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Dentre a diversidade de espécies de plantas alimenticias ndo convencionais (PANC), a Pereskia aculeata
Miller, conhecida popularmente como ora-pro-nobis (OPN), esta sendo consumida cada vez mais no Brasil.
O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade antioxidante e a composi¢ao das fragdes volatil e ndo volatil
das flores e frutos de OPN. A fracdo volatil foi isolada por hidrodestilacdo e por extracdo em fase sélida e
caracterizada por CG/EM e CG/DIC. Extratos aquosos obtidos das amostras foram avaliados quanto ao teor
total de compostos fenolicos (Folin-Ciocalteu) e a atividade antioxidante (DPPH, FRAP e ORAC). A
identificacdo dos acidos fendlicos, flavonoides e alcaloides presentes nessas matrizes foi conduzida por
CLAE/EMAR. Foram identificados um total de vinte e oito compostos volateis nas amostras. O 4cido
hexadecandico e o escaleno foram os Gnicos compostos detectados em todas as fragdes volateis. O acido
hexadecandico, linoleico, oleico e o fitol se destacaram quantitativamente. O g-linalol, a-terpineol, S-
farneseno e trans-nerolidol tém potencial para influenciar o aroma da FF. No que diz respeito a fracdo ndo
volatil, foram identificados 17 compostos (fendlicos e alcaloides) no FV e 11 na FF. A FF, entretanto,
apresentou maior potencial antioxidante do que os frutos, o que pode ser explicado pela concentracéo desses
compostos durante o processo de secagem dessas flores. Até onde sabemos, este é o primeiro estudo sobre
o perfil fitoquimico e a atividade antioxidante das flores da Pereskia aculeata Miller, além de apresentar
dados inéditos sobre o perfil de volateis dos frutos desta espécie.

Palavras-chave: frutos e flores de ora-pro-ndbis, composi¢do quimica, atividade antioxidante.

Among the diversity of species of unconventional food plants (UFP), Pereskia aculeata Miller, popularly
known as ora-pro-nébis (OPN), is being increasingly consumed in Brazil. The aim of the present study was
to evaluate the antioxidant capacity and phytochemical composition of the volatile and non-volatile
fractions of OPN. The volatile fraction was isolated by hydrodistillation and solid phase extraction and
characterized by GC/MS and GC/FID. Aqueous extracts obtained from the samples were evaluated for the
total phenolic content (Folin-Ciocalteu) and antioxidant activity (DPPH, FRAP and ORAC). The
identification of phenolic acids, flavonoids and alkaloids present in these matrices was carried out by
HPLC/HRMS. A total of twenty-eight volatile compounds were identified in the samples. Hexadecanoic
acid and scalene were the only compounds detected in all volatile fractions. Hexadecanoic acid, linoleic
acid, oleic acid and phytol stood out quantitatively. S-linalool, a-terpineol, -farnesene and trans-nerolidol
showed potential to influence FF aroma. Regarding the non-volatile fraction, 17 compounds (phenols and
alkaloids) were identified in FV and 11 compounds in FF. FF, however, showed greater antioxidant
potential than fruits, which can be explained by the concentration of these compounds during the drying
process of the flowers. As far as we know, this is the first study on the phytochemical profile and antioxidant
activity of Pereskia aculeata Miller flowers. Unpublished data on the volatile profile of the fruits of this
species is also being presented in this manuscript.
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1. INTRODUCAO

Dentre a diversidade de espécies de plantas alimenticias ndo convencionais (PANC), a
Pereskia aculeata Miller, conhecida popularmente no Brasil como ora-pro-nébis (OPN), é nativa
do continente americano [1] e consumida cada vez mais no sudeste do Brasil [2]. Sabe-se que 0s
compostos bioativos presentes na OPN estdo dispersos em todas as partes do vegetal [3]. Neste
contexto, substancias pertencentes ao grupo dos &cidos fendlicos [4], alcaloides [5] e flavonoides
[4, 6] descritas na espécie podem exercer agdes antioxidante, anti-inflamatéria, emoliente,
antitumoral e expectorante [5, 7, 8]. Além disso, algumas dessas substancias podem ser
precursoras de compostos influenciadores do aroma e da coloracdo de produtos gerados a partir
dessa planta [9]. Essas substancias sdo produzidas pelo metabolismo secundario da planta e suas
concentracdes podem variar substancialmente de acordo com as condi¢des ambientais (nivel de
exposicdo solar, disponibilidade hidrica, ataque de insetos etc.) [10]. Apesar desses compostos
bioativos serem frequentemente associados a efeitos benéficos, dependendo de seus teores nessas
matrizes alimentares e das quantidades consumidas, efeitos nocivos também podem ser
observados. Alguns alcaloides, por exemplo, podem ser alucindgenos, citotéxicos ou podem
interferir na pressdo sanguinea, favorecendo o desenvolvimento de hipertenséo [3, 4, 11, 12].

Silva et al. (2016) [13] afirmam que uma dieta diversificada é capaz de garantir a saude e o
desenvolvimento das atividades fisiologicas normais do individuo. Diante dessa afirmag&o, o0s
alimentos funcionais tém atraido cada vez mais consumidores em busca de uma vida mais
saudavel. Logo, o consumo de diversas partes dos vegetais, tais como as flores, pode contribuir
para a ingestdo de compostos bioativos, além de permitir novas experiéncias sensoriais e
gastrondmicas [14].

