIL, 2010).

A andlise cromatografica é extremamente importante para a caracterizagdo quimica do
extrato bruto obtido das plantas, pois, realiza a separacdo, identificacdo e possibilita a
quantificacdo das variadas espécies quimicas presente no extrato, permitindo avaliar e comparar
os resultados gerados em cada técnica e condicao de extracao escolhida (NACZK; SHAHIDI,
2004; COLLINS, C., et al., 2006; GARMUS et al., 2015; SONG et al., 2019).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar um estudo de reviséo acerca da planta ora
pro nobis, descrevendo sua composi¢do quimica, os diferentes métodos de extracdo utilizados
para obtencdo do extrato bruto, bem como a caracterizacdo quimica obtida a partir do seu

extrato especificando os principais compostos bioativos e antioxidantes obtidos.

1. METODOLOGIA

Para a realizacdo do estudo de revisao, foi utilizado a metodologia PRISMA (Preferred
Reporting Items for Sistematic Reviews and Meta-Analyses), recomendada por Liberati et al.
(2009). Os textos inseridos no presente estudo seguiram as seguintes normas: texto integral
original escrito em inglés, portugués e/ou espanhol; com acesso gratuito e/ou pago; artigos,
teses ou dissertacBes. Os critérios escolhidos para exclusdo foram: trabalhos de curso de
graduacdo, trabalhos fora de linguagem definida. Foi estabelecido uma busca de trabalhos dos
ultimos dez anos.

As consultas para a montagem da base de dados para o presente artigo foram: Scielo,
Science Direct, Pubmed, Capes, Redaly, e Portal Brasileiro de Teses e Dissertacbes (BDTD).
Foi utilizado os seguintes descritores para a busca de dados: Pereskia acuelata Miller, ora-pro-
nobis, métodos de extragdes, Maceracdo, fluido supercritico, extracdo por ultrassom,
cromatografia liquida, cromatografia gasosa, caracterizacdo quimica, solventes, solventes
biodegradaveis. As bases de dados e respectivos enderegos eletrdnicos estdo dispostos na tabela
1.

Ap0s pesquisa, foi feito a tabulacdo dos artigos em ordem de autor, quais 0s metodos
utilizados em sua pesquisa, como foi realizado a caracteriza¢do quimica dos compostos, e quais

0s principais compostos encontrados em casa trabalho.
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Tabela 1: Fonte de dados utilizados na pesquisa

Base de dados Endereco Eletrdnico
utilizados

Scielo Search.scielo.org

Science Direct Sciencedirect.com

Pubmed ncbi.nlm.nih.gov

Capes Periddicos.capes.gov

Redaly https://www.redalyc.org/

Portal Brasileiro de Teses e Dissertagdes  https://bdtd.ibict.br/vufind/

Fonte: Acervo do autor,2022.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO.

A revisdo tabulou 10 artigos, evidenciando diferentes abordagens quanto a extracao e
caracterizagdo quimica da Pereskia Aculeata Miller na obtengdo de compostos bioativos,
proteinas e carboidratos, como € apresentado na Tabela 2.

O termo PANC foi criado em 2008 pelo bidlogo Valdely Ferreira Kinnup e esta
associado a um potencial de variacdo alimentar com diminui¢do dos impactos ambientais e
enaltecimento de recursos naturais. S&o consideradas PANCs seus frutos, folhas, flores, rizomas
e outras partes das plantas de espécies nativas ou exdéticas que podem ser consumidas pelos
seres humanos em territorio brasileiro, quer sejam encontradas na natureza, quer sejam
domesticadas e cultivadas comercialmente (KINUPP; LORENZI, 2014). Algumas destas
espécies de plantas possuem importancia cultural, ecologica e econdémica (KINUPP; BARROS,
2008).

As Pancs também exercem o papel de alimentos funcionais, pois sdo compostas de
vitaminas essenciais, antioxidantes, minerais, além de fibras, ou seja, todos nutrientes
importantes a boa manutencéo a satde (KELEN et al, 2015). Dentre as PANCs pode-se citar a
Pereskia acuelata Mille (Figura 2) que é composta por folhas, flores, caule e frutos (Kinnup,
2006). As plantas pertencentes a familia Cactaceae geralmente possuem habitat natural
desértico e semidesértico, ao qual lhes conferem adaptacfes peculiares importantes para a
sobrevivéncia, devido a escassez de agua e nutrientes, permitindo que sejam perenes mesmo
aderidas a esses ambientes Xerofiticos (Altesor & Ezcurra, 2003).

Alguns de seus mecanismos de defesa estdo associados aos compostos fitoquimicos
presentes em suas estruturas, como alcal6ides, flavondides, terpenos, e taninos, substancias

associadas a atividades bioldgicas (Harlev et al., 2012).



30

O género Pereskia é considerado o menos avancgado da familia Cactaceae, possui 17
espécies divididas em dois sub-grupos, distribuidos principalmente nas regides entre Brasil e
México (Sharif et al., 2013). Estas plantas contém caules lenhosos, folhas suculentas e flores
distribuidas em cimeiras terminais (Souza, 2005; Kinupp, 2007).

A Pereskia aculeata Miller € considerada uma trepadeira arbustiva, suas folhas (Figura
2-a) apresentam coloracéo verde, formato simétrico, eliptico e de textura coridcea (Rosa &
Souza, 2003). As flores (Figura 2-c) sdo pequenas e brancas, possuem fruto (Figura 2-d) com
sementes imersas em uma massa gelatinosa, de cor que varia entre 0 amarelo e o vermelho
quando maduros e verde quando imaturos (Rosa & Souza, 2003). No caule (Figura 2-b) hd a
presenca de espinhos em forma de agulha, que nos ramos mais velhos crescem aglomerados
(Brasil, 2010).

Figura 3: Ora-pro-n6bis (Pereskia aculeata Miller): (A) — Folhas; (B) — Caule lignificado com
espinhos em forma de agulha; (C) — Flores e (D) — Frutos imaturos.

Fonte: Adaptado de O BOM DAQUI (2014); ORATORIO ALIMENTOS (2014); SANTOS et al. (2012).

A espécie Pereskia acuelata Miller é conhecida por diversos nomes, groselheira-de-
barbados, carne-de-pobre, lobrobd, sendo o mais comum ora-pro-nébis (BRASIL, 2015;
KINNUP & LORENZI, 2014). A planta é facilmente cultivada, pois é rustica, perene e que se
propaga facilmente. O método de plantio é o de utilizacdo de estacas, por conferir maior
eficiéncia, encurtando o ciclo de sua producdo (TOFANELLI e RESENDE, 2011). A forca do

enraizamento, além da qualidade e da quantidade das estacas (sendo estas, matrizes saudaveis
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e vigorosas), varia de acordo com o tipo da espécie, as condi¢des ambientais, 0 modo de
cultivar, além da condicdo interna da prépria planta (MADEIRA, N; et al, 2016).

As folhas, flores, caule e frutos da ora-pro-nobis podem ser utilizados no preparo de
alimentos (KINNUP & LORENZI, 2014) e para fins medicinais, pois confere poder emoliente,
auxilia em tratamentos inflamatorios, de osteosporose, anemia ferropriva, hemorroidas, varizes,
problemas intestinais, afec¢des na pele, além de apresentar fungdo antifingica e antibacteriana
(SOUZA et al, 2016).

A ora-pro-nobis apresenta 20% de nutrientes na sua massa foliar, a depender de seu
cultivo. De modo geral é rica em proteinas, fibras e aminoacidos essenciais como lisina e
triptofano (KAZAMA et al, 2012), destacando a lisina, pois o teor encontrado é superior quando
comparados com outras hortalicas tais como a alface, couve, espinafre (ALMEIDA-FILHO e
CAMBRAIA,1974).

Na Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO), 2011, tem-se que 100
gramas de feijdo preto contém 4,5 gramas de proteina. Enquanto em 100 gramas de folhas
trituradas em peso seco de ora-pro-nobis, encontra-se 18,95 gramas de proteina, revelando
maior valor quando comparado ao feijdo (RODRIGUES et al, 2015). No estudo de Almeida et
al, 2014, os autores encontraram teor de 28,99 g/100g de proteinas totais na farinha das folhas
da ora-pro-nobis. Segundo a OMS (Organizacdo Mundial de Saude), é necessario que 15% da
alimentacdo humana diaria seja proveniente de Proteinas, o0 que equivale a 40 gramas ao dia,
logo. Com aproximadamente 200 gramas da planta, é possivel quase suprir as necessidades
proteicas diarias recomendadas.

Para que o alimento seja considerado rico em fibras importantes para o0 processo
digestivo e intestinal, este deve possuir 6 gramas de fibras / 100 gramas de produto (BRASIL,
2010). De acordo com Takeiti et al 2009, o contetdo de fibras solUveis encontrados nas folhas
secas de ora-pro-nobis foi de 5,2 g/100g, valor aproximado ao indicado.

Considerando os microelementos, alguns estudos apontam as folhas de ora-pro-noébis
como boas fontes de minerais na dieta diaria. Nos estudos de Takeiti et al 2009, e de Almeida
et al 2014, foram encontrados altos niveis de ferro com 14,2 e 20,56 mg/100 g, sendo
classificados como superiores aos niveis de espinafre e outros vegetais folhosos. Os mesmos
estudos também mostram 3420 mg/100gr (TAKEITI et al., 2009) e 1346,67 mg/ 100gr
(ALMEIDA et al., 2014) de calcio em folhas secas da planta, sendo superiores aos valores
encontrados no leite em po integral (570mg/100g), queijos minas frescal (579 mg/100g),
parmesdo 992 mg/100g, segundo a tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos (TACO,
2011).
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Além disso, a massa foliar da ora-pro-nobis possui vitaminas A, B e C, importantes para
0 processo imunoldgico, olhos e pele (ROCHA et al., 2008; SILVA JUNIOR et al., 2010). A
auséncia de toxicidade foliar faz dela um alimento importante e atil (ALMEIDA-FILHO e
CAMBRAIA, 1974), caracterizando uma fonte complementar na dieta de muitos brasileiros
(ALMEIDA e CORREA, 2012; TAKEITI et al., 2009).

Estudos mostram compostos quimicos caracterizados a partir do extrato bruto da
Pereskia acuelata Miller. Compostos bioativos como taninos, flavonoides, fenolicos, inibidores
de tripsina foram identificados (ALMEIDA et al, 2014), dentre eles estio a-caroteno, [-
caroteno, luteina, estigmasterol, a-criptoxantina, B-criptoxantina, Sitosteroll (AGOSTINI-
COSTA et al, 2012).

Compostos bioativos dos alimentos (CBA) sdo definidos como compostos extra
nutricionais presentes geralmente em pequenas quantidades nos alimentos que possuem ampla
variagcdo quanto a estrutura quimica. Os CBA s&o divididos em classes diferentes, sendo 0s
polifendis, os carotendides, e glicosinolatos os trés principais grupos presentes em na dieta
humana do dia a dia (HORST et al., 2016).

De acordo com Sujhata et al (2017), compostos bioativos de modo geral tém as
seguintes caracteristicas: atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria, anticancerigena,
atividade androgénica, dermatitogénica, hipocolesterolémico, coletérico, propriedades
antioxidantes, antitumorais, antiespasmodico, vasodilatador, antidiabético, hepatoprotetor,
hipoglicémico, antihepatotoxico.

Dentre os compostos bioativos pode-se destacar os compostos fendlicos, moléculas que
contém um grupo fenol (grupo hidroxila funcional em anel aromético) e podem apresentar alto
teor antioxidante. Estas moléculas arométicas atuam como agentes de defesa aos estresses
causados aos vegetais e a frutos, conferindo maior adstringéncia, coloracdo e sabor a esses
alimentos (ARNOSO et al.,, 2019). Os fendlicos constituem um grupo com estruturas
amplamente diversificadas, com mais de 8000 moléculas correntemente conhecidas, que podem
variar desde moléculas fendlicas simples, como &cido gélico (Fig. 2A) e acido caféico (Fig.
2B), até compostos altamente polimerizados, como as procianidinas (Fig. 2C) (CHEYNIER,
2012).
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Figura 4: Férmulas estruturais dos compostos fendlicos: A — Acido galico; B — Acido caféico; e C —
Procianidinas.
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Fonte: Adaptado de OLIVEIRA; BASTOS, 2011; BATTESTIN et al., 2004; QUEIROZ et al., 2002.

Alguns métodos utilizados para a obtencéo do extrato bruto das plantas e separacéo de
compostos bioativos conforme pode se observar na figura 4 sao: fluido supercritico, maceracéo,
hidrodestilacdo, técnica assistida por ultrassom (SARVIN, B., et al., 2018). Cada método
apresenta especificacdes diferentes quanto ao processo extrativo, contudo todos os métodos
possuem caracteristicas que atendem aos principios da Quimica Verde, devido a utilizacéo de
solventes de menor impacto ambiental e/ou em volumes reduzidos (OLIVEIRA et al., 2016;
KNEZ et al., 2014; BRASIL, 2010).

A extracdo por hidrodestilagdo € muito usual e recomendado pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) pelo baixo custo e praticidade. Para realizacdo deste método sdo utilizados
aparelhos Clevenger ou Soxhlet acoplados em bal6es onde o material vegetal é inserido
juntamente com uma quantidade de agua destilada que, apds a fervura, o vapor contendo 0s
compostos volateis é arrastado até o condensador, e a partir dessa etapa o0 extrato e o vapor
condensam e se separam por densidade (VENSKUTONIS, P., 2003; JANTAN, 1., et al. 2003).

A extracdo assistida por ultrassom se baseia na propagacdo das ondas ultrassonicas e
das forcas de cavitacdo resultantes, onde as bolhas geradas podem se chocar de forma intensa
e gera pressao local causando a ruptura dos tecidos, favorecendo a liberagdo e penetracédo de
substéncias intra-celulares no solvente, aumentando sua taxa de extragcdo (KNORR, D., et al.,
2004; SHALMASHI, A., etal., 2009; GOULA, A., 2013; SANTOS, et al, 2015). A vantagem
deste método de extracdo é a simplicidade do equipamento, volumes reduzidos de solventes

utilizados e/ou uso de solventes biodegradaveis, e ainda possibilidade de utilizar diferentes
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solventes para o processo, além de baixo custo e tempo de extracdo (FREITAS, S., 2007;
CARDOSO, W., et al., 2014).

O método de extracdo com fluido supercritico pode ser definido como a solubilizacao
de compostos de uma matriz solida ou liquida em um solvente em condicdes supercriticas.
Utilizam-se solventes acima de seus pontos criticos para extrair componentes solUveis de uma
mistura. Ou seja, este método é empregado em condic¢des de temperatura e pressdo acima do
ponto critico, assegurando elevado poder de solvatacdo e coeficiente de difusao, baixa tensdo
superficial e viscosidade. Somam-se a isso 0s beneficios ambientais, porque se utiliza 0 CO2
como solvente, que é um processo mais limpo a natureza (PENEDO e COELHO, 1997,
FREITAS et al., 2007; SILVEIRA et al., 2012; TIAN et al., 2012; SANTOS et al., 2013; KNEZ
et al., 2014). Segundo Da Silva et al. (2016), quando se faz 0 método de extracdo de EFS,
aplicado a produtos naturais, esses terdo como principais bioativos: 0s compostos antioxidantes
(41% dos estudos), compostos com atividade antibacteriana (10% dos estudos), e compostos
antitumorais (18% dos estudos).

A técnica de extracao por Maceracao explora o fendmeno de difuséo do solvente atraves
do tecido vegetal. Nesse procedimento, o material botanico deve ser dividido em pequenos
fragmentos e submetido ao contato com o solvente por tempo determinado que pode variar de
trés horas até trés semanas, na temperatura ambiente. E necessario revolver em tempo
determinado e, ao final, realizar a filtragem e prensagem. O processo é nao seletivo, lento,
inviavel para extrair todo o principio ativo, porém preliminar para outros processos de extracao
como: percolacgdo, infusdo e decoccdo (FONSECA, S., 2005, HANDA, S., 2008; ANS 2010).
Em suas modalidades, a maceracao pode ser estatica ou dindmica. No primeiro caso, 0 contato
do solvente com os fragmentos da planta é feito por um tempo estabelecido e em repouso. No
caso da maceracdo dinamica, a mistura em extracdo é mantida sob agitacdo por um tempo
determinado, podendo aumentar o rendimento da extracdo (ANS 2010). A vantagem desta
técnica, é o baixo custo e facilidade de operacional (FONSECA, S., 2005, HANDA, S., 2008).

A partir da obtencédo do extrato bruto da ora-pro-ndbis utilizando algum método extrativo
descrito, a andlise cromatografica € extremamente importante para a sua caracterizagao
quimica, pois, realiza a separagdo, identificacdo e possibilita a quantificacdo das variadas
especies quimicas presente no extrato, permitindo avaliar e comparar os resultados gerados em
cada técnica e condicdo de extracdo escolhida (NACZK; SHAHIDI, 2004; COLLINS, C., et
al., 2006; GARMUS et al., 2015; SONG et al., 2019). Trata-se de um método fisico e quimico
em que separa 0S componentes de uma mistura, constituindo de uma fase mdével e outra

estacionaria (COLLINS, et al, 2006). Dois métodos de andlise cromatografica podem ser
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utilizados para esta caracterizagdo: CG- MS/MS (Cromatografia Gasosa acoplado ao detector
por Espectrometria de Massas em Serie, e LC- MS/MS (Cromatografia Liquida de alta
eficiéncia acoplada a Espectrometria de massas Sequencial).

Comparada com os demais tipos de cromatografia, a cromatografia a gas possui
excelente poder de separacdo ou resolucdo de constituintes volateis e termicamente estaveis de
uma mistura, possibilitando a anélise de dezenas de substancias presentes na amostra. Também
possui um grau elevado de sensibilidade na deteccdo dos componentes permitindo o estudo de
substancias em concentracGes da ordem de nanogramas. Como caracteristica importante da
técnica, ela necessita de pequenas quantidades de amostra para a analise, correspondendo a uma
grande vantagem na utilizagdo deste método analitico (SKOOG, D., 2006; COLLINS, C., etal.,
2006).

A cromatografia liquida € uma das técnicas mais utilizadas para separacao, identificacdo
e quantificacdo dos compostos fenolicos (NACZK; SHAHIDI, 2004). Com o avango
tecnoldgico foi possivel usar suporte (fase estacionéria) com particulas muito pequenas
(didmetro < 2,0 um) e que possam suportar elevadas pressdes. Devido a utilizacao de colunas
com grande capacidade de separacédo (fase estaciondria) aliada a fase movel liquida, a técnica
requer a utilizagdo de equipamentos especificos, resultando em analises com melhor resolucéo,
separagdes mais rapidas, menor consumo de fase mével, menor quantidade de residuos gerados
e menor custo com solvente, sendo um método adequado para separacdo de espécies idnicas
e/ou macromoléculas (PERES, T., 2002).

Garcia et al. (2019) fizeram a caracterizacdo quimica avancada das folhas organicas de
Pereskia aculeata Miller. Os autores identificaram um total de dez compostos fenolicos no
extrato hidroetandlico das folhas, sendo dois acidos fendlicos (derivados do acido caféico) e
oito flavondides (quercetina, kaempferol e derivados de glicosideo de isorhamnetina). O acido
caféico foi o composto majoritario (correspondeu a mais de 49% do conteudo fendlico do
extrato), seguido pela quercetina-3-O-rutinosideo (14,99%) e isorhamnetina-O-pentosideo-O-
rutinosideo (9,56%). Este extrato ainda apresentou atividades biologicas importantes

(potenciais antioxidantes e antimicrobianos) e teve sua auséncia de toxicidade comprovada.
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Tabela 2: Comparativo entre diferentes métodos de extracdo, caracterizacdo quimica e compostos principais
obtidos a partir da Ora-pro-nébis, por diferentes autores.