Até o momento, ndo ha relatos na literatura cientifica sobre a composicdo e a bioatividade das
fracOes volatil e ndo volatil das flores de Pereskia aculeata Miller. No que se refere aos frutos,
sabe-se que a frutificagdo ocorre entre os meses de junho e julho e os frutos podem ser
classificados como cactidios, suculentos, com pericarpo e sementes imersas [15]. Os frutos sdo
ricos em carotenoides e destaca-se a presenga de trans--caroteno, a-caroteno e luteina [6]. Silva
et al. (2018) [1] afirmam que o grau de maturacdo dos frutos da OPN pode influenciar sua
capacidade antioxidante. Considerando o exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade
antioxidante e a composicgao das fragdes volatil e ndo volatil de flores e frutos da espécie Pereskia
aculeata Miller.

2. METODOLOGIA

2.1 Material Vegetal

Os frutos de OPN (Figura 1) foram colhidos durante o més de julho de 2019 no Jardim
Botanico do Rio de Janeiro, Brasil (22°57'59.99" S; 43°12'60.00" W). Todo o procedimento foi
supervisionado pelos pesquisadores da instituicdo, Marcus Nadruz e Diego Gonzaga.
Posteriormente, o material foi lavado com agua destilada e seco com papel toalha. Ap6s a limpeza,
os frutos verdes (FV) e maduros (FM) foram separados, acondicionados em embalagens de
polietileno e levados ao freezer a -18°C.

Jé as flores (Figura 1) foram coletadas durante 0 més de janeiro de 2019 na area urbana de Rio
Verde, Goiés, Brasil (17°80'13.88" S; 50°93'03.84" W). Apos a identificacdo do material pelo
taxonomista Diego Gonzaga, a exsicata foi depositada no herbario (RB788542) do Jardim
Boténico do Rio de Janeiro para consultas futuras. As flores foram secas em estufa ventilada
(Marconi, MAO035, Brasil) a uma temperatura de 60°C por um periodo de 24 horas [16]. Em
seguida, foram moidas com o auxilio de um moinho analitico (Rl 2035, Philips Wallita, Brasil)
para obtencéo da farinha de flor (FF), que seguiu para os testes.
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Figura 1. Fruto verde e fruto maduro (esquerda); flor da espécie Pereskia aculeata Miller (direita).

2.2 Avaliacdo da Fragdo Volatil dos Frutos e Flores de Opn

2.2.1 Isolamento da Fracgdo Volatil de Frutos e Flores

A fragdo volatil de frutos e flores foi extraida por dois métodos distintos: hidrodestilagdo e
extracdo em fase sélida. A extragdo por hidrodestilagdo [17] foi realizada com o auxilio de um
aparelho de Clevenger que permitiu o isolamento dos 6leos essenciais (OE) dos FV, FM e FF. Os
FV e FM foram macerados com as cascas e sementes antes do processo de extracdo. Cerca de 30
g de cada uma dessas matrizes (FV, FM e FF) sofreram hidrodestilacdo com 500 mL de agua
destilada por um periodo de 4 horas a uma temperatura de 100°C. Ao final da hidrodestilacéo,
cada um dos Gleos essenciais produzidos nesse processo foi extraido do equipamento com o
auxilio de 10 mL de acetato de etila. A agua residual foi eliminada por contato com sulfato de
sodio anidro e o solvente por arraste com fluxo de gas nitrogénio. Os 6leos essenciais obtidos
foram armazenados em vials individuais em um freezer a -18°C até a realizagdo das andlises
cromatograficas. Para o isolamento da fragdo volatil por extracdo em fase sélida, primeiramente
foram produzidos extratos aquosos. Cerca de 2,0 g de FV, FM (ambos ap6s maceragcao com cascas
e sementes) ou FF foram extraidos com agua em ebuli¢do (50 mL) por 5 minutos com agitagdo
manual. Depois dessa etapa, cada extrato foi rapidamente resfriado sob agua corrente, filtrado e
seu volume foi ajustado para 100 mL com &gua destilada a temperatura ambiente. Cada um desses
extratos foi forcado a atravessar coluna contendo 700 mg do adsorvente Porapak Q ativado,
seguindo o método descrito previamente por Moreira et al. (2002) [18]. Na sequéncia, a coluna
foi invertida, lavada com 20 mL de agua destilada e os compostos adsorvidos foram extraidos
com 100 mL de acetona. O extrato em acetona foi concentrado até 50 uL com o auxilio de um
fluxo de gas nitrogénio. Esses extratos concentrados de cada uma das matrizes em estudo foram
armazenados em vials individuais em um freezer a -18°C até a realizagdo das analises
cromatograficas.

2.2.2 Determinacé&o do Perfil de Compostos Volateis de Frutos e Flores de Opn

a) Cromatografia Gasosa Acoplada A Espectrometria De Massas (Cg/Em)