AUTOR METODO DE
EXTRACAO

GARCIA et al. Shaker/
(2019) Liofilizagdo
HOSCHER et Aparelho
al. (2019) Clevenger
DIDINI, C. N. Banho Maria
(2019)
FRANCISCOT. Trituracdo
(2018)
DE SOUZA et Maceracgéo/
al. (2017) Soxhlet
SOUZA et al. Maceragéo
(2016)
MARTIN et al. Soxhlet
(2015)
DE SOUZA, T. Liofilizagdo
(2014)
SOUZA et al. Trituracdo
(2014)
AGOSTINI- Maceragéo
COSTA et al.
(2012)

Fonte: Acervo do autor,2022.

CARACTERIZACAO
QUIMICA

Cromatografia Liquida
(CL-EM)

Cromatografia Gasosa
(CG-EM)

Cromatografia Liquida
(CLAE-DAD-EM)

Cromatografia Liquida
(CL-EM)

Cromatografia em Camada
Delgada (CCD)

Cromatografia Gasosa
(CG-EM)

Cromatografia Gasosa
(CG-EM) e Cromatografia
Liquida (HPLC)

Cromatografia Liquida
(CL-EM)

Cromatografia Gasosa
(CG-EM)

Cromatografia Liquida
(HPLC-PAD)

COMPOSTOS PRINCIPAIS

Acido caféico; Quercetina-3-O-
rutinosideo; Isorhamnetina-O-
pentosideo-O-rutinosideo

Fitol, isotorquatona, 2-hexil-(E)-
cinnamaldeido, acido linoleico

Acido cafeico; Quercetina-3-O-
rutinosideo

Aspartato; Treonina; Sering;
Glutamato

Fendis; flavanoides; catequinas;
alcaloides.

Fitol; acido linoleico; Linoleato de
Metila

L-Arabinose; D-Galactose; L-
Ramnose; Acido D-Galacturdnico

Acido Clorogénico; Acido Caféico;
Acido Ferdlico

1-Tetradeceno; 9-Decenilacetato;
(E)-B-lonona; n-Pentadecano

Luteina; a-criptoxantina/
Zeinoxantina; B-criptoxantina; o-
caroteno

Em Hoscher et al. (2019), os autores realizaram a caracterizacdo quimica das folhas de

ora-pro-nobis através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas para

obtencéo de 0Oleo essencial. Através da analise, identificaram vinte substancias, dentre elas as

classes de sesquiterpenos (41,17%), diterpenos (5,88%), fenilpropanoides (23,5%). O estudo

fitoquimico detalhado revelou como substancias majoritarias foram fitol, isotorquatona, 2-

hexil-(E)-cinnamaldeido, acido linoleico. Além disso, os autores compararam diferentes

métodos de secagem das folhas da planta quanto ao rendimento do 0leo essencial obtido.

Contudo, apesar das vastas pesquisas acerca do extrato bruto e 6leo essencial da

Pereskia aculeata Miller, observa-se a auséncia de um trabalho cuja abordagem compare
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diferentes metodos de extracgdo, utilizando diferentes solventes, com caracterizagéo quimica por
cromatografia gasosa e/ou liquida, a fim de otimizar o procedimento para obter compostos
bioativos especificos. Além disso, existe uma caréncia quanto a utilizacdo dos meétodos de
extracdo por ultrassom assistida e fluido supercritico, sendo esses metodos muito eficazes e
importantes para o quesito Quimica Verde, devido a utilizagdo de solventes de menor impacto
ambiental e/ou em volumes reduzidos (OLIVEIRA et al., 2016; SANTOS et al., 2013; KNEZ
et al., 2014; BRASIL, 2010).

3. CONCLUSAO

Foram analisados 127 artigos. Dentro destes, 10 foram destacados para padronir a tabela
analisada, no qual foi feito uma tabela dispondo os autores, os métodos de extracdo utilizados,
a caracterizacdo quimica e os compostos encontrados nos trabalhos. A revisdo dos artigos
analisados neste trabalho destacou que a ora-pro-nébis tem um grande potencial no setor
industrial alimenticio e farmacéutico. E importante entender qual método extrativo de plantas
¢ mais eficaz na extracdo de compostos bioativos, fendlicos e antioxidantes. A melhor
alternativa a ser escolhida € a que concilie processos de extracdo de produtos com baixo
consumo de energia, operacgdes unitarias reduzidas, menor consumo de solventes convencionais
e/ou uso de solventes biodegradaveis, e que promovam maior rendimento, desenvolvendo dessa
forma, uma condicdo extrativa mais limpa e eficiente. A grande preocupacao das indudstrias €
justamente desenvolver tecnologias inovadoras que apresentem essas caracteristicas. Portanto,
buscar estratégias diferentes de extracOes, integradas aos processos de tecnologias limpas,

demonstra um potencial inovador em pesquisas futuras.
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Extracdo de compostos bioativos de Pereskia aculeata Miller pelo do método
de extracdo assistida por ultrassom: compara¢do da composi¢do quimica do
extrato bruto obtido por diferentes solventes
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Resumo

As plantas, em geral, sdo compostas por caules, folhas, flores, raizes, possuindo uma grande
variedade de compostos quimicos em sua composicdo. A Pereskia acuelata Miller,
popularmente conhecida como ora-pro-ndbis, pertence a familia das cactaceas, sendo
encontrada largamente na América Central e no Brasil. As diferentes partes da planta contém
compostos com atividades antioxidante e anti-inflamatéria tais como taninos, polifendis, cidos
fenolicos, terpenos e flavonoides. O aproveitamento de compostos antioxidantes derivados de
plantas e seus residuos nas diversas inddstrias representa um avango na manutencdo do
equilibrio bioldgico e vai de encontro ao conceito de economia circular. A técnica de extracdo
assistida por ultrassom (EAU) é um método emergente de recuperacdo de moléculas bioativas,
0 qual apresenta as vantagens de baixo custo e bom rendimento, além de atender requisitos da
quimica verde. Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo otimizar a EAU na
obtencdo de compostos bioativos a partir de folhas de ora-pro-ndbis, utilizando a escolha de
sete solventes diferentes para a presente analise, pois estes apresentasm diferentes polaridades,
para avaliar qual seria 0 melhor solvente com a quimica mais verde. Através da caracterizacao
quimica dos extratos bruto por analise cromatografica (CG-EM e CL-EM/EM), foi possivel
realizar um estudo fitoquimico onde se observou uma mistura hidrocarbénica apolar rica em
triacontano, esterdides, flavonoides e diterpeno, dentre eles destacamos os acidos (malico,
feralico, palmitico, linoleico, glucdnico), bem como fitol, campesterol, y-sitosterol e acido
silicico. A analise estatistica exploratdria multivariada realizada por meio de analise de
componentes principais (compostos quimicos majoritarios, classe quimica e toxicidade do
solvente), permitiu comparar e eleger o etanol como melhor solvente para o a recuperacéo de
compostos via EAU. Tomados em conjunto, os resultados obtidos indicam que P. acuelata
possui grande quantidade de compostos bioativos em sua estrutura celular, e que a EUA € uma
técnica eficiente para a extracdo destas moléculas.

PALAVRAS-CHAVE: Analise cromatografia; Extracdo ultrassonica; Ora-pro-nobis;
Otimizagdo; Quimica Verde.
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Summary

Plants, in general, are composed of stems, leaves, flowers, roots, having a wide variety of
compounds chemicals in its composition. Pereskia acuelata Miller, popularly known as ora-
pré-nobis, belongs to the family of Cactaceae, being found largely in the Central America and
Brazil. The different parts of the plant contain compounds with antioxidant and anti-
inflammatory agents such as tannins, polyphenols, phenolic acids, terpenes and flavonoids. The
use of compounds plant-derived antioxidants and their residues in the various industries
represent an advance in maintaining the balance biological system and goes against the concept
of circular economy. The ultrasound-assisted extraction (UAE) technique is an emerging
method of recovery of bioactive molecules, the which has the advantages of low cost and good
performance, in addition to meeting green chemistry requirements. In this context, the present
work aimed to optimize the UAE in the obtaining bioactive compounds from leaves of ora-pro-
nobis, using seven different solvents for this fume. Through the chemical characterization of
the crude extracts by chromatographic analysis (GC-MS and LC-MS/MS), it was possible to
carry out a phytochemical study where a mixture was observed, a polar hydrocarbon rich in
triacontane, steroids, flavonoids and diterpene, among them we highlight the acids (malic,
ferulic, palmitic, linoleic, gluconic), as well as phytol, campesterol, y-sitosterol and silicic acid.
The analysis multivariate exploratory statistics performed by means of principal component
analysis (chemical compounds majorities, chemical class and solvent toxicity), allowed to
compare and elect ethanol as the best solvent for the recovery of compounds via EAU. Taken
together, the results obtained indicate that P. aculeata has large number of bioactive compounds
in its structure cell phone, and that EUA is an efficient technique for extracting these molecules.

KEY WORDS: Analysis chromatography; ultrasonic; Ora-pro-nobis; Optimization; Green
Chemistry, Extraction.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido largamente utilizadas na medicinal tradicional [1].
Devido a sua composi¢do quimica apresentando alto teor proteico, vitaminico e de sais
minerais, algumas destas plantas também tém sido relacionadas & manutencdo da saude [2].
Dentre elas encontram-se as Plantas alimenticias ndo convencionais, denominadas PANCs, que
ndo sdo produzidas em escala comercial e ainda sdo pouco exploradas no Brasil, apesar da
intensa biodiversidade do pais [3-7]. Entretanto, apresentam grande potencial como fonte de
renda alternativa, principalmente na agricultura familiar [3].

Dentro das PANCs encontra-se a Pereskia aculeata Miller, no Brasil popularmente
conhecida como ora-pro-nobis. Trata-se de uma trepadeira arbustiva de facil cultivo pertencente
a familia Cactaceae [6, 8]. As folhas da ora-pro-ndbis possuem aminodcidos essenciais,
vitaminas e sais minerais, sendo, portanto, uma fonte complementar na dieta de muitos
brasileiros [9, 10].

Pesquisadores tém comprovado a presenca de compostos bioativos importantes em
vegetais com folhas verdes, tais como: acido ascérbico, &cido folico, polifendis, acidos
fendlicos, flavandides, compostos arométicos [11, 12]. Com isso, a comunidade cientifica
aumentou seu interesse em obter compostos fendlicos a partir de espécies de plantas medicinais,
por observar seu papel vital em reduzir processos oxidativos, devido a presenca destas
moléculas em suas estruturas celulares, as quais podem apresentar atividades antioxidantes,
antitumorais e antimutagénicas [13, 14].

Alguns métodos de extracdo sdo descritos na literatura para a separacdo de compostos
bioativos como alcaloides, acidos fendlicos, triterpenoides, glicosideos e esteroidais. Dentre
estas abordagens, destacam-se as extracGes por refluxo [15], fluido supercritico [16-18],
maceracgdo [19, 20], Soxhlet [21, 22], técnica assistida por micro-ondas [23], e técnica assistida
por ultrassom [24, 25].

A extracdo assistida por ultrassom (EAU) é um método emergente que pode ser
considerado um avanco tecnoldgico na extracdo de compostos. O método EAU baseia-se na
propagacao de ondas ultrassonicas e das forcas de cavitacdo acustica geradas fisicamente por
pulsos de microssegundos para a separacdo e extracao de compostos alvo [26, 27]. Esses pulsos
de alta energia resultam na rapida formagdo de bolhas de cavitacdo e seu colapso explosivo
subsequente, o que gera alta pressdo e temperatura localizadas, induzindo a ruptura do tecido
da planta (intra e extra celulares), aumentando assim o transporte de massa e simplificando a

acessibilidade do solvente ao contetdo celular, bem como a dissolugdo dos compostos [28, 29].
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Seu efeito mecanico acelera o processo [30, 31], possibilitando maior recuperagéo de
compostos de interesse. Além disso, a EUA utiliza menor quantidades de solventes, diminui os
custos, melhora o rendimento, e apresenta menor geracao de residuos [32, 35], atendendo aos
requisitos da Quimica Verde [36, 37].

Na EAU vérios solventes podem ser testados, considerando a seletividade, polaridade,
viscosidade, densidade, miscibilidade, recuperagdo, pressdo de vapor, estabilidade quimica e
térmica dos solventes [38]. O tipo de solvente empregado pode exercer influéncia direta no
processo de extracdo, alterando a qualidade do extrato, seu volume, aumento da quantidade de
compostos, principalmente os bioativos, e um melhor rendimento [14].

Apesar de diversos autores ja terem reportado a utilizacdo da EUA para a recuperacdo
de moléculas biotivas a partir de PANCs, apenas alguns grupos empregaram a analise
exploratéria multivariada [39] realizada por meio de analise de componentes principais
(compostos quimicos majoritéarios, classe quimica e toxicidade do solvente) em seus
experimentos. Esta abordagem permite analisar o processo de EAU e obter a méaxima eficiéncia,
0 que permite uma maior uma compreensdo da influéncia dos varios parametros do
procedimento no processo de extracdo. Uma vez que os parametros de procedimento e suas
relacOes estejam identificados, é possivel obter um 6timo desempenho de extragcdo. Na pratica,
obter um modelo confidvel e preciso para o procedimento permite a otimizacdo dos parametros
do processo em uma rota melhor do que a usual e, consequentemente, a diminuicdo de custos.

Considerando todo o exposto, o presente trabalho teve por objetivo otimizar o método
de extracdo assistida por ultrassom para extrair compostos bioativos da ora pro nobis. Com este
proposito, foi realizada uma anélise estatistica exploratéria multivariada por meio de
verificacdo de componentes principais (compostos quimicos majoritarios, classe quimica e
toxicidade do solvente), sendo aplicada para comparar e eleger o melhor solvente que possa
recuperar compostos via EAU. Além disso, uma extensa caracteriza¢do quimica dos extratos

brutos obtidos foi realizada.

2. EXPERIMENTAL

2.1. MATERIAL VEGETAL
As folhas de P. acuelata foram colhidas na fazenda Unicesumar com latitude -
23.341898, longitude: -51.875253, as oito horas da manha. Imediatamente apos a colheita,

foram transferidas para o Laboratério Interdisciplinar de Anélise Biologicas e Quimica
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(LIABQ) da Universidade Cesumar — UNICESUMAR, campus Maringa. Entdo foram secas
em estufa de circulagdo a 40 °C, e posteriormente moidas em moinho de faca tipo Willey SL-
31. Uma amostra vegetal foi autenticada e depositada no Herbario da Universidade Estadual de
Maringa (HUEM) sob o nimero 36745.

2.2. EXTRA(;AO ASSISTIDA POR ULTRASSOM (EUA)

Para o processo de extracdo, 1 g do material vegetal na forma de p6 seco foi
homogenizado em 20 mL dos seguintes solventes: diclorometano, etanol, metanol, acetato de
etila, acetonitrila, hexano e cloroférmio, por serem compostos de diferentes polaridades. O
conjunto foi inserido em um banho ultrassénico com poténcia de 550 W e 40 kHz, pelo tempo
de 40 minutos na temperatura de 40 °C. Apds o tempo de extracdo, a amostra foi centrifugada
a 5000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante (extrato) foi coletado e armazenado sob

refrigeracdo a 4°C para posteriores analises. Todas as extracdes foram realizadas em triplicata.

2.3.  ANALISE CROMATOGRAFICA A GAS ACOPLADA A ESPECTROMETRIA
DE MASSAS (GC-EM)

Os extratos foram realizados em um cromatografo a gés - CG (Agilent 7890B), acoplado
ao espectrometro de massas - EM (Agilent 5977A MSD), operando com uma fonte de elétrons
com energia de ionizacgdo de 70 eV, utilizando uma coluna capilar HP-5MS 1U (30 m x 0,25
mm x 0,250 mm) recheada com fase estacionaria composta de 5% de fenil e 95% dimetil
polisiloxano. O volume injetado foi de 2 pL, nas condi¢cdes de programacdo do forno:
temperatura inicial de 50 °C sendo mantida por 3 min seguido de aquecimento de 3 °C/min até
temperatura final de 300 °C, permanecendo por 10 min. A injecdo das amostras foi realizada
no modo split na razdo 1:20 com fluxo constante de 1,0 mL min! de Hélio como gas de arraste
com a temperatura do injetor mantidas a 250 °C e a linha de transferéncia em 280 °C. No
detector de massas a temperatura da cdmara de ionizacdo serd de 230 °C a temperatura do
quadrupolo de 150 °C. Foi utilizado o sistema de detecgdo EM no modo “scan” operando na
faixa de razéo massa/carga (m/z) de 40 - 600, com solvent delay de 3 min.

A identificagdo dos compostos foi realizada através da comparagdo dos espectros de
massas com a biblioteca NIST versdo 11.0 e também pela comparacdo de seus respectivos
indices de retencdo calculados a partir da série homologa de padrdes n-alcanos (C7-C28) [40].
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2.4. ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE IONIZA(;AO POR ELETROSPRAY (CL-
EM/EM)

Uma aliquota de 100 pL do extrato foi diluida em 900 pL de fase carreadora composta
por metanol 0,1% NH4OH. Os experimentos foram realizados em um espectrometro de massas
triplo quadrupolo Premier XE (Waters, Milford, MA, EUA) equipado com ionizacdo por
eletrospray (ESI) operando em modo negativo. Os dados de ESI (-) - MS e ESI (-) -MS/MS
foram obtidos utilizando os parametros: temperatura da fonte de 110°C, temperatura de
dissolucdo de 200°C, capilar de 2 kV, cone de 20 V com quadrupolo ajustado para resolucao
da unidade. As moléculas desprotonadas foram fragmentadas com energia de colisdo na faixa
de 5 a 35 eV e pressdo de argonio de 1 x 1073 Torr. Os espectros obtidos foram processados

usando o software MassLynxTM.

2.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram submetidos a analise exploratoria multivariada, por meio da
analise de componentes principais (ACP), a qual permitiu a avaliar em conjunto dos compostos
quimicos majoritarios e da classe quimica de todos os compostos presentes nos extratos de ora-
pro-nobis. O resultado da analise foi apresentado em forma gréafica (BIPLOT), o que auxilia na
caracterizacdo dos grupos das variaveis analisadas.

Para cada amostra de extrato foram identificados os compostos quimicos e suas
respectivas classes quimicas bem como area relativa (%). Esses dados foram transformados em
variaveis latentes ortogonais denominadas componentes principais, representando combinacdes
lineares de variaveis originais criadas com os autovalores da matriz de covariancia de dados.

O critério de Kaiser foi utilizado para eleger os componentes principais. A analise foi
realizada de duas maneiras: a primeira contemplou apenas dados referentes 0os compostos
majoritarios, utilizando como critério de inclusdo e exclusdo apenas 0s que possuirem area
superior a 10%; e a segunda, na qual os dados foram analisados agrupando as classes quimicas
as quais pertencem estes compostos. Ambas as analises foram realizadas no programa
Estatistico 7 (STATSOFT, 2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. COMPORTAMENTO DO METODO DE EXTRACAO E SOLVENTES DE
ESCOLHA
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O método de extragdo assistida por ultrassom extrativo foi escolhido por permitir a
utilizacdo de volumes reduzidos de solventes e/ou uso de solventes biodegradaveis, facil
controle na geracao de residuos, e ainda possibilita a aplicacao de diferentes solventes, além do
baixo custo e tempo de extracdo [36, 37]. Para a otimizacdo do processo de extracdo de ora-
pré-nébis, foram avaliados solventes com polaridades diferentes, que possibilita extrair e
comparar a taxa de extragdo obtida [18, 25, 41, 42].

A Tabela 3 apresenta a relacdo dos solventes utilizados no processo de EAU das folhas
de P. acuelata, volume de solvente e massa seca da amostra. As condi¢6es aplicadas no método
foram as mesmas para todos os solventes (550 W, 40 kHz, tempo de extracdo de 40 minutos e
temperatura de 40 °C).

Tabela 3: CondigOes aplicadas na EAU das folhas de P. acuelata.
Rendimento Residuo solido seco

Solvente Massa da V°'“.”.‘e de solvente da extracao gerado no processo
amostra (g) utilizado (mL) o
______________________________________________ () ()
Acetonitrila 1,0 20,0 4,46 0,9554
Acetato de etila 1,0 20,0 5,09 0,9491
Cloroférmio 1,0 20,0 5,90 0,9410
Diclorometano 1,0 20,0 5,77 0,9423
Etanol 1,0 20,0 7,34 0,9266
Hexano 1,0 20,0 6,51 0,9349
Metanol 1,0 20,0 6,68 0,9332

Fonte: Acervo do autor, 2022.

Os solventes utilizados no processo de extragdo possuem caracteristicas fisico-quimicas
muito diferentes que, aliados ao método extrativo, poderiam produzir extratos com diferentes
propriedades quimicas e também melhor eficiéncia no processo de extracdo (rendimento). O
solvente etanol apresenta o maior rendimento efetivo no processo (7,34%), enquanto o solvente
acetonitrila, o menor rendimento (4,46 %). Através destes dados observa-se uma variacéo de 9
a 39,2% de diferenca no rendimento da extracdo, mostrando que a escolha do solvente impacta
diretamente no rendimento do processo (Tabela 3).

Outro ponto importante na analise da Tabela 3 e Figura 1 é a producdo de residuos
gerado no processo, que mais uma vez mostra o solvente etanol como sendo o solvente que
produz a menor quantidade de residuo, de 0,7 a 3 % menos residuo que os demais solventes. E
importante destacar que o etanol, dentre os solventes testados, apresenta 0 menor risco quimico
de contaminagdo e 0 menor grau de toxicidade, o que é especialmente importante para a

producdo de extratos destinados a aplicagdes no setor alimenticio e farmacéutico.
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Figura 5: Andlise de componentes principais biplot da relacdo do solvente utilizado na obtenc¢éo do extrato bruto

das folhas P. acuelata, com rendimento e producdo de residuo.
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Fonte: Acervo do autor,2022.
A Figura 5 mostra que o plano de andlise foi dividido em 2 eixos PCAL, influenciado
pela dualidade entre rendimento e residuo (opostos simétricos) e o eixo PCA2 influenciado pelo
numero de compostos gerados. Sendo assim, os solventes ilustrados a esquerda do eixo PCA1
possuem correlacdo positiva e maiores valores de rendimento. Os solventes posicionados acima

do eixo PCAZ2 representam os solventes que geraram maiores quantidades de compostos.
Desta forma, existe uma relacéo direta do nimero de compostos extraidos com o tipo

de solvente utilizado no processo de extracdo e seu rendimento e uma caracteristica
inversamente proporcional quando correlacionando o rendimento com a geragao de residuo. Os

solventes posicionados no segundo quadrante do plano, como o etanol, possuem melhor

rendimento e geram mais derivados.
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3.2. ANALISES CROMATOGRAFICAS

A Figura 5 mostra os cromatogramas de diferentes extratos brutos das folhas de P.
acuelata extraidas via EAU. Na andlise, foi possivel relacional um perfil cromatogréafico
comparativo entre os compostos quimicos extraidos por sete solventes diferentes (Tabela 3).
Dentre estes, destacam-se 0 acetato de etila, diclorometano, metanol e etanol, com 0s maiores

numeros de picos cromatograficos e os maiores nimeros de compostos quimicos identificados.

Figura 6: Cromatogramas dos extratos brutos das folhas de P. aculeata obtidos por extracdo assistida por
ultrassom. (A) Acetato de Etila; (B) Diclorometano; (C) Metanol; (D) Etanol.

Fonte: Acervo do autor, 2022.

Apesar das diferencas fisico-quimicas apresentadas pelos solventes extratores, o perfil
cromatografico revelou semelhancas das substancias bioativas extraidas. Este comportamento
pode ser atribuido ao método de extracao assistida por ultrassom, que durante o processo facilita
a permeacéo do solvente nas cavidades intra e extracelulares da planta [25, 42, 45].

Através da caracterizacdo quimica dos extratos brutos das folhas de ora-pro-nobis
realizadas por analises cromatogréaficas (Tabela 4), foi possivel realizar um estudo fitoquimico
onde se observou uma mistura rica em compostos quimicos, tais como: triacontano, esterdides,
flavonoides e diterpeno. Dentre os compostos bioativos obtidos estdo Vitamina E, y-Sitosterol,
Campesterol, Fitol, Acido oleico, ester eicosil, Octadecano, 3 etil - 5 - (2 - etilbutil), Esqualeno.

De acordo com Sujhata [48], compostos bioativos de modo geral tém as seguintes
caracteristicas: atividade antimicrobiana, anti-inflamatdria, anticancerigena, atividade
androgénica, dermatitogénica, hipocolesterolémico, coletérico, propriedades antioxidantes,
antitumorais, antiespasmaodico, vasodilatador, antidiabético, hepatoprotetor, hipoglicémico,

antihepatotoxico. Sendo entdo, de alto interesse farmacoldgico e para a industria alimenticia.
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Contudo, apesar dos quatro solventes em destaque, é importante ressaltar o etanol, onde
a extracdo foi mais efetiva para os compostos citados. Este fato atente aos propositos da quimica
verde, pois o etanol € um solvente com menor risco quimico e menor grau toxicidade para a
salde e meio ambiente, quando comparado aos demais solventes utilizados para 0 método de
EAU [43, 44].

De acordo com a analise realizada em CL-EM/EM (Tabela 4), também foi possivel
identificar atraves do estudo uma mistura de &cidos fendlicos, os quais, por sua constitui¢ao
quimica, possuem propriedades antioxidantes [47, 49, 50]. Dentre os compostos fenolicos
obtidos pode-se citar os &cidos malico, feralico, palmitico, linoleico, oleico e glucénico, que
podem ser classificados como &cidos graxos essenciais e acidos fendlicos [51, 52].

Estudos relatam o uso desses compostos no tratamento de feridas, diabetes, e também
como agentes antihepatotoxicos [48, 52], devido as suas propriedades antioxidantes e
antinflamatdrias, caracteristicas relacionadas ao potencial de combater radicais livres, que sdo
causadores do estresse oxidativo dos tecidos e biomoléculas do organismo humano, estando,
portanto, associadas a boa manutencao a saude [53, 54].

Tanto na analise por cromatografia a gas quanto na cromatografia liquida, o solvente
etanol permitiu a recuperacdo de maiores niveis de compostos majoritarios comparados aos

demais solventes, destacando-se entre os solventes testados [43, 44].



Tabela 4: Identificacdo dos compostos volateis encontrados no extrato de P. aculeata obtidos com diferentes solventes.
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Solventes Extratores L. Método de
n Compostos etk Eei il et === Classe quimica . -
| Acetft | Diclor | EtOH | MetoM | L identificagdo_
1 Hydrazinecarboxamide + - - - Carbazida (amida) a,c
2 1-Butanol,3-methyl-, fomate - - + - Ester a,c
3 Pterin-6-Carboxylic Acid + + + + Acido a,b,c
4 Alloaromadendrene - - - Hidrocarboneto a,c
(sesquiterpeno)
5 2-Trifluoroacetoxydodecane - - + + Acido a,
6 3-Trifluoroacetoxypentadecane + - - - Acido a,
7 1H-Pyrrole,2,5-dihydro-1-nitroso + - - - Alcool a,
8 Ergosta-5,22-Dien-3-ol, acetate, (35,22E) + + + + Hidrocarboneto a,
(sesquiterpeno)
9 Tricyclo [6.3.3.0] Tetradec-4-ene,10,13dioxo + - - - Cetona a,
10 2-Trifluoacetoxypentadecane - + - - Acido a,cC
11 I-Gala-l-ido-octose + + + + Acido a,b,c
12 Z,Z,7-4,6,9-Nonadecatrieme + - - - Hidrocarboneto a, c
(monoterpeno)
13 E, E-1,9,17-Docasatriene + - - - Fenol a, c
14 Hexadecanoic acid, ethyl ester - + + - Ester a,b,c
15 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol + + + - Alcool a, C
16 2-Pentadecanone, 6, 10, 14 - trimethyl + - - - Cetona a, c
17 1,2-Benzenedicarboxylic acid, butyl octyl ester + - Sesquiterpeno a,b,c
oxigenado
18 Tetraacetyl-d-Xylanic nitrile - + - Monoterpeno a,c
oxigenado
19 Desulphosinigrin - - - Alcool a,b,c
20 3-O-Methyl-d-glucose - - + - Carboidrato a, c
21 2-Methyl-E, E-3, 13-octadecadien-1-ol + - - - Alcool a,c
22 Eicosenoic acid, methyl ester - + - - Acido a,c
23 Cyclopropanetetradecanoic acid, 2-octyl, methyl ester - - - Alcool a,b,c
24 Limonene + - + - Hidrocarboneto a,b,c
(monoterpeno)
25 8- Hexadecenal, 14-methyl-, (2) - - - * a,
26 Z, Z-2,5-Pentadecadien-1-ol - - - Acido a,
27 Oxiane, heptadecyl - - - Hidrocarboneto a,
alifatico
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28 Octadecanal, 2-bromo + - - Aldeido a,
29 Acetamide, N-methyl-N-[4-(3-hydroxypyrrolidinyl) -2-butynyl] + - - Alcool )
30 12, 15-Octadecadiynoic acid, methyl ester + - Acido ,
31 2-Hydroxy-1, 1, 10-trimethyl-6,9-epidioxydecalin + - - Acido )
32 Phytol + + + Diterpeno oxigenado a,b,c
33 2-Myristynoyl pantetheine + - + * a,c
34 Ethyl iso-allocholate + + + Ester a, c
35 Cyclopropanetetradecanoic acid, 2-octyl-, methyl ester - - + Alcool a,cC
36 Cyclohexasiloxane, dodecamethyl - + * a, C
37 Heptadecanoic acid, 16-methyl ester - - + * a,c
38 9,12,15-Octadecatrienoic acid,2,3-dihydroxypropyl ester - - + Acido a, c
39 9,12,15-Docasatetraenoic acid, methyl ester - - + Acido a, c
40 2-[4-methyl-6-(2,6,6trimethylcyclohex-1-enyl) hexa-1,3,5-trienyl] cyclohex-1-en-1-carbaldehyde - - + Sesquiterpeno a, c
oxigenado
41 9, 10-Secocholesta-5, 7, 10(19) -3,24,25-triol, (3B,5Z,7E) + - - Fenol ,
42 Spirost-8-en-11-one, 3-hydroxy-, (33,5a,14,20B,22B,25R) + - + Fenol ,
43 2,2,4-Trimethyl-3-(3,8,12,16-tetramethyl-heptadeca-3,7,11,15-tetraenyl) cyclohexanol - - Sesquiterpeno ,
oxigenado
44 Octatriacontyl pentafluoropropionate - - + Hidrocarboneto a,c
alifatico
45 Cumarina, 2H-1-Benzopirano-2-Ona - - Cumarina )
46 1-Monolinoleoylglycerol trimethyl ether + + + Acido ,
47 Heptacosane + + - Hidrocarboneto ,
alifatico
48 Hexatriacontane + + - Hidrocarboneto a, c
alifatico
49 Squalene - + - Acido a,b,c
50 Vitamin E + + + Vitamina a,b,c
51 17-Pentatriacontene + + + Hidrocarboneto a, c
alifatico
52 Cholestane,5,6-epoxy, (5a,6 a) - - + Alcool a,b,c
53 y-Sitosterol + + + Fenol a,b,c
54 y-Tocopherol - + + Fenol a,b,c
55 Stigmasterol - + + Fenol a,b,c
56 Campesterol - + + Fenol a,b,c
57 6a,14a, methanopicene, perhydro-1,2,4a,6b,9,9,12a-hepta-methyl-10-hydroxy - - + Sesquiterpeno a, C

oxigenado
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58 Octadecane,3-ethyl-5-(2-ethylbutyl) - + - + Hidrocarboneto a,c
alifatico
59 Tetratetracontane + Hidrocarboneto a, c
alifatico
60 Acido malico + + + + Acido b
61 Isdbmero do acido ferulico + + + + Acido b
62 Acido Ferulico + + + + Acido b
63 Acido Glucdnico /4cido galactonico + + + + Acido b
64 Acido Palmitico + + + + Acido b
65 Acido Linoleico + + + + Acido b
66 Acido oleico - + + - Acido b
67 Hydroxy octadecatrienoic acid - + - + Acido b
68 Sinapina - Sinapoyl choline (sinapine) + + + + Ester a,b,c
69 Dihydroxy-oxo-12- octadecenoic + + + - Acido a,b,c
70 myricetin-3-0-B-Dgalactopyranoside / miricetina + - + Fenol a,b,c
71 1-Dodecanol,3,7,11-trimethyl - + - Alcool a,b,c
72 17-Octadecynoic acid - + - Acido a,b,c
73 d-Mannose - - + - Carboidrato a,b,c
74 9,12,15-Octadecatrinoic acid, ethyl ester - - + - Acido a,b,c
75 9,12-Octadecadienoic acid, methyl ester, (E-E) - - + - Ester a,b,c
identificad Total % relativa
Compostos identificados 23 30 | 18 I 18

*Acet Et = Acetato de Etila; Diclor = Diclorometano; EtOH = Etanol; MetOH = Metanol; + = presenca; - = auséncia; a = Compostos listados na andlise por GC-EM utilizando a coluna HP5-MS Ul;
b = Compostos listados na analise por LC-EM/EM; ¢ = Identificado pelo indice de Retengdo calculado a partir da série homologa de n-alcanos C7-C40 (ADAMS, 2017).
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3.3. ANALISE ESTATISTICA

A Tabela 5 apresenta a analise descritiva das amostras. Observa-se 0 metanol e o acetato
de etila séo os tipos de solventes que identificam, em média, a maior quantidade de compostos,
mas também sdo os dois solventes com o maior desvio padrdo. Inversamente, os solventes
cloroférmio, hexano e acetonitrila, sdo aqueles que identificam menos compostos e possuem
menor desvio padrdo. Observa-se também que o teste p (Shapiro-Wilk) mostra que nenhuma
das amostras seguem uma distribuicdo normal (i.e., p > 0.05) e, portanto, as analises estatisticas

das amostras devem obedecer aos testes ndo-parameétrico.

Tabela 5: Estatistica descritiva dos extratos de P. aculeata.

Shapiro-Wilk
N Pontos Média Mediana SD W p
Diclorometano 8 1 5,25 3,00 8,38 0,668 <0,001
Etanol 8 1 3,13 1,00 5,44 0,649 <0,001
Metanol 8 1 12,38 3,00 23,65 0,601 <0,001
Hexano 8 1 1,38 0,00 3,50 0,472 < 0,001
Cloroférmio 8 1 1,25 0,00 3,54 0,418 < (0,001
Acetonitrila 8 1 1,38 0,00 3,16 0,529 <0,001
Acetato de etila 8 1 12,38 4,00 17,51 0,751 0,008
Fonte: Acervo do autor, 2022.
Tabela 6: Estatistica ocorréncia de correlacdo (Matrix de Correlacao).
Acetato  Diclorom E Clorofé  Acetonit
de etila etano tanol Metanol Hexano rmio rila
Acetato de rho de -
etila Spearman
valor de p -
Diclorometano rho de 0,855** -
Spearman
valor de p 0,003 -
Etanol rho de 0,944***  (0,916*** -
Spearman
valordep <0,001 <0,001 -
Metanol rho de 0,898** 0,874**  0,929*** -
Spearman
valor de p 0,001 0,002 <0,001 -
Hexano rho de 0,845** 0,754* 0,879** 0,860** -
Spearman
valor de p 0,004 0,019 0,002 0,003 -
Cloroférmio rho de 0,728* 0,740* 0,757* 0,740* 0,861** -
Spearman
valor de p 0,026 0,023 0,018 0,023 0,003 -
Acetonitrila rho de 0,845** 0,754* 0,879** 0,860**  1,000*** 0,861** -
Spearman
valor de p 0,004 0,019 0,002 0,003 <0,001 0,003 -

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
Fonte: Acervo do Autor, 2022.

Para determinar os solventes mais propicios a serem utilizados para a identificacdo de
compostos, utilizou-se a correlagdo Spearman, a qual € efetuada em amostras ndo-paramétricas.

Desse modo, observa-se, na Tabela 4, a ocorréncia de correlagdo ‘moderada’ (p<0.5), ‘forte’
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(p<0.01) e ‘muito forte’ (p<0.001) entre os solventes. Por exemplo, a acetonitrila e o hexano
possuem uma correlagdo ‘muito forte’ uma vez que o p <0.001 e a sua correlagdo ¢ exatamente
1. Com isso, pode-se inferir que, ao se utilizar qualquer um desses dois solventes para a
identificacdo de compostos, o resultado pratico € idéntico. Essa mesma caracteristica €
observada entre 0s solventes acetato de etila e etanol, que apresentam uma correlagdo muito
forte (0.944). Sendo assim, ao se utilizar solventes a base de etanol, metanol, acetato de etila
ou diclorometano, pode-se alcancar resultados muito parecidos na identificacdo de compostos,

conforme mostrado nas Tabelas 5 e 6.

4. CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os resultados aqui reportados para a extragdo assistida por
ultrassom (EAU) indicam que através dos diversos solventes testados, € possivel verificar a
recuperacdo de quantidades significativas de compostos bioativos. Neste sentido, as duas
técnicas cromatograficas aplicadas para a caracterizacdo dos extratos permitiram a obtencéo de
informacdes importantes e até entdo inéditas acerca da composi¢do quimica da ora-pro-ndbis.
N&o menos importante, a EAU e o solvente destacado (o Etanol), no presente trabalho,
demonstraram caracteristicas que resultam em menor producdo de residuos tdxicos, o que
atende ndo somente a demanda das industrias dos setores alimenticios e farmacéutico pela
auséncia de toxicidade nos extratos, e também a demanda universal por processos mais limpos.
Portanto, 0 método e condigdes escolhidas para a extracdo de compostos bioativos das folhas
de P. aculeata demonstraram eficiéncia para o proposito exposto, além de atender aos requisitos

da quimica verde.
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pelo Journal of Essential Oil Research para seu manuscrito, a critério dos editores do Journal
of Essential Oil Research e Taylor & Francis, e seu manuscrito sera rejeitado.

Preparando seu papel

Estrutura

Seu artigo deve ser compilado na seguinte ordem: pégina de titulo; resumo; palavras-
chave; introducdo  do  texto  principal, materiais e  métodos, resultados,
discussdo; agradecimentos; declaracdo  de  interesse; referéncias; apéndices  (conforme
apropriado); tabela(s) com legenda(s) (em paginas individuais); figuras; legendas de figuras
(como uma lista).

Limites de palavras

Por favor, inclua uma contagem de palavras para o seu papel. Ndo ha limites de palavras para
artigos nesta revista.

Diretrizes de estilo


https://www.tandfonline.com/action/journalInformation?show=aimsScope&journalCode=TJEO
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Consulte estas diretrizes rapidas de estilo ao preparar seu artigo, em vez de qualquer artigo
publicado ou uma cépia de amostra.

Qualquer estilo de ortografia é aceitavel, desde que seja consistente dentro do manuscrito.

Por favor, use aspas simples, exceto onde 'uma citagao esta “dentro” de uma citagao'.

Observe que as citagdes longas devem ser recuadas sem aspas.

Diretrizes Gerais

A ortografia e pontuacédo do inglés americano ou britanico podem ser usadas, desde que 0 uso
seja consistente ao longo do artigo.

Por favor, use aspas simples, exceto onde 'uma cita¢ao esta “dentro” de uma citagao'. Observe
que as citacdes longas devem ser recuadas sem aspas.

Os titulos das secdes devem ser concisos e numerados sequencialmente, usando um sistema
decimal para subsecdes.

Notas biograficas sobre os colaboradores ndo sdo necessarias para esta revista.

Para todos os manuscritos, linguagem ndo discriminatoria é obrigatéria. Termos sexistas ou
racistas ndo devem ser usados.