A identificacdo dos compostos volateis presentes nos 6leos essenciais ou nos extratos em
acetona das matrizes analisadas (FV, FM e FF) foi conduzida com o auxilio de um sistema de
cromatografia gasosa/espectrometria de massas do tipo GC-2010Plus/GCMS-QP2010 da
Shimadzu (Japdo). Nesse processo, utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25
mm d.i.) revestida de poli-dimetil-siloxano (100 %), com espessura de filme de 0,25 um (SPB-1,
Supelco, EUA). A temperatura do forno cromatografico foi programada inicialmente para
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permanecer a 40 °C por cinco minutos. Posteriormente, a temperatura aumentou de 40 °C para
270 °C a uma taxa constante de 2°C/minuto, sendo mantida por vinte minutos nessa uUltima
temperatura. A temperatura do injetor foi fixada em 250°C, enquanto as temperaturas da fonte de
ions e da interface com o CG foram mantidas em 290°C. O espectrémetro de massas operou em
uma voltagem de ionizagdo de 70 eV, realizando varreduras na faixa de 30 a 400 m/z em ciclos
de trés décimos de segundo. O géas hélio foi usado como gas carreador em um fluxo de 1,0
mL/minuto. Os bleos essenciais foram diluidos em 50 pL de acetato de etila antes da inje¢do no
sistema cromatografico. Os éleos essenciais diluidos e 0s extratos em acetona provenientes da
extracdo em fase solida foram injetados no sistema em um volume correspondente a 1 UL em split
de 1:20. Estabeleceu-se como tempo de corte para o solvente (acetato de etila) um total de 2,9
minutos. A identificacdo dos compostos baseou-se na comparacdo de seus espectros de massas
com os disponiveis nas bibliotecas NIST12.lib e NIST62.lib, contidas no software gerenciador
desse sistema de CG/EM. A identificagédo foi complementada por coelui¢éo desses extratos com
padrdes externos disponiveis no laboratério e pelo uso dos indices de Kovats [19]. Esses indices
foram estimados com o auxilio de uma mistura de alcanos saturados (Ce-Cz6 — 1.000 pg de cada
componente / mL de hexano).

b) Cromatografia Gasosa com Detector de lonizagdo em Chama (Cg/Dic)

Os compostos volateis contidos nos 6leos essenciais diluidos ou nos extratos em acetona
provenientes da extracdo em fase solida foram separados e quantificados com o auxilio de um
sistema de cromatografia gasosa contendo um detector de ionizagdo em chama (GC-2010Plus).
A coluna e as condigdes cromatograficas foram as mesmas descritas anteriormente. A temperatura
do detector foi fixada em 290°C. A quantificacdo dos compostos volateis dessas matrizes foi
conduzida pela técnica de normalizagéo de area.

2.3 Avaliacdo da Fracgdo ndo Volatil dos Frutos e Flores de Opn

2.3.1 Preparacédo dos Extratos Aquosos

Inicialmente, para a avaliacdo da fracdo ndo volatil, foram produzidos extratos aquosos de
acordo com o trabalho prévio de Souza et al. (2019) [17], com pequenas modifica¢Bes: cerca de
2,0 g de FV, FM (ambos ap6s maceracdo com cascas e sementes) ou FF foram extraidos com
agua em ebuli¢do (50 mL) por 5 minutos com agitacdo manual. Depois dessa etapa, cada extrato
foi rapidamente resfriado sob agua corrente, filtrado e seu volume foi ajustado para 100 mL com
agua destilada a temperatura ambiente. Aliquotas desses extratos foram utilizadas para o
desenvolvimento dos protocolos experimentais que permitiram a determinacdo do teor total de
compostos fendlicos e da atividade antioxidante dos frutos e flores. Para o estabelecimento do
perfil de compostos fendlicos desses frutos e flores, uma aliquota de 10 mL de cada extrato aquoso
foi concentrada a vacuo até a secura com o auxilio de um aparelho SpeedVac (Thermo Scientific,
EUA). Antes da analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas de alta resolugdo (CLAE/EMAR), os solidos soliveis obtidos na etapa anterior foram
ressuspensos em solucdo de metanol-agua (1:1, v/v) e os extratos resultantes foram filtrados em
membrana Durapore® de 0,45 um (Millipore, Alemanha).

2.3.2. Teor Total de Compostos Fendlicos

O contetdo total de compostos fendlicos (CTF) foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu [20]. Uma aliquota de 0,1 mL de extrato aquoso (0,02 ¢
mL?) de FV, FM ou FF foi misturada em um tubo de ensaio com 0,5 mL do reagente de Folin-
Ciocalteu. Depois disso, o tubo foi mantido no escuro por 5 minutos e, em seguida, foram
adicionados 0,4 mL de solucdo de Na,COs 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
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solucdo foi registrada em 760 nm com o auxilio de um espectrofotémetro (Edutec, EEQ-9023,
Brasil). Os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de acido galico (EAG) por
grama de amostra. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.3.3 Determinagéo da Atividade Antioxidante de Frutos e Flores

a) Ensaio com Dpph

A atividade antioxidante foi monitorada pelo ensaio com o reagente 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH), conforme descrito por Govindarajan et al. (2003) [21]. As leituras foram
realizadas em espectrofotémetro (Edutec, EEQ-9023, Brasil) a 515 nm. Quatro novas solucdes de
cada amostra foram preparadas a partir dos respectivos extratos aquosos originais (0,10 mg mL"
10,30 mg mL"%; 0,60 mg mL ! e 1,0 mg mL"?) para serem utilizadas no ensaio com o DPPH. Os
resultados foram expressos como Clsy (concentracdo inibitdéria média), que corresponde a
concentragdo de amostra capaz de neutralizar 50% dos radicais livres DPPH. Todas as anélises
foram realizadas em triplicata.

b) Ensaio com Frap

A atividade antioxidante também foi determinada pelo método de FRAP (Ferric Reduction
Antioxidant Power) [22]. O reagente FRAP foi preparado misturando-se as solucdes estoque de
tampédo acetato (300 mM, pH 3,6), cloreto férrico (20 mM) e TPTZ (2,4,6-Tris-(2-piridil)-s-
triazina, 10 mM). Uma aliquota de 0,3 mL de cada extrato foi misturada de forma independente
com 2,7 mL do reagente FRAP por 30 minutos no escuro a temperatura ambiente. As leituras de
absorvéancia foram efetuadas a 595 nm em um espectrofotdmetro (Sequoia-turner, modelo-340,
EUA). Para fins de célculo, a curva padrao foi feita com solugdes de sulfato ferroso em diferentes
concentragdes (500, 1.000, 1.500 e 2.000 mM). Os resultados foram expressos em mM de
equivalentes de sulfato ferroso por grama de amostra (MM E FeSO4)/g de amostra).

¢) Ensaio De Orac

A atividade antioxidante foi monitorada pela captura de radicais peroxil gerados por uma fonte
radicalar, 2,2’-azobis(2-amidinopropano)diidrocloreto (AAPH), a uma temperatura de 37°C [23,
24]. Esse teste de ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) foi realizado em microplaca de
96 pogos em duplicata com oito concentragdes de cada amostra com o auxilio da leitora
multimodal de microplaca SpectraMax i3X (Molecular Devices, EUA). Adicionou-se
fluoresceina as amostras e ao padréo e a placa ficou incubada a 37°C por 10 minutos. Em seguida,
adicionou-se o reagente AAPH, indutor da producgéo de radicais peroxil. A placa foi incubada
novamente a 37°C e as leituras realizadas em mddulo de fluorescéncia (excitagdo em 485 nm e
emissdo em 535 nm) a cada 5 minutos por 3 horas. Para fins de célculo, foi montada uma curva
padrdo com Trolox (6-hidréxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico). Os resultados foram
expressos em umol de equivalentes Trolox (ET)/ g de amostra.

2.3.4 Determinacéo do Perfil de Compostos Fendlicos por Clae/Emar

Para o estabelecimento do perfil de compostos fendlicos dos extratos de FV, FM e FF utilizou-
se um cromatografo liquido Ultimate 3000 da Thermo Scientific (EUA), com coluna de fase
reversa C18 (100 mm x 4,6 mm d.i., 3 um de tamanho de particula) da Agilent (EUA), acoplado
aum espectrémetro de massas de alta resolucéo Q-Exactive também da Thermo Scientific (EUA),
com fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI) operando inicialmente em modo negativo com
voltagem de 3,5 kV, gas de bainha 30 U, gas auxiliar 10 U, temperatura do capilar 350°C,
temperatura do gas auxiliar 250°C, lentes de tubo: 55 V e faixa de varredura de massas de 150-
700 m/z. Essa analise foi realizada com um sistema de eluicdo binario que consistia de agua
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deionizada (fase A) e metanol (fase B), ambos acidificados com 0,1 % de &cido férmico, operando
em gradiente linear: 0 minuto, 93:7 (fase A:fase B), v/v; 10 minutos, 70:30 (A:B), v/v; 15 minutos,
50:50 (A:B), v/v; 18 minutos, 30:70 (A:B), v/v; 20 minutos, 20:80 (A:B), v/v; 23 minutos, 100 %
da fase B - configuragdo mantida até 26 minutos; 28 minutos, 93:7 (A:B), v/v - configuragdo
mantida até o tempo final da corrida aos 33 minutos com fluxo de 0,3 mL min‘t, volume de injecdo
de 10 pL e temperatura da coluna de 20°C. Para o estudo de fragmentacdo foi utilizado o
experimento PRM (Parallel Reaction Monitoring — Monitoramento de Reagdes Paralelas) com
energias de colisdo igual a 30 eV. A identificacdo dos compostos fendlicos foi realizada pela
comparacdo de seus espectros de fragmentacdo com os dados encontrados na literatura e foi
complementada com o auxilio de padrdes comerciais (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha)
disponiveis no laboratério: &cido galico, acido protocatequinico, acido gentisico, acido cafeico,
acido p-cumarico, acido vanilico, acido ferdlico, acido eldgico, catequina, epicatequina, rutina,
quercetina, naringenina, luteolina e kaempferol. Foram preparadas solu¢cGes metandlicas desses
padrdes na concentracdo de 1 mg mL™. A partir dessas solucdes, preparou-se uma solucdo
contendo uma mistura desses padrdes na concentracgéo de 50 pg mL™. Essa solugdo com a mistura
de padrdes foi analisada nas mesmas condi¢fes cromatogréficas usadas nas analises das amostras.
Os dados foram processados no software Xcalibur™ da Thermo Scientific (EUA).

As amostras também foram analisadas com o sistema operando em modo positivo nas mesmas
condigdes descritas anteriormente. A andlise foi realizada com &gua deionizada acidificada com
0,1 % de &cido férmico (Fase movel A) e metanol acidificado com 0,1% de acido férmico (Fase
movel B). A programacdo em gradiente utilizada iniciou-se com 93:7 (A:B, v/v), depois foi para
70:30 (A:B, v/v) em 10 minutos, 50:50 (A:B, v/v) em 5 minutos, 30:70 (A:B, v/v) em 3 minutos,
20:80 (A:B, v/v) em 2 minutos e 100 % de B em mais 3 minutos, totalizando 23 minutos de
corrida cromatografica Nesta andlise, os alcaloides foram anotados pela comparacdo de seus
espectros de fragmentacdo com os dados encontrados na literatura.

2.4 Caracterizacdo Fisico-Quimica dos Frutos

Os FV e FM coletados foram avaliados quanto ao seu peso, diametro longitudinal e transversal,
pH e teor de solidos solUveis. A pesagem dos frutos (gramas) foi realizada em balanga analitica
(AY220, Shimadzu, Japdo). A mensuracdo do didametro longitudinal e transversal (mm) foi
determinada com o auxilio de um paquimetro (DISMA, 150 mm, Brasil). O teor de sélidos
sollveis (°Brix) foi determinado de acordo com o protocolo estabelecido pela AOAC [25],
utilizando uma solugdo de 0,11 g mL* e um refratdbmetro (QUIMIS, Q-767.Al, Brasil). O
potencial hidrogeni6nico (pH) foi medido com o auxilio de um medidor de pH (HMMPB-210,
HighMed, Brasil), de acordo com o protocolo da AOAC [25]. Todas as analises quimicas foram
realizadas em triplicata, enquanto as analises fisicas foram realizadas com 20 repetigdes.