Os autores devem aderir as unidades do SI. As unidades ndo estdo em italico. Algumas unidades
comuns sdo °C, IR, GC, GC/MS, HPLC, TLC, FTIR, 1H-NMR, 13C-NMR, CD, ?max
(solvente), [a]D Temp, nm, cm-1, pL, °C/min, um, kg/ha, mL, L, mg, min, eV, ppm, FID, TC,
EC, etc.

Ao usar uma palavra que é ou afirma ser um termo de propriedade ou marca registrada, 0s
autores devem usar o simbolo ® ou TM

NUmeros-NUmeros abaixo de 100 escritos por extenso (quarenta e quatro), exceto quando forem
porcentagens (52%) ou seguidos de uma unidade de medida (16 milhas, 23 Ibs, dias, etc.) e
também quando estiverem em grupo de numeros maiores quando seria inconsistente mudar
entre uma forma numérica e uma forma soletrada.

Diretrizes Especificas

Introducdo (deve relatar um breve historico; consideragdes gerais e conhecidas como a
definicdo de “Oleo essencial” ndo sdo aceitas; deve indicar o que hd de novo no estudo
submetido).

Resultados e discussdo (deve ser uma interpretacdo clara dos dados, ndo uma mera repeticéo
do que esta relatado na Tabela).

Os autores podem relatar porcentagens de GC simples obtidas usando FID ou TCD como
detector, assumindo fatores de resposta iguais a unidade para todos os componentes. Tal

procedimento néo é possivel se forem empregados detectores MS ou NP, a menos que os dados
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sejam realizados por meio de materiais de referéncia. Os autores séo fortemente encorajados a
fornecer uma quantificacdo verdadeira, pelo menos, dos principais componentes da amostra
analisada (> 10% do o¢leo total é necessario). Se os padrdes ndo estiverem disponiveis
comercialmente, para a medicdo dos fatores de resposta, 0s compostos podem ser agrupados
em classes quimicas (hidrocarbonetos, aldeidos, etc.) e subclasses (monoterpenos,
sesquiterpenos, etc.) ou mais) padrdo puro para cada classe de componentes semelhantes. A
menos que os dados quantitativos sejam uma média de mais de 5 analises, apenas uma casa
decimal é aceitavel. Médias de mais de 5 analises podem ser apresentadas em duas casas
decimais.

Todos os dados experimentais relevantes devem ser fornecidos, detalhados o suficiente para
permitir que o experimento seja repetido por outros pesquisadores. Para cromatografia gasosa,
que inclui pelo menos coluna (capilar ou empacotada) fase estacionaria, dimensdes e programa
de temperatura do forno; temperaturas do injetor e do detector; modo de injecdo e taxa de
divisdo; tipo e velocidade (ou fluxo) do gés de arraste; concentracdo da amostra e volume
injetado. Para espectrometria de massa, temperaturas de operacdo para linha de transferéncia,
fonte de ions e analisador; tipo de ionizacdo (El, Cl, outros) e energia de ionizacdo; gas de
colisdo, se usado; faixa de massa, frequéncia ou aquisi¢do de dados ou velocidade de varredura
usada. O software utilizado para manipulacdo de dados deve ser informado. Caso tenha sido
realizada cromatografia multidimensional, todas as condi¢Oes experimentais particulares
devem ser informadas. Para FTIR, preparacdo de amostras, a faixa de varredura e a resolucéo
devem ser informadas. Para dados de NMR, campo magnético, frequéncia de ressonancia,
temperatura, concentracdo de solvente e amostra, travamento e/ou padrao de referéncia devem
ser incluidos.

Os indices de retencdo (ndo apenas valores experimentais, mas também recuperados da
literatura com a indicacdo da fonte) devem ser relatados.

A inclusdo de um cromatograma agrega valor substancial ao papel, sendo altamente
recomendada a incorporacéo de perfis cromatogréaficos.

Para identificacdo, bibliotecas de espectro de massa apropriadas devem ser usadas, juntamente
com comparacao de Rl e/ou injecdo padrdo, indicando claramente os nomes e fornecedores dos
compostos padrdo. As bibliotecas espectrais usadas devem ser citadas na secdo de referéncia.
Os trabalhos de pesquisa em analise de plantas devem incluir dados obtidos em mais de uma
amostra, a menos que a espécie de planta seja um novo quimiotipo ou possua uma certa

bioatividade.
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Artigos referentes a uma preparacdo de amostra (por exemplo, destilagdo de plantas) e a uma
analise (por exemplo, GC/GC-MS) serdo devolvidos aos autores, a menos que resultados
significativos sejam demonstrados profundamente.

A analise estatistica apropriada (pelo menos a média de trés repeticdes) dos dados apresentados
deve ser incluida.

Os resultados da atividade bioldgica devem ser apoiados pela caracterizacdo quimica do
material vegetal usado no estudo e devem incluir dados de concentracdo inibitéria minima
(CIM). Hales de inibicdo apenas nédo sdo suficientes.

Nomes das Espécies: Todas as plantas experimentais e microrganismos listados devem receber
sua correta classificagdo taxonomica, incluindo a citagdo do autor; por exemplo, Micromeria
teneriffae Benth. Uma vez citada no texto, a seguinte referéncia a espécie pode ser escrita como
M. teneriffae.

Um numero de comprovante para uma amostra depositada em um herbario deve ser fornecido
para espécies ndo cultivadas.

Use a nomenclatura quimica geralmente aceita. Por exemplo, recomenda-se 0 uso de nomes
triviais de terpenos: a-pineno, espatulenol, 3-bourbonene, etc. Para nomes IUPAC, o autor é
solicitado a determinar se existe um nome trivial para o0 composto; se houver, deve ser usado.
Alt Text
Este diario agora inclui Alt Text (texto alternativo), um pequeno texto que pode ser anexado a
sua figura para transmitir aos leitores a natureza ou o contetido da imagem. E normalmente
usado por sistemas como leitores de tela de prondncia para tornar o objeto acessivel a pessoas
que ndo podem ler ou ver o objeto, devido a uma deficiéncia visual ou deficiéncia de impresséo.
O texto alternativo também sera exibido no lugar de uma imagem, se 0 arquivo de imagem nao
puder ser carregado. O Alt Text também pode fornecer melhor contexto/descri¢cGes de imagem
para rastreadores de mecanismos de pesquisa, ajudando-os a indexar uma imagem
corretamente.

Para incluir Alt Text em seu artigo, siga nossas Diretrizes .

Formatacao e modelos

Os trabalhos podem ser submetidos em formato Word. As figuras devem ser salvas
separadamente do texto. Para ajuda-lo na preparagédo de seu artigo, fornecemos modelo(s) de
formatacéo.

Modelos do Word estdo disponiveis para esta revista. Salve o0 modelo em seu disco rigido,

pronto para uso.
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Se vocé ndo conseguir usar o modelo por meio dos links (ou se tiver outras davidas sobre o
modelo), entre em contato conosco aqgui .

As Referéncias devem ser numeradas consecutivamente no texto (uma referéncia por nimero)
e devem ser digitadas ordenadamente em folha separada. Dentro do texto, a referéncia deve
aparecer da seguinte forma: “...conforme descrito por Lincoln et al. (5).” Sugere-se um
méaximo de 30 referéncias, a menos que 0 manuscrito seja um artigo de revisao. Artigos de
revisao recentes podem ser usados como substitutos para todos, exceto 0s artigos originais mais
pertinentes. Todas as referéncias devem ser digitadas por extenso, incluindo todos 0s nomes
dos editores para citagdes de livros, usando o seguinte estilo:

« BM Lawrence, Oleos Essenciais 1988-1991. Publicacio Seduzida. Corp., Carol Stream,
IL (1993).

« RP Adams, ldentificacio de Componentes de Oleos Essenciais por Cromatografia
Gasosa/Espectrometria de Massa, 42 ed. Publicacdo Seduzida. Corp., Carol Stream, IL
(2007).

o BM Lawrence, um estudo das inter-relacdes de monoterpeno no género Mentha com
referéncia especial a origem de Pulegone e Menthofuran. Ph.D. Tese, Rijksuniversiteit,
Groningen (1978).

o BM Lawrence e JK Morton, Cytological and Chemical Variation in Mentha. Paper No.
AG/b-01, Vth International Essential Oil Congress, Séo Paulo, Brasil (1971).

o BM Lawrence, Um exame mais aprofundado da variacdo de Ocimum basilicum L. In:
Flavors and Fragrances: A World Perspective. Edits., BM Lawrence, BD Mookerjee e
BJ Willis, pp. 161-170, Elsevier Sci. Publ. BV, Amsterda (1988).

o DE Lincoln, MJ Murray e BM Lawrence, Composic¢ao quimica e bases genéticas para
0 quimiotipo isopinocamphone de hibridos Mentha citrata. Fitoquimica, 8, 1857-1863
(1986).

o Site da Associacdo Internacional de Fragrancias. http://www.ifraorg.org/ (10 de
fevereiro de 2010)

Referéncias

Por favor, use este guia de referéncia ao preparar seu papel.

Servicos de edi¢do Taylor & Francis

Para ajuda-lo a melhorar seu manuscrito e prepard-lo para submissdo, a Taylor & Francis
oferece uma variedade de servigos de edi¢do. Escolha entre op¢Ges como Edigdo do idioma
inglés, que garantird que seu artigo esteja livre de erros ortograficos e gramaticais, Traducéo e

Preparacdo de arte. Para obter mais informac6es, incluindo pregos, visite este site .


https://authorservices.taylorandfrancis.com/contact/
https://www.tandfonline.com/action/authorSubmission?show=instructions&journalCode=tjeo20
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Lista de verificacdo: o que incluir

1.

Detalhes do autor. Certifique-se de que todos os autores listados atendem aos critérios

de autoria de Taylor & Francis . Todos os autores de um manuscrito devem incluir seu

nome completo e afiliacdo na capa do manuscrito. Quando disponivel, inclua também
ORCiIDs e identificadores de midia social (Facebook, Twitter ou LinkedIn). Um autor
precisara ser identificado como autor correspondente, com seu endereco de e-mail
normalmente exibido no PDF do artigo (dependendo da revista) e no artigo online. As
afiliacbes dos autores sdo as afiliagdes onde a pesquisa foi realizada. Se algum dos
coautores nomeados mudar de afiliaco durante o processo de reviséo por pares, a nova
afiliacdo podera ser fornecida como nota de rodapé. Observe que nenhuma alteragdo na

afiliacdo pode ser feita depois que seu artigo for aceito.Leia mais sobre autoria .

Deve conter um resumo ndo estruturado de 150 palavras. Leia dicas sobre

COMO ESCrever Seu resumo .

Resumo gréfico (opcional). Esta € uma imagem para dar aos leitores uma ideia clara
do contetido do seu artigo. Deve ter uma largura maxima de 525 pixels. Se sua imagem
for menor que 525 pixels, cologue-a em um fundo branco com 525 pixels de largura
para garantir que as dimens@es sejam mantidas. Salve o resumo gréfico como .jpg, .png
ou .tiff. Por favor, ndo o incorpore no arquivo do manuscrito, mas salve-o como um
arquivo separado, rotulado Graphical Abstract1.

Vocé pode optar por incluir um resumo de video com seu artigo. Descubra como isso

pode ajudar seu trabalho a alcancar um publico mais amplo e o que pensar ao filmar .

Entre 3 e 6 palavras- chave . Leia tornando seu artigo mais fécil de ser descoberto,

incluindo informac@es sobre como escolher um titulo e otimiza¢do de mecanismo de
pesquisa.

Detalhes do financiamento. Forneca todos os detalhes exigidos por seus 6rgdos de
financiamento e concessao de subsidios da  seguinte forma:
Para subsidios de agéncia Unica
Este trabalho foi apoiado pela [Agéncia de Financiamento] sob o subsidio [niUmero
XXXX].

Para subsidios de véarias agéncias, Este trabalho foi apoiado pela [Agéncia de
Financiamento #1] sob o subsidio [nimero xxxx]; [Agéncia de Financiamento n° 2] sob
Concessdo [numero xxxx]; e [Agéncia de Financiamento n°® 3] sob Concessdo [numero

XXXX].
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7. Declaracéo de divulgacao. Isto é para reconhecer qualquer interesse financeiro ou ndo
financeiro que tenha surgido das aplicagdes diretas de sua pesquisa. Se ndo houver
interesses concorrentes relevantes a declarar, indique isso no artigo, por exemplo: Os

autores relatam que ndo hé interesses concorrentes a declarar . Mais orientacdes sobre

0 que é um conflito de interesses e como divulga-lo .

8. Declaracéo de disponibilidade de dados. Se houver um conjunto de dados associado
ao artigo, forneca informacdes sobre onde os dados que suportam os resultados ou
analises apresentados no artigo podem ser encontrados. Quando aplicavel, deve incluir
o hiperlink, DOI ou outro identificador persistente associado ao(s) conjunto(s) de
dados. Modelos também estdo disponiveis para apoiar 0s autores.

9. Deposicao de dados. Se vocé optar por compartilhar ou tornar os dados subjacentes ao

estudo abertos, deposite seus dados em um repositorio de dados reconhecido antes ou

no momento do envio. VVocé serd solicitado a fornecer o DOI, DOI pré-reservado ou
outro identificador persistente para o conjunto de dados.

10. Material complementar online. O material suplementar pode ser um video, conjunto
de dados, conjunto de arquivos, arquivo de som ou qualquer coisa gque suporte (e seja
pertinente) ao seu artigo. Publicamos material suplementar online via Figshare. Saiba

mais sobre o material suplementar e como envié-lo com seu artigo .

11. Figuras. As figuras devem ser de alta qualidade (1200 dpi para arte de linha, 600 dpi
para tons de cinza e 300 dpi para cores, no tamanho correto). As figuras devem ser
fornecidas em um de nossos formatos de arquivo preferidos: arquivos EPS, PS, JPEG,
TIFF ou Microsoft Word (DOC ou DOCX) sdo aceitaveis para figuras desenhadas no
Word. Para obter informac6es relacionadas a outros tipos de arquivos, consulte nosso

documento Envio de arte eletronica .

12. Tabelas. As tabelas devem apresentar novas informac@es ao invés de duplicar o que
esta no texto. Os leitores devem ser capazes de interpretar a tabela sem referéncia ao
texto. Forneca arquivos editaveis.

13. Equacgdes. Se vocé estiver enviando seu manuscrito como um documento do Word,
certifique-se de que as equacgdes sejam editaveis. Mais informagdes sobre simbolos

matematicos e equacdes .

14. Unidades. Por favor, use unidades Sl (sem italico).
Usando material de terceiros
Vocé deve obter a permissdo necessaria para reutilizar material de terceiros em seu artigo. O

uso de pequenos trechos de texto e alguns outros tipos de material geralmente é permitido, de


https://authorservices.taylorandfrancis.com/editorial-policies/competing-interest/
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https://authorservices.taylorandfrancis.com/publishing-your-research/writing-your-paper/enhance-article-with-supplemental-material/
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https://authorservices.taylorandfrancis.com/publishing-your-research/writing-your-paper/mathematical-scripts/
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forma limitada, para fins de critica e revisdo, sem autoriza¢do formal. Se vocé deseja incluir
qualquer material em seu artigo sobre o qual vocé ndo possui direitos autorais e que ndo seja
coberto por este acordo informal, vocé precisara obter permissédo por escrito do proprietario dos

direitos autorais antes do envio. Mais informacGes sobre como solicitar permissdo para

reproduzir trabalho(s) sob direitos autorais .

Enviando seu artigo

Esta revista usa o Portal de Submissdo da Taylor & Francis para gerenciar o processo de

submissdo. O Portal de Submissdes permite que vocé veja suas submissdes no portfélio de
periodicos da Taylor & Francis em um s6 lugar. Para enviar seu manuscrito, clique aqui .
Observe que o Journal of Essential Oil Research usa o Crossref™ para rastrear papéis em
busca de material ndo original. Ao enviar seu artigo para o Journal of Essential Oil Research ,
vocé concorda com as verificagdes de originalidade durante os processos de revisao e producdo
por pares.

Apb6s a aceitagdo, recomendamos que vocé mantenha uma cdpia do seu Manuscrito

Aceito. Saiba mais sobre como compartilhar seu trabalho .

Politica de Compartilhamento de Dados

Esta revista aplica a Politica de Compartilhamento de Dados Bésicos da Taylor & Francis . Os

autores sdo incentivados a compartilhar ou tornar abertos os dados que suportam os resultados
ou analises apresentadas em seu artigo, desde que isso ndo viole a protecdo de seres humanos
ou outras preocupacdes validas de privacidade ou seguranca.

Os autores sdo encorajados a depositar o(s) conjunto(s) de dados em um repositorio de dados
reconhecido que possa cunhar um identificador digital persistente, preferencialmente um
identificador de objeto digital (DOI) e que reconheca um plano de preservagdo de longo

prazo. Se vocé ndo tiver certeza sobre onde depositar seus dados, consulte estas informacoes

sobre repositérios .

Os autores também sdo incentivados a citar quaisquer conjuntos de dados mencionados no

artigo e fornecer uma Declaracéo de disponibilidade de dados .

No momento da submissdo, vocé sera perguntado se existe um conjunto de dados associado ao
artigo. Se vocé responder sim, serd solicitado que vocé fornega o DOI, DOI pré-registrado,
hiperlink ou outro identificador persistente associado ao(s) conjunto(s) de dados. Se vocé optou
por fornecer um DOI pre-registrado, esteja preparado para compartilhar o URL do revisor
associado ao seu deposito de dados, mediante solicitacdo dos revisores.

Quando um ou varios conjuntos de dados estdo associados a um manuscrito, eles ndo séo

formalmente revisados por pares como parte do processo de submissdo do periodico. E
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responsabilidade do autor garantir a solidez dos dados. Quaisquer erros nos dados sdo de
responsabilidade exclusiva dos produtores do(s) conjunto(s) de dados.

Taxas de Publicacao

N&o ha taxas de submisséo, taxas de publicacdo ou encargos de pagina para esta revista.

As figuras coloridas serdo reproduzidas em cores em seu artigo online gratuitamente. Caso seja
necessario que as figuras sejam reproduzidas em cores na versdo impressa, serd cobrada uma
taxa.

Os encargos para figuras coloridas impressas sdo de £ 300 por figura ($ 400 dolares americanos;
$ 500 dolares australianos; € 350). Para mais de 4 figuras coloridas, as figuras 5 e acima serdo
cobradas em £ 50 por figura ($ 75 dolares americanos; $ 100 dolares australianos; €
65). Dependendo da sua localizacao, essas cobrancas podem estar sujeitas a impostos locais.
Opcoes de direitos autorais

Os direitos autorais permitem que vocé proteja seu material original e impeca que outras
pessoas usem seu trabalho sem sua permissdo. A Taylor & Francis oferece varias opgdes
diferentes de licenca e reutilizagdo, incluindo licengas Creative Commons ao publicar acesso

aberto. Leia mais sobre contratos de publicacéo .

Conformidade com agéncias de financiamento

Depositaremos todos os artigos financiados pelo National Institutes of Health ou Wellcome
Trust no PubMedCentral em nome dos autores, atendendo aos requisitos de suas respectivas
politicas de acesso aberto. Se isso se aplica a vocé, informe nossa equipe de produ¢do quando
receber suas provas de artigo, para que possamos fazer isso por vocé. Verifique os mandatos da

politica de acesso aberto dos financiadores aqui . Saiba mais sobre como compartilhar seu

trabalho .
Minhas obras de autoria
Na publicacdo, vocé podera visualizar, baixar e verificar as métricas do seu artigo (downloads,

citagdes e dados Altmetric) através de My Authored Works on Taylor & Francis Online. E aqui

que vocé pode acessar todos os artigos que publicou conosco, bem como o link de eprints

gratuitos , para compartilhar seu trabalho de maneira rapida e facil com amigos e colegas.
Estamos empenhados em promover e aumentar a visibilidade do seu artigo. Aqui estdo algumas

dicas e idéias sobre como vocé pode trabalhar conosco para promover sua pesquisa .
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Resumo

A Pereskia acuelata Miller pertence a familia das cactaceas, compdem as espécies de plantas
alimenticias ndo convencionais (PANC), conhecida popularmente como ora-pro-nébis (OPN)
e sendo consumida cada vez mais no Brasil. O uso de compostos antioxidantes derivados de
plantas, representam um avanco na manutencdo do equilibrio biolégico e da industria
alimenticia. Diversos métodos de extracdo sdo utilizados para obter compostos bioativos do
extrato bruto de plantas, tais como fluido supercritico e extracdo assistida por ultrassom que
tém se destacado por atenderem aos principios da quimica verde, devido a utilizacdo de
solventes de menor impacto ambiental e/ou em volumes reduzidos. Portanto, o presente
trabalho teve por objetivo avaliar os compostos bioativos extraidos das folhas de Pereskia
acuelata Miller por diferentes métodos de extracdo, utilizando como solvente o etanol. Através
da caracterizacdo quimica dos extratos por analise cromatografica (CG-EM e LC-MS/MS), foi
possivel realizar um estudo fitoquimico onde observou uma mistura rica em compostos
terpénicos e ndo terpénicos. Os compostos ndo terpéncios predominantes nos extratos das folhas
de Pereskia aculeata foram Fitol, &cido hexadecandico, &cido ferulico e Sitosterol, sendo o fitol
0 composto majoritario. Para a classe dos compostos terpénicos, o B-linalol, foi 0 composto
presente em todos 0s extratos e com a maior porcentagem. A composicdo quimica do extrato
sofre influéncia do método de extracdo proposto, apresentando um destaca para 0 método de
extragdo por fluido supercritico. Por fim, os resultados, indicaram que a Pereskia acuelata
Miller possui grande quantidade de compostos bioativos, bem como o processo de extracdo por
fluido supercritico representa uma técnica com grande capacidade de extracdo desses
compostos.

PALAVRAS-CHAVE.:
Anélise Quimica; Métodos de extracdo; Ora-pro-nobis; Composicdo Quimica; Capacidade
antioxidante.
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Summary

Pereskia acuelata Miller belongs to the cactus family, they make up the species of
unconventional food plants (PANC), popularly known as ora-pro-nobis (OPN) and being
consumed more and more in Brazil. The use of plant-derived antioxidant compounds represents
a breakthrough in maintaining biological balance and the food industry. Several extraction
methods are used to obtain bioactive compounds from the crude extract of plants, such as
supercritical fluid and ultrasound-assisted extraction, which have stood out for meeting the
principles of green chemistry, due to the use of solvents with less environmental impact and/or
in reduced volumes. Therefore, the present work aimed to evaluate the bioactive compounds
extracted from the leaves of Pereskia acuelata Miller by different extraction methods, using
ethanol as solvent. Through the chemical characterization of the extracts by chromatographic
analysis (GC-MS and LC-MS/MYS)), it was possible to carry out a phytochemical study where a
mixture rich in terpenic and non-terpenic compounds was observed. The predominant non-
terpene compounds in the extracts of the leaves of Pereskia aculeata were Phytol, hexadecanoic
acid, ferulic acid and Sitosterol, with phytol being the major compound. For the class of terpenic
compounds, B-linalool was the compound present in all extracts and with the highest
percentage. The chemical composition of the extract is influenced by the proposed extraction
method, presenting a highlight for the supercritical fluid extraction method. Finally, the results
indicated that Pereskia acuelata Miller has a large number of bioactive compounds, as well as
the supercritical fluid extraction process represents a technique with great capacity for
extracting these compounds.

KEY WORDS: Chemical analysis; Extraction methods; Ora-pro-nobis; Chemical composition;
Antioxidant capacity.
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INTRODUCAO

A Pereskia aculeata Miller é uma espécie pertencente a familia Cactaceae, descrita
botanicamente como planta arbustiva, trepadeira de folhas suculentas, flores brancas, caule
lenhoso e espinhos verdadeiros [42]. A espécie possui ampla distribuicdo geogréafica e pode ser
encontrada nas regides temperadas e tropicais do continente americano. No Brasil, sua
ocorréncia € abundante na regido sudeste, em destaque no estado de Minas Gerais, sendo
popularmente conhecida como ora-pré-nobis [43].

Esta planta vem sendo estudada pelo valor de sua matriz nutricional e propriedades
bioldgicas, tendo a presenca de proteinas, fibras, minerais e também compostos bioativos,
sendo, portanto, uma fonte interessante a ser explorada pelas industrias quimicas e alimentares
[43]. Uma parte desses beneficios pode estar associada ao potencial antioxidante, que pode ser
relacionado a presenca de acidos fenolicos [38]. Segundo Song [39], para a analise quimica,
principalmente analises cromatogréficas, é extremamente importante a escolha de um método
eficiente para extracdo de flavondides de plantas herbais, pois a quantidade de compostos
recuperados da planta in sito depende do método de extracdo selecionado.

Desta forma, é essencial avaliar os métodos de extracdo, considerando que as plantas
tém composicdo quimica bastante complexa e que comumente acontece a extracdo de varias
classes de compostos. Os métodos mais comuns para a obtencao de extratos sdo: refluxo, fluido
supercritico, maceracdo, técnica assistida por microondas, soxhelet, e técnica assistida por
ultrassom [31].

Segundo Bendicho [09], o banho ultrassbnico € uma maneira rapida e simples de
extracdo, a qual atende a alguns dos principios da quimica verde, quando se diz respeito a
diminuicdo na geracdo de residuos e na prevencdo de riscos ambientais, devido ao fato da
utilizacdo de reagentes diluidos e/ou utilizados em volumes reduzidos. A técnica de extracao
por fluido supercritico apresenta muitos atrativos para o processamento de produtos de
ocorréncia natural de facil oxidacdo, decorrente das varias caracteristicas distintas, tais como a
facilidade de recuperacdo do soluto e reciclagem do solvente com a simples manipulacdo de
temperatura e/ou pressdo, a possibilidade de direcionar a separacdo pela escolha a priori das
condicGes termodindmicas de temperatura e/ou a pressao [59].

Ja a maceracao € um processo no qual o material vegetal fica em contato com o liquido
extrator em recipiente fechado durante um periodo (horas ou dias), sob agitacdo ocasional

(estatica) ou constante (dinAmica) sem renovacao do liquido extrator [21].
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Assim, o presente trabalho tem por objetivo avaliar os compostos bioativos extraidos
das folhas de ora-pro-nobis, através de trés métodos de extracdo diferentes: extracao assistida
por ultrassom (EAU), extracdo assistida por fluido supercritico (EAM) e extracdo por
maceracao dinamica com esgotamento de solvente. O solvente utilizado nos processos de
extracéo foi o etanol, por apresentar caracteristicas que podem conferir boa extracéo, além de
atender a requisitos da quimica verde. A caracterizacdo quimica foi realizada por anélise

cromatografia acoplada a espectrometria de massas.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Amostras de ora-pro-ndbis (Pereskia aculeada Miller) foram coletadas as 8 h da manha
no viveiro da Fazenda Unicesumar, localizada na rodovia PR- 454, com coordenadas
geogréficas latitude -23.341898, longitude: -51.875253.

Apbs a colheita o material foi levado para o Laboratério Interdisciplinar de Analises
Biologicas e Quimicas (LIABQ) da Universidade Cesumar - Unicesumar e foi preparado para
ser seco em local ventilado a temperatura ambiente. Apés a secagem das folhas da ora-pro-
nobis, estas foram trituradas em moinho de faca marca Willye (TE650) e armazenadas sob
refrigeracdo. A exsicata da planta (folhas, caule, actleos) foi documentada no herbario da
Universidade Estadual de Maringd — UEM, com o registro (HUEM) sob o nimero 36745.

Método de Extragdo Assistida por Ultrassom (EAU)

O extrato bruto de Pereskia aculeada Miller foi extraido usando um extrator Toption
TOPT-5, com temperatura, poténcia e frequéncia controladas. Na analise, 10 g do material
particoula seco foi extraido com 100 mL de solvente enquanto exposto a ondas de ultrassom
com freqliéncia de 40 kHz, 500 W e temperatura do banho de extracdo em 40 °C, controlada
pela circulacdo de &gua durante todo o experimento dentro de £ 0,5 °C. O tempo total da
extragdo foi de 15 minutos. Para separacdo dos residuos solidos da solucdo, o extrato foi
centrifugado a 4000 rpm por 10 min. Apds a decantagéo, o solvente foi exposto a um fluxo de
nitrogénio até evaporar. Em seguida, o0 método gravimétrico foi usado para medir o rendimento

da extracdo. As extracoes foram realizadas em triplicada.



83

Método de Extracao por Fluido Supercritico (EFS)

Para cada extracdo foi utilizado 10 g (capacidade maxima do extrator) do material
particulado de Pereskia aculeada Miller. O solvente (CO>), resfriado na bomba, foi bombeado
para o extrator ja estabilizado termicamente na temperatura de extracdo e entdo, pressurizado
em intervalos de presséo de 10 bar até a pressao desejada. Apds 20 minutos de estabilizacéo, a
valvula de expanséo foi aberta para uma vazéo de solvente de 3 mL/min. Durante a extracéo, o
extrato foi coletado em frasco de vidro &mbar e sua massa pesada a cada 10 minutos. Foram
empregados 190 minutos de extracdo utilizando caule e frutos e 120 minutos para as flores e
folhas, tempo em que ocorreu 0 esgotamento da amostra. As condigdes de extracdo testadas
foram nas temperaturas de 40, 50 e 60 °C, e pressfes de 50, 80 e 100 bars. Estas condicdes
foram selecionadas visando a obtencdo de diferentes densidades e solubilidades para o solvente,
mas observando as limitac6es do extrator. Os valores de densidade foram calculados de acordo
com [60]. As solubilidades foram calculadas a partir da parte linear da curva de extragéo, pela
divisdo entre a massa do extrato pela massa do solvente utilizado. O rendimento da extracéo foi
obtido pela divisdo entre a massa do extrato obtido, pela massa de planta alimentada no leito de

extragdo, multiplicado por 100 [61].
Meétodo de Extracdo por Maceracdo (EMa)

Amostras de folhas de Pereskia aculeada Miller foram pesadas (10 gr), maceradas e,
em seguida, transferidas para cartuchos e levadas para o refluxo. O pé obtido foi submetido ao
processo de maceracdo dindmica com renovacao do solvente de acordo com protocolo descrito
na Farmacopéia Brasileira (Farmacopéia Brasileira, 1988), com alcool etilico 70% v v até o
esgotamento do material vegetal [50]. Em seguida, o filtrado foi concentrado sob pressédo
reduzida em evaporador rotatério (modelo Fisaton 802) a 40°C, até a obtencdo do extrato bruto
(EB). O método gravimétrico foi usado para medir o rendimento da extracdo. As extracdes

foram realizadas em triplicada.

Caracterizacdo Quimica utilizando Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro
de Massas (CG-MS)

As analises foram realizadas em um cromatdgrafo a gas (Agilent 7890B), acoplado ao
espectrometro de massas (Agilent 5977A MSD), operando com uma fonte de elétrons com
energia de ionizagdo de 70 eV. Foi utilizada uma coluna capilar HP-5MS IU (30 m x 0,25 mm
X 0,250 mm) recheada com fase estacionaria composta de 5% de fenil e 95% dimetil

polisiloxano. O volume injetado das amostras adequadamente diluidas foram de 2 uL, nas
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condicBes de programacdo do forno: temperatura inicial de 50 °C sendo mantida por 3 min
seguido de aquecimento de 3 °C/min até temperatura final de 300 °C, permanecendo por 10
min. A injecdo das amostras foi realizada no modo split na razdo 1:20 com fluxo constante de
1,0 mL min! de Hélio como gas de arraste com a temperatura do injetor mantidas a 250 °C e a
linha de transferéncia em 280 °C. No detector de massas a temperatura da cdmara de ionizacdo
foi de 230 °C a temperatura do quadrupolo de 150 °C. No espectrometro de massas foi utilizado
o sistema de deteccao EM no modo “scan” operando na faixa de razao massa/carga (m/z) de 40
- 600, com “solvent delay” de 3 min.

Os compostos foram identificados comparando seus espectros de massas com 0S
espectros de massas da biblioteca NIST 11.0 e na comparacéo dos seus indices de retengéo (IR)
obtidos por uma série homologa do padrédo de n-alcanos, C7 a C28 [51]. Ja as concentracdes
foram obtidas por analise da area relativa de cada pico cromatografico em comparagdo com a

area do pico do padrdo interno [52,53].

Teor de Compostos Fendlicos Total (CFT)

A quantidade de compostos fendlicos totais foi determinada pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu [60]. Uma aliquota de 0,1 mL de cada extrato (0,02 g
mL1) FF foi misturada em tubo de ensaio ccom 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu, mantida
no escuro por 5 minutos e, em seguida, adicionado 0,4 mL de solu¢do de Na,COsz a 7,5%. O
tubo de ensaio foi novamente protegido da luz e mantido a temperatura ambiente por um
periodo de 120 minutos. Ao final, a absorbancia da solugdo foi medida em um
espectrofotobmetro de UV/Vis (Agilent Cary 50) no comprimento de onde de 760 nm. Os
resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de acido galico (EAG) por grama

de amostra. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
Avaliacdo da Atividade Antioxidante
Avaliacéo da Atividade Antioxidante pelo Método do DPPH

A capacidade de sequestro de radicais livres do extrato pelo 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH?e) foi realizada conforme descrito por Zhan-Wu [54]. O extrato foi preparado em
metanol a 1,00, 0,75, 0,50 e 0,25 mg/mL e 0,1 mL desta mistura foi adicionado a 3,9 mL de
solucao metandlica DPPHe (60 uM). O controle negativo tinha 0,1 mL de metanol em solugao
de DPPHe (60 uM). A mistura foi mantida no escuro a temperatura ambiente por 30 min e a

reducdo de absorbancia foi medida em 515 nm em espectrofotdmetro UV/VIS. A capacidade
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antioxidante total foi calculada utilizando uma solugédo padréo de Trolox (60 uM) como
referéncia de 100%. A partir da correlacdo entre absorbancia e concentragdo da amostra
antioxidante, foi determinada a concentracao inibitdria para reduzir 50% dos radicais livres

(IC50). Os resultados foram expressos em pmol Trolox/mg.

Avaliacao da Atividade Antioxidante pelo Método do ABTS

A atividade antioxidante pelo método do ABTS (2,2’-azino-bis-(-acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico), sal diamdnico, ~98%) foi determinada conforme protocolo de
Rufino et al., (2007). O extrato (30 pL), previamente preparado em metanol a 1,00, 0,75, 0,50
ou 0,25 mg/mL, foi misturado a 3,0 mL de reagente ABTS+ para a reacdo de atividade
antioxidante. A mistura foi vigorosamente homogeneizada e mantida a temperatura ambiente
por 30 min. A variancia de absorvancia foi lida a 734 nm. Uma curva padréo de sulfato ferroso
(0 - 2000 uM) foi usada para calcular a atividade antioxidante. Os resultados da atividade

antioxidante foram expressos em pmol Trolox/mg de amostra.

Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo Método de Reducéo do ion Férrico
(FRAP)

Para 0 método de reducdo do ion férrico (FRAP), 25 mL de tampéo acetato (0,3 M), 2,5
mL de solucdo aquosa de TPTZ (2,4,6-Tris (2-piridil) -triazina) (10 mM) e 2,5 mL de cloreto
ferroso aquoso (20 mM) foram misturados de acordo com Rufino et al. (2006). O extrato (90
uL), previamente preparado em metanol a 1,00, 0,75, 0,50 ou 0,25 mg/mL, foi misturado a 2,7
mL de reagente FRAP para a reacdo de atividade antioxidante. A mistura foi vigorosamente
homogeneizada e mantida a 37°C por 30 min. A variancia de absorvéancia foi lida a 595 nm.
Uma curva padrdo de sulfato ferroso (0 - 2000 uM) foi usada para calcular a atividade
antioxidante. Os resultados da atividade antioxidante foram expressos em pumol Trolox/mg de

amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao dos Extratos obtidos por diferentes métodos de extragdo

A Tabela 7 apresenta a relacdo dos métodos e condi¢bes utilizados na extracdo das

folhas de Pereskia acuelata Miller. As condicGes aplicadas em cada método apresentaram as
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especificidades dos respectivos métodos extratores. O solvente aplicado em todos os métodos
de extracdo utilizado neste trabalho foi o etanol.

Tabela 7: Relacdo de métodos de extragdo com o rendimento e geracao de residuos.

Método de extracdo  Massa Volume  Massa % Residuo
amostra solvente EB(g) Rendimento SS (9)
(9) (mL)

“Fluido Supercritico 10,0 90 0,7375 7,4 9,2
Ultrassom 10,0 100 0,1651 57 9,4
Maceracéo 10,0 150 0,3830 3,8 9,6

*Massa EB = massa em gramas do extrato; Residuo SS = Residuo sélido seco gerado no

processo;

Fonte: Acervo do autor, 2022.

Os dados relacionados na Tabela 7 reporta 0 método de extracdo por fluido supercritico
como o melhor método de extracdo, quando correlacionamos a quantidade obitida em gramas
do extrato, seu rendimento e a quandidade de residuo gerado. O rendimento percetual do extrato
das folhas de Pereskia aculeata Miller obtido pelo método de fluido supercritico foi 23% e
48,6% maior, quando comparados aos métodos de extracdo assistida por ultrassom e
maceragao, respectivamente.

Os compostos identificados nos extratos das folhas de P. aculeata Miller estéo listados
na Tabela 8. Até onde sabemos, esse é o primeiro estudo que relaciona a composi¢do quimica
dos extratos das folhas dessa planta alimenticia ndo convencional com aplicacdo de diferentes
métodos de extracdo. As extracdes apresentaram rendimentos de 7,4 % para o método de EFS,
5,7 % para 0 método de EAU e 3,8 % para EMa.

Considerando as técnicas de extracdo utilizadas, foram identificados no total 58 (EFS),
51 (EAU) e 50 (EMa) compostos nos extratos analisados. Deste total, os compostos listados
podem ser divididos em dois grandes grupos: 30, 33 e 31 pertencentes ao grupo dos compostos
terpénicos e 21, 21 e 19 ao grupo dos compostos ndo-terpénico extraidos pelos métodos EFS,
EAU e EMa, respectivamente. O grupo terpénico é composto por diterpeno, triterpeno,
monoterpeno oxigenado, diterpenos oxigenados, sesquiterpeno e sesquiterpenos oxigenados. Ja
as substancias que compdem o grupo dos compostos ndo terpénicos podem ser classificadas da
seguinte forma: acidos graxos, aldeidos, ésteres, hidrocarbonetos, éter e alcool.

Para o grupo dos terpenos, o fitol, um diterpeno oxigenado foi 0 composto majoritario
encontrado nos extrados, nas proporcdes de 38,9 %, 36 % e 23,6 % para 0s métodos de extracdo
EFS, EAU e EMa, respectivamente. Quando comparamos essas concentracdes de fitol (Tabela
9) observa-se uma eficiéncia maior na extracdo utilizando as técnicas de fluido supercritico e

Ultrassom, quando comparados com método classico de maceracao.
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Foram identificados também em todos os extratos de folhas de Pereskia aculeata Miller
0S monoterpenos oxigenados B-linalol, a-terpineol e butirato de citronelil, enquantoa cumarina
somente foi identificas nos extratos EFS e EAU. J& o sesquiterpeno PB-farneseno e o0s
sesquiterpenos oxigenados trans-nerolidol, acorona, cardinol, (5E,9E) -Farnesil acetona, 14-
Hidroxi-(Z)-cariofileno, a-Murolol foram detectados para ambas as técnicas de extracdo
utilizadas. Assim, a presenca destes compostos terpénicos pode influenciar diretamente na

caracteristica antioxidantes dos extratos [55,25].