2.5 Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software GraphPad Prism 6.0. Os
dados obtidos passaram por uma analise de variancia (One-Way ANOVA), com pds-teste de
Pearson e testes t multiplos, sendo p < 0,05 considerado estatisticamente significativo. Para a
andlise dos componentes principais (ACP) foi utilizado o software XLstast v.2014.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Fragdo Volatil

Os compostos volateis identificados nos frutos e flores de P. aculeata Miller estdo listados na
Tabela 1. Até onde sabemos, esse € 0 primeiro estudo que trata da composi¢do quimica das fragdes
voléteis dos frutos e flores dessa planta alimenticia ndo convencional. As extracdes dos dleos
essenciais apresentaram rendimentos de 0,02% (FV), 0,18% (FM) e 0,02% (FF). Considerando
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as duas técnicas de isolamento empregadas (hidrodestilacdo e extracdo em fase sélida), no total
foram identificados vinte e oito compostos volateis nas amostras analisadas, sendo sete
pertencentes ao grupo dos compostos terpénicos e vinte e um ao grupo dos compostos ndo-
terpénicos.

Seis acidos graxos foram identificados nessas amostras de frutos e flores, porém o éacido n-
hexadecandico foi o Gnico composto dessa classe encontrado em todas as amostras analisadas,
tanto em seus 6leos essenciais, quanto em seus extratos aquosos. Esse acido graxo foi o composto
majoritario dos Oleos essenciais do FV e do FM e o segundo composto em importancia
guantitativa no 6leo essencial da FF. Vale destacar que esse acido graxo livre foi 0 componente
mais abundante encontrado nas fragGes volateis de todos os extratos aquosos analisados (FV, FM
e FF). Kumar e Rajakumar (2016) [26] atribuiram a este &cido graxo atividade anti-inflamatéria,
nematicida, pesticida, lubrificante, antioxidante e hipocolesterolémica. Os &cidos linoleico
(16,15%) e oleico (6,97%) também foram encontrados em concentragdes expressivas nos 6leos
essenciais do FV. O teor de acido oleico do FM (9,00%) mostrou-se ainda maior do que no FV.

Os aldeidos s6 foram detectados na FF de OPN. Nesse grupo, apenas o hexadecanal foi
encontrado tanto no 6leo essencial, quanto na fracdo volatil isolada do extrato aquoso por extragdo
em fase sélida.

A extracdo em fase solida dos compostos volateis dos extratos aquosos permitiu o isolamento
de quatro ésteres, sendo que somente o miristato de isopropila estava presente nas trés amostras
analisadas (FV, FM e FF).

Com relagdo a classe dos hidrocarbonetos, o metil-octosano merece destaque por ser um dos
componentes majoritarios (9,03%) do 6leo essencial do FM.

No grupo dos compostos terpénicos, o fitol merece destaque. Esse diterpeno oxigenado foi
encontrado nos 6leos essenciais de todas as amostras analisadas em concentragdes relativamente
elevadas. No Gleo essencial da FF ele foi 0 composto majoritario, correspondendo a 62,42% do
conteldo dessa matriz. No 6leo essencial do FV ele foi o terceiro composto mais concentrado
(11,96%) e no FM o quarto composto em termos de concentragdo (2,69%). Costa et al. (2016)
[27] correlacionaram a atividade antioxidante do fitol a uma resposta positiva no tratamento de
doencas relacionadas ao estresse oxidativo. Quando comparamos essas concentragdes de fitol
(Tabela 1) com a quantidade desse composto (5,11 — 29,4%) presente nas folhas dessa mesma
espécie [28], nota-se que os 6leos essenciais das flores sdo mais ricos em fitol do que os dleos
essenciais das folhas e que, por sua vez, esses 6leos essenciais das folhas apresentam em média
mais fitol do que os 6leos essenciais isolados dos frutos (verdes ou maduros). Os monoterpenos
oxigenados g-linalol e a-terpineol, o sesquiterpeno S-farneseno e 0 sesquiterpeno oxigenado
trans-nerolidol foram detectados exclusivamente na FF para ambas as técnicas de extracdo
utilizadas. Cortez-Pereira et al. (2009) [29] afirmam que a classe terpénica possui varios
compostos que apresentam limiares de odor em agua baixos. Quanto menor € o limiar de odor de
uma substancia volatil e maior é a sua concentragdo, maior sera seu potencial para influenciar o
aroma da matriz da qual faz parte [30]. Dessa forma, pode-se considerar que esses quatro
compostos terpénicos tém potencial para contribuirem de forma significativa para o aroma da FF
de Pereskia aculeata Miller.

O linalol possui um limiar de odor em 4gua de 6 ug L™ e tem seu odor caracterizado como
floral, citrico e de laranja. O trans-nerolidol possui limiar de odor em agua de 12 pg L e seu
aroma é associado a notas amadeiradas, de maga, citricas e doces. O B-farneseno é descrito como
um composto de odor herbéceo, citrico, amadeirado e floral, apresentando um limiar de odor em
agua de 87 pg L. Por Gltimo, o a-terpineol, com seu limiar de odor em &gua (330-353 ug L?)
um pouco mais elevado do que os demais, tem seu aroma associado a notas de fruta e folhas [17,
31]. O triterpeno esqualeno foi o Unico composto terpénico encontrado em todas as amostras,
independente da técnica de isolamento aplicada. Sabe-se que essa substancia pode ser encontrada
em plantas e animais, sendo subproduto da via do mevalonato. Com base em dados da literatura,
é possivel classificd-la como uma substancia com potencial antineoplésico, apresentando
atividade estimulatoria do sistema imune e prevenindo danos cardiovasculares devido a sua
capacidade antioxidante [32, 33].