Tabela 8: Composicao quimica dos extratos obitdos por métodos de extracdo diferentes das folhas de Pereskia
aculeata Miller.

N Compostos Meétodos de Classe quimica Método de
___Extracdo (%) identificacéo

EAU EFS EMa

Compostos ndo Terpénicos

1 Acido tetradecanoico 02 02 - Acido Graxo A
2 Acido Hexadecandico 31 19 09 Acido Graxo A
3 Acido Linoléico - 0,5 - Acido Graxo A
4 Acido Oleico 11 15 - Acido Graxo A
5  Acido vacénico 045 0,2 - Acido Graxo A
6  Acido Palmitico 13 04 Acido Graxo A
7  Acido malico 18 22 - Acido fenélico A
8  Acido Fertlico 50 46 32 Acido fendlico A
9  Acido Octadecandico 0,5 - 1,0 Acido fendlico A
10 Acido Vanilico - 0,2 - Acido fenélico A
11 Nonanal 0,1 0,1 0,2 Aldeido B
12 Decanal 0,38 05 045 Aldeido B
13 Hexanal 05 044 2,36 Aldeido B
14  2-Hexil-(E)-cinamaldeido 0,6 0,6 - Aldeido B
15 2-bromo Octadecanal 03 015 045 Aldeido B
16 Tricetina - 144 - Ester B
17 Miristato de isopropila 138 0,85 245 Ester B
18 Palmitato de isopropia 0,57 - 0,95 Ester A B
19 Esterearato de metila - - 1,16 Ester AB
20 Acetato de 9-decenil 091 05 07 Ester B
21 Hexadecanoato de 046 033 06 Ester B
isopropila
22 Hexadecanoato de metila 2,6 29 3,92 Ester B
23 Isovalerato de metila - - 0,4 Ester B
24  Linoleato de metila 232 30 41 Ester A B
25 Sitosterol 48 442 215 Ester de esterol A B
26  Stigmasterol 1,15 19 2,27 Ester de esterol A, B
27 Campesterol 3,74 359 05 Ester de esterol A B
28 Heneicosano 0,2 - 0,15 Hidrocarboneto B
28 Tetracosano 02 018 05 Hidrocarboneto B
29 Pentacosano 0,16 - - Hidrocarboneto B
30 2-Metil-hexacosano - 0,4 - Hidrocarboneto B
31 2-Metilloctosano - 0,3 0,22 Hidrocarboneto B
32 Heptadecano 0,14 0,11 - Hidrocarboneto B
33 Hexadecano 0,13 0,18 0,2 Hidrocarboneto B
34 Nonadecano - 0,23 0,15 Hidrocarboneto B
35 Octadecano - 1,12 0,28 Hidrocarboneto B



36 Heptacosano
37 Hexatriacontane
38 1-Nonadecenol

39 3,7,11,15-Tetramethyl-2-

hexadecen-1-ol
40 2-Methyl-E, E-3, 13-
octadecadien-1-ol
41  3,7,11-Trimethyl-1-
Dodecanol
42 o-Tocoferol
Compostos Terpénicos
43  B-Linalol

44  Cumarina
45  o-Terpineol
46 Butirato de Citronelil

47  Isofitol

48  Fitol

49  Oxido de manool

50 Tetraidrorrimueno

51 Esqualeno

52 B-Farneseno

53 (&) -trans-Nerolidol
54  Acorona

55 o-Cadinol

56 Ciclopentadecanolida

57 Diiidro-p-agarofurano
58 (5E,9E) -Farnesil acetona

59 14-Hidroxi-(2)-
cariofileno

60 (E)-p-lononaS

61 Isotorquatona

62 «-Murolol

63 Oxido de cariofileno

64 Cis-Tujopsenal

Num. Comp. identificados

0,2

0,1

0,2

3,35
0,11
088
0,10

3,55
36
0,87
0,7
1,37
0,33
1,28
2,0
0,85

0,22
1,05
0,37

0,1
1,17
0,38
0,19
0,78

51

0,17
0,1

0,35
3,09
0,10
0,46
0,18

3,09
38,9
0,93
0,56
2,21
0,35
1,30
1,87
0,90
0,14
1,28
0,30

0,12
1,91
0,55
0,14
0,91
54

0,11
0,16
0,11
0,17

0,14
0,18
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EUA = Extracdo assistida por ultrassom; EFS = Extracéo por Fluido Supercritico; Ema = Extracdo por Maceragao;

A = Caracterizacdo quimica realizada por CL-EM/EM; B = Caracterizagdo quimica realizada por CG-EM.

Fonte: Acervo do autor.

Os compostos identificados para a classe dos ndo terpénicos foram: 6 (EAU), 5 (EFS) e

1 (EMa) acidos graxos, com o acido n-hexadecandico presente em todos os extratos. Este cido

graxo constitui 0 composto majoritario para o grupo, em todos 0s extratos. Aos acidos graxos

séo atribuidas propriedades anti-infamatoria e antioxidante [25,56].

Os compostos da classe dos acidos fenolicos foram identificados em todos os extratos

através da analise por CL-EM/EM. No total, foram identificados 3 compostos nos extratos EFS

e EAU e dois para EMa, sendo o acido fertlico o majoritério entre eles e o Unico presente em
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todos os extratos. Sabe-se que os &cidos fenolicos sdo compostos muito abundantes da classe
fendlica vegetal [48,30]. O acido ferdlico também ja foi identificado em amostras de Pereskia
aculeata Miller [40]. O acido vanilico foi encontrado somento no extrato das folhas para o
método EAU. O &cido elagico e a epicatequina foram detectados apenas no extrato do FV.
Autores associaram o0s &cidos fendlicos com potencial anti-inflamatdrio, neuroprotetor,

analgeésico, antimicrobiano antioxidante e cardioprotetora [33].

Compostos Fendlicos Totais

Na determinacéo do teor de fendlicos totais presentes nos extratos das folhas de Pereskia
aculeata Miller pelo teste de Folin-Ciocalteu, mostrou que EFS, EAU e EMa apresentaram
concentracdo de 19,57 + 0,07, 15,87 + 0,05 e 11,81 + 0,02 mg EAG/g de amostra,
respectivamente. Estudos relatados na literatura apresenta contetido fendlico de cerca de 0,65
mg EAG/g [02, 37] 1,13 mg EAG/g e 1,20 mg EAG/g [37], valores estes, inferiores ao
observado no presente estudo. Teores de fendlicos totais obtidos pela extracdo de diferentes
solventes foram estabelecidos por Souza [42], sendo 15,04 mg GAE/g para o extrato
metanolico, 11,78 mg GAE/g para o extrato etéreo e 5,17 mg GAE/g para o cloroférmio.

No geral, os extratos EFS e EAU apresentaram concentracdo de compostos fenolicos
totais maiores do que o extrato EMa, este comportamente provavelmente estd ligado a
caracteristica do método de extracao. A indentifica quimica dos extratos apresentadas na Tabela
9 corrobora com este resultado.

Os teores de fenolicos totais encontrados em nosso extrato hidrometandlico foram
relevantes (23,75 mg/g), sendo a quantidade de &cidos fendlicos e flavonbides quase
equivalentes. Teores de fenolicos totais baseados em miligramas de equivalente de acido géalico
(GAE) por grama de extrato de diferentes extratos solventes de folhas de P. aculeata foram
estimados por Souza [42]. O melhor teor fendlico foi encontrado para o extrato metandlico
(15,04 mg GAE/qg), sequido pelo extrato etéreo (11,78 mg GAE/g) e cloroférmio (5,17 mg
GAE/g). No entanto, sabe-se que outros tipos de compostos que podem estar presentes em
abundancia em extratos vegetais, como agucares redutores e acido ascorbico, também podem
reduzir o reagente de Folin Ciocalteu, resultando em valores superestimados de compostos
fenolicos totais por esse método [57].

Atividade Antioxidante
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Antioxidantes séo substancias que podem prevenir, impedir ou reduzir danos oxidativos
ao DNA, as proteinas e aos lipideos. Eles atuam como sequestradores de espécies reativas de
oxigénio (ERO) nocivas causadoras da iniciacdo ou progressdo de doencas [49], constituindo-
se em importantes compostos na prevencdo de distdrbios causados por radicais livres que se
encontram em elevadas quantidades como doencas cardiacas, alguns tipos de cancer, diabetes
e Alzheimer [40]. Os antioxidantes sdo compostos capazes de reduzir o dano oxidativo pela
absorcéo e neutralizacdo de radicais livres, quelando ou decompondo substancias simples ou
compostas ([08]. Os vegetais verdes escuros sdo importantes na dieta uma vez que sdo fonte de
antioxidantes e de compostos fendlicos [20].

Existem inUmeras metodologias para determinar a capacidade antioxidante dos
produtos, porém estas podem estar sujeitas a interferéncias, além de se basearem em diferentes
fundamentos, influenciando em sua aplicabilidade. Devido a este inconveniente, preconiza-se
atualmente, a utilizagdo de duas ou mais técnicas para a determinacéo da atividade antioxidante,
ja que nenhum método isolado seria capaz de identificar a atividade total de uma amostra [17].

A Tabela 9 relaciona os dados das atividades antioxidantes obtidas dos diferentes
extratos de Pereskia aculeata Miller obtidas pelos métodos EFS, EAU e EMa. Um conjunto de
métodos antioxidantes foi utilizado para avaliar o potencial antioxidante do extrato das folhas
de Pereskia aculeata Miller, reducéo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH); reducdo do
cation 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS) e método de reducdo do ion
férrico (FRAP). Diferentes reatividades quimicas implicam em atividades antioxidantes
distintas nos testes quimicos [11].

A capacidade redutora dos extratos da ora-pro-ndbis do radical DPPH ¢ apresentada na
Tabela 9. As amostras apresentaram diferentes atividades, com valores variando entre 51,11 a
100,33pg/mL, sendo o extrato obtido por maceracdo com o menor valor. Dados da literatura
mostram atividade antioxidante (DPPH) do extrato bruto metandlico de folhas de P. aculeata
da fracdo hexénica foi a mais ativa, quando comparados com outras fragdes como
diclorometano e acetato de etila [29]. Enquanto, Souza [34] relataram atividade de eliminagéo
de DPPH muito menor (IC50 = 7,09 mg/ml) para um extrato metandlico de P. aculeata. Para
Silva [38] a atividade antioxidante do extrato metandlico de folhas de P. aculeata foi de 44,99

g de Trolox /kg de planta fresca.

Tabela 9: Atividade Antioxidante de extrato ora-pro-nébis obtidos por diferentes métodos de extracgao.



91

Métodos de extracao DPPH FRAP ABTS
i TR LTI Y igEEeT

Fluido Supercritico 100,33 Cb 612,23 Aa 221,61 Bb

Maceracéo 51,11 Cd 555,65 Ab 265,22 Ba

*Letra minGscula diferente estatisticamente a 5% de probabilidade entre 0 mesmo teste antioxidante com
diferentes amostras/extracdo. **Letra mailscula diferente estatisticamente a 5%.
Fonte: Acervo do autor, 2022.

O método do ABTS é baseado na habilidade dos antioxidantes em capturar o radical
ABTS, esta captura faz com que ocorra uma reducédo no valor da absorbancia [44]. O método
ABTS apresenta excelente estabilidade, sendo um dos testes mais rapidos de atividade
antioxidante e que oferece resultados reprodutiveis, além de oferecer varios méximos de
absorcéo e uma boa solubilidade, permitindo analises de compostos tanto de natureza lipofilica
como hidrofilica [23]. O método de extracdo por maceracdo apresentou a maior resposta pelo
método ABTS, quando comparada com as demais.

J& o extrato das folhas de P. aculeata obtido pelo método de fluido supercritico
apresentou um alto valor frente ao método FRAP, frente aos demais extratos. Rodrigues [58]
também estudando extrato metandlicos das folhas de ora-pro-nobis encontrou resultado
semelhante ao deste trabalho (654 pmol Trolox/mg.).

Os resultados apresentados mostraram uma diferenca estatistica entre os métodos
antioxidantes utilizados, isso se deve aos principios de cada método, assim como 0s métodos
de extracdo, cada método apresenta especificacdes diferentes quanto ao processo extrativo.

Diversos métodos extrativos entdo, podem ser utilizados para obtencdo de extratos
vegetais. Além dos métodos extrativos, sdo diversos os fatores que influenciam na extracéo,
como a parte do vegetal (folha, caule, raiz, flor, fruto) e a origem deste, o grau de
processamento, 0 tamanho da particula, o solvente utilizado, o tempo de extracdo, temperatura,
polaridade e concentracdo do solvente [46]. Desta forma, se possibilita avaliar qual serd o

melhor método de extracdo avaliando os compostos fendlicos e antioxidantes.

CONCLUSAO

O diterpeno oxigenado fitol, foi identificado como o composto majoritarios presentes
em todas os extratos das folhas de P. aculeata obtidos pelos métodos de EFS, EAU e EMa. O

acido hexadecanodico merece destaque por estar presente e com a maior concentragdo dos acidos
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graxos em todos 0s extratos. Os compostos ndo terpénicos, &cido ferdlico e o Sitosterol também
foram identificados em todos os extratos. Para os compostos terénicos o B-linalol foi o
composto caracterizado com a maior porcentagem em todos os extratos. Os dados de
caracterizacdo quimica e atividade antioxidante evidéncia a bioatividade da P. aculeata, bem
como indicou diferentes caracteristicas quimicas dos extratos em funcdo da aplicacdo de
métodos de extracdo diferentes. Dentre os métodos de extragéo utilizados no trabalho, destaca-

se 0s métodos de extracdo por fluido supercritico.

Por fim, sugere-se novos estudos que avaliem a composic¢do quimica e a bioatividade
destes extratos, visto que a informacdo sobre a composi¢do quimica ainda é muito limitada. As
folhas de Pereskia aculeata se mostraram como um potencial fonte de compostos antioxidantes.
Este fato é de extrema relevancia uma vez que ela estad presente na alimentacdo em alguns

paises.
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JOURNAL OF SUPERCRITICAL FLUIDS

O Journal of Supercritical Fluids € um periddico internacional dedicado aos aspectos
fundamentais e aplicados de fluidos e processos supercriticos. Seu objetivo é fornecer uma
plataforma focada para pesquisadores académicos e industriais relatarem suas descobertas e
terem acesso imediato aos avancos neste campo em rapido crescimento. Sua cobertura €
multidisciplinar e inclui tdpicos basicos e aplicados.

Termodindmica e equilibrio de fases, cinética de reacdo e processos de taxa, propriedades
térmicas e de transporte, e todos os topicos relacionados ao processamento, como separagdes
(extracdo, fracionamento, purificacdo, cromatografia), nucleacdo e impregnacdo estdo dentro
do escopo. Contas de aplicagdes de engenharia especificas, como as encontradas em alimentos,
combustiveis, produtos naturais, minerais, produtos farmacéuticos e indudstrias de polimeros
estdo incluidas. Topicos relacionados ao projeto de equipamentos de alta pressdo, técnicas
analiticas, sensores e metodologias de controle de processos também estdo no escopo da
revista. A revista publica contribui¢des originais em todos os aspectos tedricos e experimentais
da ciéncia e tecnologia de fluidos e processos supercriticos. Artigos que descrevem
instrumentacao nova, novas metodologias e técnicas experimentais,

Tipos de

Artigos * Artigos de pesquisa
* Revisdes de temas especializados no ambito da revista

As contribuicdes sdo aceitas no entendimento de que os autores obtiveram a autoridade
necessaria para publicacdo. A submissdo de um artigo deve ser acompanhada de uma
declaracdo de que o artigo é original e inédito e ndo esta sendo considerado para publicacdo em
outro lugar.

Os autores que consideram um artigo de revisdo devem consultar um dos Editores antes da
submisséo e fornecer um esbog¢o e uma justificativa para a necessidade da revisao.

Os manuscritos ndo devem exceder 6.000 palavras para artigos de pesquisa e 15.000 palavras
para artigos de revisdao. Apenas artigos de revisao devem conter um indice.

Lista de verificacio de submissao
Vocé pode usar esta lista para realizar uma verificacdo final de sua submissdo antes de envia-

la a revista para revisdo. Por favor, verifique a secdo relevante neste Guia para Autores para
mais detalhes.
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Um autor foi designado como autor correspondente com detalhes de contato:
* Endereco de e-mail
* Enderego postal completo

Todos os arquivos necessarios foram carregados:

Manuscrito:

* Incluir palavras-chave

* Todas as figuras (incluindo legendas relevantes)

* Todas as tabelas (incluindo titulos, descrigao, notas de rodap¢)

* Certifique-se de que todas as citagOes de figuras e tabelas no texto correspondem aos
arquivos fornecidos

* Indique claramente se a cor deve ser usado para quaisquer figuras impressas Arquivos de
Resumos / Destaques Graficos (quando aplicavel)

Arquivos Suplementares (quando aplicavel)

Consideracdes adicionais

* O manuscrito foi 'verificado ortografico' e 'verificado gramatical'

* Todas as referéncias mencionadas na Lista de Referéncias sdo citadas no texto e vice-versa
* Foi obtida permissdo para uso de material protegido por direitos autorais de outras fontes
(incluindo a Internet)

* Uma declaracdo de interesses conflitantes ¢ fornecida, mesmo que os autores ndo tenham
interesses conflitantes a declarar

* As politicas do periddico detalhadas neste guia foram revisadas

* Sugestdes de arbitros e detalhes de contato fornecidos, com base nos requisitos do periédico

Etica na publicacio
Consulte nossas informag@es sobre Etica na publicacgo .
Declaracdo de interesse concorrente

Os autores correspondentes, em nome de todos os autores de uma submisséo, devem divulgar
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informacdes relevantes ao autor correspondente (que, se for o caso, pode especificar que néo
tém nada a declarar). Os autores correspondentes devem entdo usar esta ferramenta para criar
uma declaracdo compartilhada e fazer upload para o sistema de envio na etapa Anexar
arquivos. Por favor, ndo converta o modelo .docx para outro tipo de arquivo. As
assinaturas dos autores nao sao obrigatorias.

Declaracéao
de submissdo A submissdo de um artigo implica que o trabalho descrito ndo foi publicado

anteriormente (exceto na forma de resumo, palestra publicada ou tese académica, veja
"Publicagdo mudltipla, redundante ou concorrente ' para mais informagdes), que ndo é sob
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consideracdo para publicacdo em outro lugar, que sua publicacdo seja aprovada por todos os
autores e tacita ou explicitamente pelas autoridades responsaveis onde o trabalho foi realizado,
e que, se aceito, ndo sera publicado em outro lugar da mesma forma, em inglés ou em qualquer
outro idioma, inclusive eletronicamente sem o consentimento por escrito do detentor dos
direitos autorais.

Declaracao de submisséo e verificacédo

A submissdo de um artigo implica que o trabalho descrito ndo tenha sido publicado
anteriormente, exceto na forma de resumo ou como parte de uma palestra ou tese académica
publicada; que ndo esta sendo considerado para publicacdo em outro lugar; que sua publicacdo
seja aprovada por todos os autores e tacita ou explicitamente pelas autoridades responsaveis
onde o trabalho foi realizado; e que, se aceito, ndo sera publicado em outro lugar da mesma
forma, em inglés ou em qualquer outro idioma, inclusive eletronicamente sem o consentimento
por escrito do detentor dos direitos autorais. Em um esforco para manter o mais alto nivel de
ética cientifica e editorial, uma variedade de software pode ser usada para autenticar o contetido
do manuscrito, de modo que qualquer uso ou publicacdo anterior seja uma violacdo direta da
politica da revista. Veja tambémbhttps://www.elsevier.com/editors/plagdetect .

Preprints

Observe que os preprints podem ser compartilhados em qualquer lugar a qualquer momento, de
acordo com a politica de compartilhamento da Elsevier . Compartilhar seus preprints, por
exemplo, em um servidor de preprints, ndo contard como publicacdo anterior (consulte '
Publicacdo multipla, redundante ou simultanea ' para obter mais informacdes).

Uso de linguagem inclusiva

A linguagem inclusiva reconhece a diversidade, transmite respeito a todas as pessoas, é sensivel
as diferencas e promove a igualdade de oportunidades. O contetdo ndo deve fazer suposices
sobre as crengas ou compromissos de qualquer leitor; ndo conter nada que possa implicar que
um individuo seja superior a outro em razdo de idade, sexo, raca, etnia, cultura, orientacéo
sexual, deficiéncia ou condi¢do de saude; e usar uma linguagem inclusiva por toda parte. Os
autores devem garantir que a escrita esteja livre de preconceitos, estere6tipos, girias, referéncias
a cultura dominante e/ou suposic¢des culturais. Aconselhamos buscar a neutralidade de género
usando substantivos plurais (“clinicos, pacientes/clientes™) como padrdo/sempre que possivel
para evitar o uso de "ele, ela" ou "ele/ela”. Recomendamos evitar 0 uso de descritores que se
referem a atributos pessoais como idade, género, raca, etnia, cultura, orientacdo sexual,
deficiéncia ou condicdo de salde, a menos que sejam relevantes e vélidos. Quando a
terminologia de codificacdo é usada, recomendamos evitar termos ofensivos ou excludentes,
como "mestre"”, "escravo”, "lista negra” e "lista branca". Sugerimos o uso de alternativas mais
apropriadas e (auto) explicativas, como "primario”, "secundario”, "lista de blogueio” e "lista de
permissfes"”. Essas diretrizes sdo um ponto de referéncia para ajudar a identificar a linguagem
apropriada, mas ndo séo de forma alguma exaustivas ou definitivas. "escravo”, "lista negra” e
"lista branca". Sugerimos o uso de alternativas mais apropriadas e (auto) explicativas, como
"primario”, "secundario”, "lista de bloqueio™ e "lista de permissdes”. Essas diretrizes s&o um
ponto de referéncia para ajudar a identificar a linguagem apropriada, mas ndo sdo de forma
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alguma exaustivas ou definitivas. "escravo”, "lista negra” e "lista branca”. Sugerimos o uso de
alternativas mais apropriadas e (auto) explicativas, como "primario”, "secundario”, "lista de
bloqueio” e "lista de permissfes”. Essas diretrizes sdo um ponto de referéncia para ajudar a

identificar a linguagem apropriada, mas nédo séo de forma alguma exaustivas ou definitivas.

Mudangas na autoria

Espera-se que os autores considerem cuidadosamente a lista e a ordem dos autores antes de
enviar seu manuscrito e fornecam a lista definitiva de autores no momento da submissao
original. Qualquer adicédo, exclusdo ou rearranjo de nomes de autores na lista de autoria deve
ser feita somente antes do manuscrito ser aceito e somente se aprovado pelo Editor da
revista. Para solicitar tal alteracdo, o Editor deve receber do autor correspondente: (a) o
motivo da mudanca na lista de autores e (b) confirmacéo por escrito (e-mail, carta) de todos 0s
autores de que concordam com a adicdo, remocdo ou reorganizacdo. No caso de adicdo ou
remocao de autores, isso inclui a confirmacao do autor que esta sendo adicionado ou removido.
Somente em circunstancias excepcionais o Editor considerard a adicdo, exclusdo ou
reorganizacdo de autores apoOs a aceitagdo do manuscrito. Enquanto o Editor considerar a
solicitacdo, a publicacdo do manuscrito sera suspensa. Caso 0 manuscrito ja tenha sido
publicado em edicdo online, quaisquer solicitacdes aprovadas pelo Editor resultardo em
retificacao.

Copyright

Apds a aceitacdo de um artigo, os autores serdo solicitados a preencher um 'Acordo de
Publicacdo de Revista' (veja mais informacdes sobre isso). Um e-mail ser& enviado ao autor
correspondente confirmando o recebimento do manuscrito juntamente com um formulario de
‘Contrato de Publicagdo em Revista' ou um link para a versdo online deste contrato.

Os assinantes podem reproduzir indices ou preparar listas de artigos incluindo resumos para
circulago interna em suas instituicdes. E necessaria a permissdo do Editor para revenda ou
distribuicdo fora da instituicdo e para todos os outros trabalhos derivados, incluindo
compilacdes e tradugdes. Se forem incluidos trechos de outros trabalhos protegidos por direitos
autorais, o(s) autor(es) deve(m) obter permissdo por escrito dos proprietarios dos direitos
autorais e creditar a(s) fonte(s) no artigo. A Elsevier tem formulérios pré -impressos para uso
dos autores nesses casos.

Para artigos de acesso aberto gold: Apds a aceitacdo de um artigo, os autores serdo solicitados
a preencher um 'Contrato de Licenca' ( mais informacoes ). A reutilizacdo permitida de artigos
de acesso aberto de ouro por terceiros é determinada pela escolha da licenca de usuario do autor

Direitos autorais
Como autor, vocé (ou seu empregador ou instituicdo) tem certos direitos para reutilizar seu
trabalho. Mais informacoes .

A Elsevier apoia
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o compartilhamento responsadvel Descubra como vocé pode compartilhar suas
pesquisas publicadas nos periodicos da Elsevier.

Papel da fonte de financiamento

Vocé deve identificar quem forneceu apoio financeiro para a realizacdo da pesquisa e/ou
preparacdo do artigo e descrever brevemente o papel do(s) patrocinador(es), se houver, no
desenho do estudo; na coleta, analise e interpretacdo dos dados; na redagédo do relatorio; e na
deciséo de submeter o artigo para publicacdo. Se a(s) fonte(s) de financiamento néo tiveram tal
envolvimento, isso deve ser declarado.

Idioma (servicos de uso e edi¢do)

Por favor, escreva seu texto em bom inglés (o0 uso americano ou britanico é aceito, mas nao
uma mistura destes). Os autores que acharem que seu manuscrito em inglés pode exigir edi¢cao
para eliminar possiveis erros gramaticais ou ortograficos e para se adequar ao inglés cientifico
correto podem desejar usar o servico de edi¢do de idioma inglés disponivel nos Servicos de
Autor da Elsevier.

Submissao A

submissdo a esta revista é feita totalmente online. Use as seguintes diretrizes para preparar seu
artigo. Através da homepage desta revista

( https://www.editorialmanager.com/SUPFLU/default.aspx) vocé serd guiado passo a passo
pela criacdo e upload dos varios arquivos. O sistema converte automaticamente os arquivos de
origem em uma Unica versao Adobe Acrobat PDF do artigo, que é usada no processo de
revisao por pares. Observe que, embora 0s arquivos de origem do manuscrito sejam
convertidos em PDF no envio para o0 processo de revisao, esses arquivos de origem sao
necessarios para processamento adicional apds a aceitacdo. Toda a correspondéncia, incluindo
a notificacdo da decisdo do Editor e os pedidos de revisao, ocorre por e-mail e pela homepage
do autor, dispensando a necessidade de uma cOpia impressa.

Secoes

Fornecer uma 'Se¢do' é obrigatorio para esta revista. Por favor, selecione uma 'Secdo’ que seja
relevante para 0 seu manuscrito no menu suspenso fornecido no sistema no momento da
submisséo.

Revisores

Favor enviar, juntamente com o manuscrito, 0s nomes e enderegos de e-mail de 5 possiveis

revisores conhecedores do assunto da pesquisa. Observe que o editor detém o direito exclusivo
de decidir se os revisores sugeridos serdo usados ou nao.
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Duvidas

Para dividas sobre o processo editorial (incluindo o status dos manuscritos em revisdo) ou para
suporte técnico nas submissdes, visite nosso Centro de Suporte .

Reviséo por pares

Esta revista opera um Unico processo de revisdao andnima. Todas as contribui¢fes seréo
inicialmente avaliadas pelo editor para adequacao a revista. Os artigos considerados adequados
sdo normalmente enviados a um minimo de dois revisores especialistas independentes para
avaliar a qualidade cientifica do artigo. O Editor é responsavel pela decisdo final quanto a
aceitacdo ou rejeicdo dos artigos. A decisdo do Editor é final. Os editores ndo estdo envolvidos
em decisdes sobre artigos que eles mesmos escreveram ou que foram escritos por familiares ou
colegas ou que se relacionam a produtos ou servi¢os nos quais o editor tem interesse. Qualquer
submissdo desse tipo esta sujeita a todos os procedimentos usuais da revista, com revisdo por
pares tratada independentemente do editor relevante e seus grupos de pesquisa.Mais
informac@es sobre 0s tipos de revisao por pares .

Estrutura do Artigo

Todos os manuscritos devem ser submetidos em formato de linha em espaco duplo. Isso
se aplica a todos os textos, tabelas, legendas de figuras e referéncias.

Subdivisao - se¢des numeradas

Divida seu artigo em se¢Oes claramente definidas e numeradas. As subse¢Oes devem ser
numeradas 1.1 (depois 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (o resumo ndo esta incluido na numeracao das
secOes). Use esta numeracdo também para referéncias cruzadas internas: ndo se refira apenas
ao 'texto'. Qualquer subsecdo pode receber um breve titulo. Cada titulo deve aparecer em sua
prépria linha separada.

Introducao
Declare os objetivos do trabalho e forneca uma base adequada, evitando um levantamento
detalhado da literatura ou um resumo dos resultados.

Material e métodos

Fornecer detalhes suficientes para permitir que o trabalho seja reproduzido por um pesquisador
independente. Os métodos ja publicados devem ser resumidos e indicados por uma
referéncia. Se citar diretamente de um método publicado anteriormente, use aspas e também
cite a fonte. Quaisquer modificacdes nos metodos existentes também devem ser descritas.

Resultados
Os resultados devem ser claros e concisos.

Discusséo

Deve explorar o significado dos resultados do trabalho, néo repeti-los. Uma se¢do combinada
de Resultados e Discussdo geralmente & apropriada. Evite citacOes extensas e discussdo da
literatura publicada.
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Conclusdes

As principais conclusdes do estudo podem ser apresentadas em uma breve secdo de Conclusdes,
que pode ser isolada ou formar uma subsecdo de uma se¢do de Discussdo ou Resultados e
Discusséo.

Apéndices

Se houver mais de um apéndice, eles devem ser identificados como A, B, etc. As formulas e
equac0es nos apéndices devem ser numeradas separadamente: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; em um
apéndice subsequente, a Eq. (B.1) e assim por diante. Da mesma forma para tabelas e figuras:
Tabela A.1; Fig. A.1, etc.

Informagcdes essenciais da pagina de titulo

* Titulo. Conciso e informativo. Os titulos sdo frequentemente usados em sistemas de
recuperacdo de informacdes. Evite abreviacbes e formulas sempre que possivel.
» Nomes e afiliagbes dos autores.Por favor, indique claramente o(s) nome(s) e sobrenome(s)
de cada autor e verifique se todos 0os nomes estdo escritos com precisdo. Vocé pode adicionar
seu nome entre parénteses em seu proprio script por tras da transliteracdo em inglés. Apresente
os enderecos de afiliacdo dos autores (onde o trabalho real foi feito) abaixo dos nomes. Indique
todas as afiliagdes com letra minuscula sobrescrita imediatamente apds o0 nome do autor e na
frente do endereco apropriado. Forneca o endereco postal completo de cada afiliacdo, incluindo
0 nome do pais e, se disponivel, o endereco de e-mail de cada autor.
« Autor correspondente.Indique claramente quem iré lidar com a correspondéncia em todas as
fases de arbitragem e publicacdo, também pds-publicacdo. Essa responsabilidade inclui
responder a quaisquer duvidas futuras sobre Metodologia e Materiais. Certifique-se de que o
endereco de e-mail seja fornecido e que os detalhes de contato sejam mantidos atualizados
pelo autor correspondente.
» Endereco atual/permanente. Se um autor se mudou desde que o trabalho descrito no artigo
foi feito, ou estava visitando no momento, um 'Endereco atual’ (ou 'Endereco permanente’) pode
ser indicado como uma nota de rodapé ao nome desse autor. O endereco em que o autor
realmente fez o trabalho deve ser mantido como o endereco principal de afiliagdo. NUmeros
arabicos sobrescritos sdo usados para essas notas de rodapé.

Destaques Os

destaques séo obrigatdrios para esta revista, pois ajudam a aumentar a descoberta de seu artigo
por meio de mecanismos de pesquisa. Eles consistem em uma pequena colecdo de marcadores
que capturam o0s novos resultados de sua pesquisa, bem como novos métodos que foram usados
durante o estudo (se houver). Por favor, dé uma olhada nos exemplos aqui: exemplo Destaques .

Os destaques devem ser enviados em um arquivo editavel separado no sistema de submissao
online. Por favor, use 'Destaques’ no nome do arquivo e inclua de 3 a 5 marcadores (maximo
de 85 caracteres, incluindo espacos, por marcador).

Resumo
Cada manuscrito deve incluir um resumo de cerca de 100-150 palavras, relatando de forma

concisa o objetivo e os resultados do artigo. Um resumo é muitas vezes apresentado separado
do artigo, por isso deve ser independente. Por esta razdo, as Referéncias devem ser evitadas,
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mas se essenciais, devem ser citadas na integra, sem referéncia a lista de referéncias. Além
disso, abreviaturas ndo padronizadas ou incomuns devem ser evitadas, mas, se essenciais,
devem ser definidas na primeira meng&o no proprio resumo.

Resumo grafico Um resumo

grafico é obrigatdrio para esta revista. Ele deve resumir o contetdo do artigo de forma concisa
e pictérica projetada para capturar a atencdo de um amplo publico online. Os autores devem
fornecer imagens que representem claramente o trabalho descrito no artigo. Os resumos
gréficos devem ser enviados como um arquivo separado no sistema de submissao
online. Tamanho da imagem: forneca uma imagem com um minimo de 531 x 1328 pixels (h x
w) ou proporcionalmente mais. A imagem deve ser legivel em um tamanho de 5 x 13 cm usando
uma resolucéo de tela regular de 96 dpi. Tipos de arquivo preferidos: arquivos TIFF, EPS, PDF
ou MS Office. Vocé pode ver exemplos de resumos graficos em nosso site de informacdes.
Os autores podem usar os Servicos de llustracdo da Elsevierpara garantir a melhor apresentacao
de suas imagens também de acordo com todos os requisitos técnicos.

Palavras

-chave Imediatamente ap06s o resumo, forneca no maximo 6 palavras-chave, usando a ortografia
americana e evitando termos gerais e plurais e conceitos multiplos (evite, por exemplo, "e",
"de"). Seja poupado com abreviaturas: apenas as abreviaturas firmemente estabelecidas no
campo podem ser elegiveis. Essas palavras-chave serdo usadas para fins de indexacdo. As
palavras-chave devem ser selecionadas, se apropriado, das seguintes classes: métodos tedricos,
métodos experimentais, fendmenos, materiais e aplicagdes.

Abreviaturas

Defina as abreviaturas que ndo sdo padrao neste campo em uma nota de rodapé a ser colocada
na primeira pagina do artigo. As abreviaturas inevitaveis no resumo devem ser definidas na
primeira meng¢do, bem como na nota de rodapé. Garanta a consisténcia das abreviaturas ao
longo do artigo.

Agradecimentos

Agrupe os agradecimentos em uma sec¢do separada no final do artigo antes das referéncias e,
portanto, ndo os inclua na pagina de rosto, como nota de rodapé ao titulo ou de outra
forma. Liste aqui aqueles individuos que forneceram ajuda durante a pesquisa (por exemplo,
fornecendo ajuda linguistica, assisténcia na redacdo ou revisdo do artigo, etc.).

Formatacéo das fontes de financiamento
Liste as fontes de financiamento desta forma padréao para facilitar o cumprimento dos
requisitos do financiador:

Financiamento: Este trabalho foi financiado pelos Institutos Nacionais de Saude [nUmeros de
concessdo xxxx, yyyy]; a Fundacdo Bill & Melinda Gates, Seattle, WA [nimero de concessao
zzz7]; e 0s Institutos da Paz dos Estados Unidos [numero de concessao aaaa].

N&o é necessario incluir descricbes detalhadas sobre o programa ou tipo de bolsas e
prémios. Quando o financiamento for de uma doag¢&o em bloco ou outros recursos disponiveis


https://www.elsevier.com/authors/journal-authors/graphical-abstract
https://webshop.elsevier.com/illustration-services/

106

para uma universidade, faculdade ou outra instituicdo de pesquisa, envie 0 nome do instituto ou
organizacéo que forneceu o financiamento.

Se nenhum financiamento foi fornecido para a pesquisa, inclua a seguinte frase:

Esta pesquisa ndo recebeu nenhuma bolsa especifica de agéncias de financiamento nos setores
publico, comercial ou sem fins lucrativos.

Nomenclatura e unidades

Unidades: O sistema Sl deve ser usado para todos os dados cientificos e laboratoriais; se, em
certos casos, for necessario citar outras unidades, estas devem ser acrescentadas entre
parénteses. As temperaturas podem ser dadas em Kelvin ou graus Celsius. A unidade 'bilhdo’
(10 ® na América, 10 *? na Europa) ¢ ambigua e no deve ser usada.

Simbolos e Abreviaturas: Devem ser usados apenas simbolos e formas de abreviatura
amplamente aceitos, mas sempre dé a expressao completa seguida da abreviatura na primeira
vez que aparecer no texto. As abreviaturas e simbolos usados em tabelas e figuras devem ser
explicados nas legendas. O numero de simbolos ndo deve exceder 10 por manuscrito.

Notas

de rodapé As notas de rodapé devem ser usadas com moderacao. Numere-0s consecutivamente
ao longo do artigo. Muitos processadores de texto podem incluir notas de rodapé no texto e esse
recurso pode ser usado. Caso contrario, indique a posi¢ao das notas de rodapé no texto e liste
as notas de rodapé separadamente no final do artigo. Nao inclua notas de rodapé na lista de
Referéncias.

Obra de arte
Arte eletrdnica
Pontos gerais

* Certifique-se de wusar letras e tamanhos uniformes em sua arte original.
* Incorpore as fontes wusadas se o aplicativo fornecer essa  opgdo.
* Procure usar as seguintes fontes em suas ilustragdes: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol ou use fontes semelhantes.
* Numere as ilustragbes de acordo com sua sequéncia no  texto.
« Use uma convencdo de nomenclatura logica para seus arquivos de arte.

. Forneca legendas para as ilustragoes separadamente.
* Dimensione as ilustragdes proximas as dimensdes desejadas da versdo publicada.
. Envie cada ilustragao como um arquivo separado.

 Assegure-se de que as imagens coloridas sejam acessiveis a todos, incluindo aqueles com
visdo de cores prejudicada.

Um guia detalhado sobre arte eletronica esté disponivel.
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Vocé e convidado a visitar este site; alguns trechos das informacGes detalhadas séo
fornecidos aqui.

Formatos

Se o seu trabalho artistico eletrénico for criado em um aplicativo do Microsoft Office (Word,
PowerPoint, Excel), forneca 'como estd" no formato de documento nativo.
Independentemente do aplicativo usado que ndo seja 0 Microsoft Office, quando sua arte
eletronica for finalizada, 'Salvar como' ou converter as imagens para um dos seguintes formatos
(observe os requisitos de resolucdo para desenhos de linha, meios-tons e combinagfes de
linha/meio-tom fornecidos abaixo ):

EPS (ou PDF): Desenhos vetoriais, incorpore todas as fontes usadas.

TIFF (ou JPEG): Fotografias coloridas ou em tons de cinza (meios-tons), mantenha no minimo
300 dpi.

TIFF (ou JPEG): Desenhos de linha em bitmap (pixels preto e branco puros), mantenha no
minimo 1000 dpi.

TIFF (ou JPEG): Combinacdes bitmap de linha/meio-tom (colorido ou em tons de cinza),
mantenha no minimo 500 dpi.