A fim de avaliar as semelhancas ou diferengas entre as amostras analisadas no presente estudo
(FV, FM e FF), realizou-se a andlise multivariada conhecida como anélise dos componentes
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principais (ACP) com os compostos identificados nas fracfes volateis dessas matrizes (Tabela 1).
A soma das variancias das componentes principais F1 e F2 explicam 90% da variancia dos dados
associados a essas amostras (Figura 2), sendo que a componente principal F1 contribui com
72,64% dessa variancia e a componente secundaria F2 com 17,36%. O &cido N-hexadecandico,
acido cis-vaccénico, hexadecanal, nonanal, decanal, tetracosano, pentacosano, isofitol e f-
farneseno sdo relevantes para a formagéo do eixo F1. Por outro lado, o miristato de isopropila,
heneicosano e fitol participam do eixo F2. Pela anélise do grafico da Figura 2 é possivel perceber
uma maior dispersdo entre os 6leos essenciais € um maior agrupamento entre 0s extratos em
acetona obtidos por extracdo em fase sélida. De qualquer forma, aparentemente o método de
isolamento empregado para a obtencédo das fracdes volateis dessas amostras tem grande influéncia
sobre a composicdo quimica dessas fracoes.

Biplot (eixos F1 e F2: 90,00 %)

16

OFF

12

C25

F2 (17,36 %)

OFV

& OFM
0 } } b T —e | }
[y [ ]
CIg; Q2

EAFM

EAFV
EAEF

-12 -8 -4 0 4 8 12 16
F1(72,64 %)

Figura 2. Analise dos componentes principais indicando a disperséo entre frutos e flor de acordo com a
concentracao dos compostos identificados na tabela 1 (C1 até C28); OFV: dleo essencial do fruto verde;
OFM: 6leo essencial do fruto maduro; OFF: dleo essencial da farinha de flor; EAFV: extrato em
acetona dos compostos volateis do fruto verde; EAFM: extrato em acetona dos compostos volateis do
fruto maduro; EAFF: extrato em acetona dos compostos volateis da farinha de flor; F1: componente
principal 1; F2: componente principal 2.
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Tabela 1. Compostos volateis identificados nos frutos e flores de Pereskia aculeata Miller.

Oleo Essencial Extracdo em Fase Solida
COMPOSTOS IDENTIFICADOS LRI LRI FV FM FF FV FM FF ODOR™
COMPOSTOS NAO TERPENICOS
ACIDOS GRAXOS
Acido tetradecanoico 1748 1748N  1,02% - - - - 1,39% Ceroso
2Acido n-hexadecandico 1951 1957N  43,34% 31,05% 11,88% 9,97% 8,26%  9,21% Ceroso
3Acido linoléico 2114 2113N  16,15% - 0,5% - - 0,5%  gorduroso
“Acido oleico 2118 21167 6,97%  9,00% - - - - gorduroso
SAcido cis-vaccénico 2125 21417  0,45% - - - - - gorduroso
8Acido octadecandico 2147 2142N  1,32% - - - - 1,39%  gorduroso
ALDEIDOS
"Nonanal 1077 1077V - - - - - 0,72% aldeidico
8Decanal 1177 1178N - - - - - 0,70% aldeidico
9Hexadecanal 1826 1830° - - 2,36% - - 0,44% Ceroso
ESTERES
OTriacetina 1285 1310N - - - - 1,14% - frutado
" Miristato de isopropila 1812 1810° - - - 1,38% 0,85%  2,45% oleoso
12Palmitado de isopropila 2011 2010° - - - 2,57% - 2,95% oleoso
BEsterato de metila 2105 2105° - - - - - 1,16% Ceroso
HYDROCARBONETOS
4Heneicosano 2197 2100°  0,64% - - 1,57% - 1,12% Ceroso
5Tetracosano 2397 2400° 1,05% - - - - - -
16pentacosano 2497 2500° 1,04% - - - - - -
172-Metil-hexacosano 2693 2664° 1,27% - 1,83% - - - -
182_metilloctosano 2890 2860° 0,48% 9,03% - 1,18% - - -
MISCELANEA
19 4-Metoxi-benzaldeido 1200 1200V - - - - - 3,16% alcoolico
20 Hexil octil sulfito 2048 2036¢ 0,66% - - - - - -
21 2-Oxooctadecanoato de metila 2213 2196° - - 0,64% - - - -

COMPOSTOS TERPENICOS
MONOTERPENO OXIGENADO
22 5| inalol 1079 1079V - - 2,76% - - 2,10% floral

(continua)
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Oleo Essencial

Extracdo em Fase Solida

COMPOSTOS IDENTIFICADOS

2 g-Terpineol

DITERPENO OXIGENDADO

24 |1sofitol

S Fitol

TRITERPENO

% Esqualeno

SESQUITERPENO

27 B-Farneseno

SESQUITERPENO OXIGENADO
28 (+)-trans-Nerolidol

LRI
1161

1934
2094

2792

1439

1834

LRI
1198N

1942N
2091°

2833N
1439N

1864 ¢

FV FM FF
- - 0,88%
0,56% - 0,49%

1196%  2,69% 62,42%
2,59% 1,63% 2,31%
= = 0,35%

- - 1,30%

FV FM FF
- - 2,31%

- - 0,49%

121% 137% 2,21%
= = 0,30%

- - 1,20%

ODOR™
floral

floral
floral

floral
amadeirado

floral

LRI - indices de Kovats calculados; LRI* - indices de Kovats obtidos da literatura **: Descri¢do do odor obtido pela plataforma Good Scents Company
(2019); N - NIST, 2019; P — PubChem, 2019; ©— ChemSpider, 2019. FV: fruto verde; FM: fruto maduro; FF: farinha de flor.
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3.2 Fragéo n&o Volatil (Acidos Fendlicos, Flavonoides E Alcaloides)

Os compostos ndo volateis das classes dos acidos fendlicos, flavonoides e alcaloides dos frutos
verdes e das flores de OPN também foram analisados (Tabela 2). Nesse caso, utilizou-se a
CLAE/EMAR, conforme descrito na parte de metodologia. Infelizmente, problemas técnicos
inviabilizaram a analise dos frutos maduros e ndo foi possivel realizar nova tentativa por conta da
escassez de amostra da mesma partida. Sendo assim, ndo hé dados disponiveis no presente trabalho
sobre a composicao de compostos fendlicos e alcaloides dos frutos de OPN maduros. No total,
foram identificados dezessete compostos, sendo oito &cidos fendlicos, cinco flavonoides e quatro
alcaloides. O extrato do fruto verde apresentou maior diversidade de compostos (17) em relagdo a
flor (11). Nenhum flavonoide foi detectado nos extratos das flores de OPN. Vale lembrar que a
extracdo das flores foi realizada com a farinha de flor, que estava desidratada e moida; diferente
dos frutos que ndo passaram por secagem. Logo, compostos bioativos podem ter sido perdidos
durante o processo de secagem e armazenamento [34].

Sabe-se que os &cidos fendlicos e flavonoides sdo 0s compostos mais abundantes da classe
fenolica vegetal [35, 36]. O &cido caféico, o acido p-cumaérico, o &cido fertlico e 0 Kaempferol
também j& haviam sido identificados em amostras de OPN, mais especificamente como
constituintes dos extratos hidrometandlicos (30:70, v/v) das folhas de Pereskia aculeata Miller
[37]. O acido gélico, acido protocatéquico, acido gentisico e acido vanilico foram encontrados em
ambos os extratos analisados no presente estudo (do FV e da FF). O &cido elégico e a epicatequina
foram detectados apenas no extrato do FV. Estudos recentes demonstram acdo antioxidante [38],
antitumoral [39], anti-inflamatéria [40] e antimicrobiana [41] para o &cido galico. Abedi et al.
(2020) [42] associaram o &cido gentisico a um potencial anti-inflamatério, neuroprotetor,
analgésico, antimicrobiano e antioxidante. Sharma et al. (2020) [43] atribuiram ao acido vanilico
propriedades antioxidante, anti-inflamatéria e cardioprotetora.

Os flavonoides quercetina, naringenina, luteolina e Kaempferol também s6 foram encontrados
nos extratos dos FV da OPN. Segundo Garcia et al. (2019) [44], a quercetina (3,06 mg g) e
Kaempferol (0,819 mg g*) também podem ser encontrados nos extratos hidrometandlicos (1:20,
v/v) das folhas de Pereskia aculeata Miller. Souza et al. (2014) [45] também relata em seu trabalho
a presenca do Kaempferol nas folhas de OPN. Wong et al. (2013) [46] atribui & quercetina e ao
Kaempferol atividade inibitoria do crescimento de Staphylococcus aureus. A luteolina também é
encontrada em outras fontes vegetais e é caracterizada como um potente anti-inflamatorio [47].
Agostini-Costa et al. (2012) [6] citaram em seu estudo a deteccdo de luteolina (6,5 mg g*) em
extratos ceténicos de frutos maduros de OPN.

Neste estudo, foi observada a presenca de quatro alcaloides: abrina, triptamina, hordenina e
mescalina. A abrina e a triptamina possuem atividade adrenérgica [48, 49], antioxidante e
antiproliferativa [50]. De acordo com De Castro et al. (2012) [51] e Pinto et al. (2015) [52] a espécie
P. aculeata Miller também apresentou esses quatro alcaloides na fragdo hidrometanolica produzida
a partir de suas folhas. Segundo esses autores, essas substancias podem estar correlacionadas a
presenca abundante de proteinas na matriz vegetal, possibilitando a formacéo de alcaloides pelo
agrupamento de aminas. Cassels e Saez-Pérez (2018) [53] relata que a mescalina e a hordenina
podem ser encontradas em diversas espécies da familia Cactaceae, sendo os alcaloides com maior
nimero de estudos publicados. No presente estudo, os quatro alcaloides mencionados
anteriormente foram identificados nos extratos das flores e frutos verdes de OPN.
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Tabela 2. Compostos identificados nos extratos aquosos de fruto e flor de Pereskia aculeata Miller por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas de Alta Resolugéo
(CLAE-EMAR).

sty M H )
Virpe  FLOR
Acido galico (AF) MN C7HsOs 11,66 169,01335 169,01344
Acido protocatéquico (AF) MN C7Hs04 16,35 153,01837  153,01843
Epicatequina (F) MN Ci5H1406 20,10 289,07227 -
Acido Gentisico (AF) MN C7H6O4 19,90 153,01837 153,01839
Acido cafeico (AF) MN CoHgO4 20,67 179,03421 179,03426
Acido vanilico (AF) MN CsHgO4 20,68 167,03438 167,03429
Acido p-cumérico (AF) MN CoHs03 22,75 163,03917 163,03920
Acido ferlico (AF) MN C10H1004 22,94 193,05002 193,05009
Acido elagico (AF) MN C14HeOs 24,54 300,99899 -
Quercetina (F) N CisH1007 25,86 301,03546 -
Naringenina (F) VN C1sH1205 26,05 271,06149 -
Luteolina (F) MN Ci5H1006 26,25 285,04047 -
Kaempferol (F) VN Ci5H1006 26,85 285,04056 -
Abrina (A) MP C12H14N,0, 9,37 219,11261*  219,11261*
Triptamina (A) MP CioH12N2 6,04 161,10715*  161,10727*
Hordenina (A) MP C1oH1sNO 8,26 166,12778*  166,12274*
Mescalina (A) MP C11H17NO3 0,94 212,12823*  212,12819*