Por favor, ndo:

* Fornega arquivos otimizados para uso em tela (por exemplo, GIF, BMP, PICT, WPG); eles
normalmente tém um nimero baixo de pixels e um conjunto limitado de cores;

* Forneca arquivos com resolucdo muito baixa;

* Envie graficos desproporcionalmente grandes para o contetido.

Arte colorida

Certifique-se de que os arquivos de arte estejam em um formato aceitavel (TIFF (ou JPEG),
EPS (ou PDF) ou arquivos do MS Office) e com a resolucdo correta. Se, juntamente com o
artigo aceito, vocé enviar figuras coloridas utilizaveis, a Elsevier garantira, sem custo adicional,
que essas figuras aparecerdo em cores on-line (por exemplo, ScienceDirect e outros sites), além
da reproducdo em cores impressa. Mais informacdes sobre a preparacdo de arte eletronica .

Legendas das figuras

Certifique-se de que cada ilustracdo tenha uma legenda. Fornecer legendas separadamente, ndo
anexadas a figura. Uma legenda deve incluir um titulo breve ( ndo na propria figura) e uma
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descri¢do da ilustracdo. Mantenha o texto nas proprias ilustragdes ao minimo, mas explique
todos os simbolos e abreviaturas usados.

Tabelas

Por favor, envie as tabelas como texto editavel e ndo como imagens. As tabelas podem ser
colocadas ao lado do texto relevante no artigo ou em paginas separadas no final. Numere as
tabelas consecutivamente de acordo com sua aparéncia no texto e cologue as notas da tabela
abaixo do corpo da tabela. Seja parcimonioso no uso de tabelas e assegure-se de que os dados
nelas apresentados ndo dupliquem os resultados descritos em outras partes do artigo. Evite usar
regras verticais e sombreamento nas células da tabela.

Referéncias As

referéncias devem ser relevantes e atualizadas. As autocitacGes devem ser minimas e ndo devem
exceder 10%. Todas as publicacfes citadas no texto devem ser apresentadas em uma lista
de referéncias e vice-versa apos o texto do manuscrito.No texto referir-se as referéncias por
um numero entre colchetes na linha (por exemplo, Desde Lever [1] ), e a referéncia completa
incluindo o titulo deve ser dada em uma lista numérica no final do artigo. Todas as referéncias
citadas no resumo devem ser fornecidas na integra. Resultados ndo publicados e comunicacdes
pessoais ndo séo recomendados na lista de referéncias, mas podem ser mencionados no texto. Se
essas referéncias estiverem incluidas na lista de referéncias, elas devem seguir o estilo de
referéncia padréo da revista e incluir a substituicdo da data de publicacdo por "Resultados néo
publicados” ou "Comunicacgdo pessoal”. A citacdo de uma referéncia como "no prelo” implica
que o item foi aceito para publicacdo. Todos os manuscritos devem aderir consistentemente
ao Estilo de Referéncia, conforme descrito abaixo.

Referéncias de dados

Esta revista encoraja vocé a citar conjuntos de dados subjacentes ou relevantes em seu
manuscrito, citando-os em seu texto e incluindo uma referéncia de dados em sua Lista de
Referéncias. As referéncias de dados devem incluir os seguintes elementos: nome(s) do(s)
autor(es), titulo do conjunto de dados, repositorio de dados, versdo (quando disponivel), ano e
identificador global persistente. Adicione [dataset] imediatamente antes da referéncia para que
possamos identifica-lo corretamente como uma referéncia de dados. O identificador [conjunto
de dados] ndo aparecera em seu artigo publicado.

Software de gerenciamento de referéncia

A maioria dos periédicos da Elsevier tem seu modelo de referéncia disponivel em muitos dos
produtos de software de gerenciamento de referéncia mais populares. Isso inclui todos os
produtos que suportam estilos de linguagem de estilo de citacdo , como Mendeley . Usando
plug-ins de citacdo desses produtos, os autores sO precisam selecionar o modelo de revista
apropriado ao preparar seu artigo, apos o qual as citacdes e bibliografias serdo formatadas
automaticamente no estilo da revista. Se nenhum modelo ainda estiver disponivel para esta
revista, siga o formato das referéncias e citagdes de amostra conforme mostrado neste Guia. Se
vocé usa software de gerenciamento de referéncias, certifique-se de remover todos os codigos
de campo antes de enviar o manuscrito eletrénico.Mais informacBes sobre como remover
codigos de campo de diferentes softwares de gerenciamento de referéncia .
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Texto de estilo de referéncia : Indique as referéncias por nimero(s) entre colchetes de acordo
com o texto. Os autores reais podem ser referidos, mas o(s) nimero(s) de referéncia deve(m)
ser sempre indicado(s).

Exemplo: ... como demonstrado [3,6]. Barnaby e Jones [8] obtiveram um resultado
diferente...’

Lista: Numere as referéncias (nUmeros entre colchetes) na lista na ordem em que aparecem no
texto.

Exemplos:
Referéncia a uma publicacdo de periodico: As referéncias a artigos de periodicos devem incluir
0s numeros DOI.

[1] J. van der Geer, JAJ Hanraads, RA Lupton, A arte de escrever um artigo cientifico, J.
Sci. Comum. 163 (2010) 51-59. https://doi.org/10.1016/j.S¢.2010.00372.

Referéncia a uma publicagdo de  periodico com nimero de  artigo:
[2] J. van der Geer, JAJ Hanraads, RA Lupton, 2018. A arte de escrever um artigo
cientifico. Helido. 19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Referéncia a um livro:

[3] W. Strunk Jr., EB White, The Elements of Style, quarta ed., Longman, Nova York, 2000.
Referéncia a um capitulo em um livro editado:

[4] GR Mettam, LB Adams, Como preparar uma versao eletrénica de seu artigo, em: BS Jones,
RZ Smith (Eds.), Introducédo a Era Eletronica, E-Publishing Inc., Nova York, 2009, pp. 281-
304.

Referéncia a um site:

[5] Cancer Research UK, relatérios de estatisticas de céancer para o Reino

Unido. http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003
(acessado em 13 de margo de 2003).

Referéncia a um conjunto de dados:

[conjunto de dados] [6] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Dados de mortalidade
para a doenca da murcha do carvalho japonés e composicdes da floresta circundante, Mendeley
Data, v1, 2015. https:// doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Referéncia ao software:

[7] E. Coon, M. Berndt, A. Jan, D. Svyatsky, A. Atchley, E. Kikinzon, D. Harp, G. Manzini, E.
Shelef, K. Lipnikov, R. Garimella , C. Xu, D. Moulton, S. Karra, S. Painter, E. Jafarov, S.
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Molins, Simulador Terrestre Avancado (ATS) v0.88 (Versdo 0.88), Zenodo, 25 de margo de
2020. https:// doi.org/10.5281/zenod0.3727209.

Video

A Elsevier aceita material de video e sequéncias de animagdo para apoiar e aprimorar sua
pesquisa cientifica. Os autores que possuem arquivos de video ou animacao que desejam enviar
com seu artigo sao fortemente encorajados a incluir links para eles no corpo do artigo. Isso pode
ser feito da mesma forma que uma figura ou tabela, referindo-se ao contetdo do video ou da
animacéo e anotando no corpo do texto onde deve ser colocado. Todos os arquivos enviados
devem ser devidamente rotulados para que estejam diretamente relacionados ao contetdo do
arquivo de video. Para garantir que seu video ou material de animacdo seja diretamente
utilizavel, forneca o arquivo em um de nossos formatos de arquivo recomendados com um
tamanho maximo preferencial de 150 MB por arquivo, 1 GB no total.ScienceDirect . Por favor,
forneca 'stills' com seus arquivos: vocé pode escolher qualquer quadro do video ou animacéo
ou fazer uma imagem separada. Eles serdo usados em vez de icones padrdo e personalizardo o
link para seus dados de video. Para obter instrugdes mais detalhadas, visite nossas paginas de
instrucGes em video . Nota: uma vez que o video e a anima¢do ndo podem ser incorporados na
versdo impressa da revista, forneca texto para a versao eletronica e impressa para as partes do
artigo que se referem a este conteudo.

Visualizacdo de dados Inclua visualizagdes

interativas de dados em sua publicagdo e permita que seus leitores interajam e se envolvam
mais de perto com sua pesquisa. Siga as instrucdes aqui para saber mais sobre as opc¢des de
visualizagdo de dados disponiveis e como inclui-las em seu artigo.

Material

complementar Material complementar, como aplicativos, imagens e clipes de som, pode
publicado com seu artigo para melhoré-lo. Os itens suplementares enviados sdo publicados
exatamente como sdo recebidos (os arquivos do Excel ou do PowerPoint aparecerdo como tal
online). Envie seu material junto com o artigo e forneca uma legenda concisa e descritiva para
cada arquivo suplementar. Se vocé deseja fazer alteracdes em material complementar durante
qualquer etapa do processo, certifique-se de fornecer um arquivo atualizado. Ndo anote
quaisquer corregdes em uma versao anterior. Desative a op¢do 'Rastrear alteragdes' nos arquivos
do Microsoft Office, pois eles aparecerdo na verséo publicada.

Dados de pesquisa

Esta revista incentiva e permite que vocé compartilhe dados que apoiem sua publica¢do de
pesquisa, quando apropriado, e permite que vocé interligue os dados com seus artigos
publicados. Dados de pesquisa referem-se aos resultados de observacGes ou experimentacao
que validam os resultados da pesquisa. Para facilitar a reprodutibilidade e a reutilizacdo de
dados, esta revista também incentiva vocé a compartilhar seu software, cddigo, modelos,
algoritmos, protocolos, métodos e outros materiais Uteis relacionados ao projeto.

Abaixo estdo algumas maneiras pelas quais vocé pode associar dados ao seu artigo ou fazer
uma declaragéo sobre a disponibilidade de seus dados ao enviar seu manuscrito. Se vocé estiver
compartilhando dados de uma dessas maneiras, & recomendavel citar os dados em seu
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manuscrito e na lista de referéncias. Consulte a secdo "Referéncias" para obter mais
informacOes sobre citacdo de dados. Para obter mais informacbes sobre como depositar,
compartilhar e usar dados de pesquisa e outros materiais de pesquisa relevantes, visite a
pagina de dados de pesquisa .

Vinculacéo de dados

Se vocé disponibilizou seus dados de pesquisa em um repositorio de dados, pode vincular seu
artigo diretamente ao conjunto de dados. A Elsevier colabora com varios repositorios para
vincular artigos no ScienceDirect a repositorios relevantes, dando aos leitores acesso a dados
subjacentes que Ihes ddo uma melhor compreensédo da pesquisa descrita.

Existem diferentes maneiras de vincular seus conjuntos de dados ao seu artigo. Quando
disponivel, vocé pode vincular diretamente seu conjunto de dados ao seu artigo fornecendo as
informacdes relevantes no sistema de submissdo. Para obter mais informacoes, visite a pagina
de vinculacdo do banco de dados .

Para repositorios de dados suportados, um banner de repositdrio aparecera automaticamente ao
lado de seu artigo publicado no ScienceDirect.

Além disso, vocé pode vincular dados ou entidades relevantes por meio de identificadores no
texto de seu manuscrito, usando o seguinte formato: Banco de dados: xxxx (por exemplo, TAIR:
AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

Este periddico suporta Mendeley Data, permitindo que vocé deposite quaisquer dados de
pesquisa (incluindo dados brutos e processados, video, codigo, software, algoritmos, protocolos
e métodos) associados ao seu manuscrito em um repositorio de acesso aberto e gratuito
. Durante o processo de submissédo, ap6s o upload de seu manuscrito, vocé tera a oportunidade
de fazer upload de seus conjuntos de dados relevantes diretamente para Mendeley Data . Os
conjuntos de dados serdo listados e diretamente acessiveis aos leitores ao lado do seu artigo
publicado online.

Para obter mais informacGes, visite a pagina Mendeley Data for journals .
Dados em resumo

Vocé tem a opcao de converter uma ou todas as partes de seus dados brutos suplementares ou
adicionais em um artigo de dados publicado em Dados em resumo . Um artigo de dados € um
novo tipo de artigo que garante que seus dados sejam ativamente revisados, organizados,
formatados, indexados, recebam um DOI e sejam disponibilizados publicamente para todos
apos a publicagdo (assista a este video que descreve os beneficios de publicar seus dados
em Data in Brief ). Vocé é encorajado a enviar seu artigo de dados para Data in Brief como um
item adicional diretamente ao lado da versdo revisada de seu manuscrito. Se seu artigo de
pesquisa for aceito, seu artigo de dados sera automaticamente transferido para Data in
Briefonde sera revisado editorialmente, publicado em acesso aberto e vinculado ao seu artigo
de pesquisa no ScienceDirect. Observe que uma taxa de acesso aberto é paga para publicacédo
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em Data in Brief . Detalhes completos podem ser encontrados no site Data in Brief . Use este
modelo para escrever seu artigo de dados Dados em resumo .

MétodosX

Vocé tem a opcdo de converter protocolos e métodos relevantes em um ou Varios artigos
MethodsX, um novo tipo de artigo que descreve os detalhes de métodos de pesquisa
personalizados. Muitos pesquisadores gastam uma quantidade significativa de tempo no
desenvolvimento de métodos para atender as suas necessidades ou configuracdes especificas,
mas muitas vezes sem obter crédito por essa parte de seu trabalho. MethodsX, uma revista de
acesso aberto, agora publica essas informacdes para torné-las pesquisaveis, revisadas por pares,
citaveis e reproduziveis. Os autores sdo incentivados a enviar seu artigo MethodsX como um
item adicional diretamente ao lado da versdo revisada de seu manuscrito. Se seu artigo de
pesquisa for aceito, seu artigo de métodos sera automaticamente transferido para MethodsX,
onde serd revisado editorialmente. Observe que uma taxa de acesso aberto é paga para
publicacdo no MethodsX.Site MethodsX . Use este modelo para preparar seu artigo MethodsX.

Declaracéo de dados

Para promover a transparéncia, incentivamos vocé a declarar a disponibilidade de seus dados
em seu envio. 1sso pode ser um requisito do seu érgdo ou instituicdo financiadora. Se seus dados
ndo estiverem disponiveis para acesso ou inadequados para publicacdo, vocé terd a
oportunidade de indicar o motivo durante o processo de envio, por exemplo, declarando que os
dados da pesquisa sdo confidenciais. A declaracdo aparecerd com seu artigo publicado no
ScienceDirect. Para obter mais informacdes, visite a pagina Declaracéo de dados .

Uma nota adicionada na prova deve ser datada e o autor deve ter solicitado e recebido a
aprovacao do Editor.

Correcao de prova online

Para garantir um processo de publicacdo rapido do artigo, pedimos aos autores que nos
fornecam suas corre¢des de prova em até dois dias. Os autores correspondentes receberdo um
e-mail com um link para o nosso sistema de provas online, permitindo a anotacdo e correcdo
das provas online. O ambiente é semelhante ao do MS Word: além de editar o texto, vocé
também pode comentar figuras/tabelas e responder perguntas do Copy Editor. A prova baseada
na Web fornece um processo mais rapido e menos propenso a erros, permitindo que vocé digite
diretamente  suas correcdes, eliminando a possivel introducdo de  erros.
Se preferir, vocé ainda pode optar por anotar e fazer upload de suas edi¢cdes na versdo em
PDF. Todas as instrugdes para revisdo serdo dadas no e-mail que enviamos aos autores,
incluindo métodos alternativos a Versao online e PDF.
Faremos todo o possivel para que seu artigo seja publicado com rapidez e precisdo. Por favor,
use esta prova apenas para verificar a composicao, edicao, integridade e correcdo do texto,
tabelas e figuras. Alteracdes significativas no artigo aceito para publicagdo somente seréo
consideradas nesta fase com autorizagao do Editor. E importante garantir que todas as corregdes
sejam enviadas de volta para n6s em uma Unica comunicacdo. Por favor, verifique
cuidadosamente antes de responder, pois a inclusdo de quaisquer correcdes subsequentes ndo
pode ser garantida. A revisdo é de sua exclusiva responsabilidade.
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O autor  correspondente  recebera, sem  nenhum  custo, umLink de
compartilhamento personalizado, fornecendo 50 dias de acesso gratuito a verséo final publicada
do artigo no ScienceDirect . O Link de compartilhamento pode ser usado para compartilhar o
artigo por meio de qualquer canal de comunicacéo, incluindo e-mail e redes sociais. Por um
custo extra, as separatas em papel podem ser solicitadas através do formulério de pedido de
separatas que é enviado assim que o artigo for aceito para publicacdo. Tanto os correspondentes
quanto os coautores podem solicitar separatas a qualquer momento através dos Servigos de
Autor da Elsevier. Os autores correspondentes que publicaram seu artigo gold open access ndo
recebem um link de compartilhamento, pois sua versao final publicada do artigo esta disponivel
em acesso aberto no ScienceDirect e pode ser compartilhada atraves do link do artigo DOI.

10. CONSIDERACOES FINAIS

Com base na pesquisa cientifica desenvolvida neste trabalho, foi possivel verificar que
a revisdo dos artigos analisados demonstrou um grande potencial dos seus compostos bioativos,
com um grande interesse nas inddstrias quimicas, alimenticias e farmacéuticas, por seu poder
antioxidante. E importante entender qual método extrativo é mais eficaz na extracdo de
compostos bioativos, fendlicos e antioxidantes. A melhor alternativa a ser escolhida é a que
adeque processos de extracdo de produtos com baixo consumo de energia, operacdes unitarias
reduzidas, menor consumo de solventes convencionais e/ou uso de solventes biodegradaveis, e
gue promovam maior rendimento, com o prop6sito de quimica verde, onde a condicao extrativa
seja mais limpa e eficiente. Segundo Oliveira et al (2016), a grande preocupacao das inddstrias
é justamente desenvolver tecnologias inovadoras que apresentem essas caracteristicas.
Portanto, buscar estratégias diferentes de extracdes, integradas aos processos de tecnologias
limpas, demonstra um potencial inovador em pesquisas futuras. Assim como também ja existem
acordos internacionais e marcos regulatérios para um desenvolvimento mais sustentavel, dentro
deles encontra-se as ODS-2030, onde uma das normas regulamentadas, € a do uso sustentavel
dos recursos naturais, a conservacdo da diversidade bioldgica, bem como a utilizacdo
sustentavel dos seus componentes (EMBRAPA, 2018).

A utilizacdo de diferentes métodos de extracdo (ultrassom, maceracdo, fluido
supercritico), demonstrou neste trabalho que o método escolhido, bem como os diferentes
solventes utilizados, pode gerar uma maior quantidade de compostos bioativos. A
caracterizagdo da ora-pro-nobis (OPN) por Cromatografia liquida e também por Cromatografia
gasosa podem identificar e quantificar mais compostos fenolicos e antioxidantes existentes na
planta. Até que até o presente momento, poucos dados haviam sido explorados desta forma na
comunidade cientifica.

O método extrativo escolhido e solvente destacado: ultrassom e o etanol, demonstrou

no presente trabalho, que este método, bem como o solvente escolhido possuem caracteristicas
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que resultam em menor producdo de residuos toxicos, seguindo a ODS 2030, pois esta tem sido
a grande preocupacdo em colocar em pratica acdes mais sustentaveis, pelas industrias quimicas,
alimenticias.

Portanto, o método e condigdes escolhidas para se extrair os compostos bioativos das
folhas de ora-pro-nobis (Pereskia acuelata Miller), demonstraram eficiéncia para o proposito
exposto, além de atender requisitos da quimica verde, mostrando também o potencial que a
planta tem pata obter boas fontes de compostos fendlicos e antioxidantes.

Este fato é de extrema relevancia para a populacdo mundial, uma vez que a planta sendo
considerada uma PANC, se adapta em varios tipos de solos, sendo considerada como uma “erva
daninha”, vem colaborar mais uma vez para as ODS 2030, ajudando a erradicar a pobreza,
auxiliando no consumo e producdo responsaveis, e propondo uma quimica mais verde ao

Planeta.
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