MN: modo negativo; MP modo positivo; (AF): acido fendlico; (F): flavonoides; (A): alcaloides; * anotagéo de
composto identificado sem uso de padrdes especificos, utilizando dados publicados na literatura e

comparacado de fragmentos com a plataforma GNPS.
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Figura 3. Atividade antioxidante pelos métodos (A) Folin-Ciocalteu; (B) FRAP; (C) ORAC; (D) DPPH;
(FM): fruto maduro; (FV): fruto verde; (FF): farinha de flor; letras diferentes representam diferenca
estatistica (p < 0,05).

Avaliando o contetdo de fenolicos totais pelo teste de Folin-Ciocalteu, observou-se que FM,
FV e FF apresentaram concentracdo de 1,57 +0,07, 1,87 £ 0,10 € 9,81 + 0,02 mg EAG/g de amostra,
respectivamente. Foi descrito anteriormente que o fruto maduro apresenta contetido fenélico de
cerca de 0,65 mg EAG/qg [6], inferior ao observado no presente estudo. Em outro estudo, o fruto
verde apresentou 1,13 mg EAG/g e o fruto maduro apresentou 1,20 mg EAG/g [1], valores mais
proximos dos observados no presente estudo. Na Figura 3 estdo representados os resultados de
capacidade antioxidante obtidos pelo emprego dos diferentes métodos aplicados no presente estudo.
No geral, a farinha da flor (FF) apresentou capacidade antioxidante superior a observada para 0s
dois estaddios de maturacdo dos frutos. Provavelmente, o processo de secagem provocou a
concentracdo desses compostos antioxidantes nessa matriz, contribuindo para que a FF
demonstrasse essa maior capacidade antioxidante, apesar de possuir uma menor diversidade de
compostos com esse tipo de propriedade (Tabela 2). Henz (2019) [54] corrobora com esse tipo de
discussdo ao afirmar que o processo de secagem e o percentual de 4gua de uma matriz podem
interferir na bioatividade de seus constituintes. No FRAP e ORAC ndo houve diferenca estatistica
entre o fruto verde e o fruto maduro (p > 0,05). Os dados obtidos pelo emprego dos outros métodos
indicaram que o fruto verde possui maior capacidade antioxidante do que o fruto maduro.

No presente estudo, os valores de ORAC para a atividade antioxidante do FM, FV e FF foram
74,35+6,86,117,10 £ 4,57 € 218,70 + 22,37 umol ET/g de amostra. Esses valores foram superiores
aos encontrados anteriormente no estudo de Silva et al. (2018) [1] (19,5 umol ET/g no fruto verde
e 38,5 umol ET/g no fruto maduro), apesar deles terem trabalhado com as polpas liofilizadas desses
frutos. Essa diferenca pode estar relacionada ao fato de que no presente estudo a capacidade
antioxidante foi determinada em extratos aquosos obtidos dos frutos inteiros macerados, incluindo
as cascas e sementes (veja o item 2.3.1).
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Garcia et al. (2019) [44] relataram valores de Clso de 72,9 + 3,0 ug mL™ (0,0729 mg mL™?) para
extratos hidroetanélicos obtidos das folhas de Pereskia aculeata Miller. As amostras de FM, FV e
FF apresentaram valores de Clso de 84,36 + 7,98, 48,32 + 1,73 € 0,95 + 0,17 mg mL™ (Figura 2).
Sabendo-se que quanto maior é o potencial antioxidante, menor é o valor de Clso, podemos inferir
gue os extratos hidroetandlicos das folhas de OPN apresentam maior potencial antioxidante do que
os frutos e a FF dessa espécie. Esses produtos (FM, FV e FF) também tém potencial antioxidante
inferior ao observado na infusdo fresca do caule da OPN (Clso = 503,34 ug mL™?) [4].

3.3 Caracterizagao Fisico-Quimica dos Frutos

A Tabela 3 apresenta os resultados fisico-quimicos de acordo com o estadio de amadurecimento
dos frutos de P. aculeata Miller. E possivel observar diferencas estatisticas entre as frutas maduras
e verdes no que diz respeito aos pardmetros peso, diametro longitudinal, didmetro transverso e
guantidade de sélidos sollveis totais. As frutas maduras apresentaram valores de peso inferiores
aos observados para o grupo FV, o que poderia ser explicado pelo aumento da intensidade das
trocas gasosas nas frutas na fase madura [55].

Chitarra e Chitarra (2005) [56] afirmam que a quantidade de sélidos sollveis totais presente em
frutos é proporcional ao percentual de agucares solUveis contidos na polpa. Deste modo, frutos com
elevados teores de solidos solUveis totais podem apresentar maior dogura e provavelmente maior
aceitabilidade [57]. Kluge et al. (2002) [58] contribuiram para essa discussdo afirmando que
durante o processo fisioldgico de maturagdo, a parede celular dos frutos enfraquece devido a
presenca de enzimas hidroliticas que favorecem a degradacdo do amido em monossacarideos,
conferindo dogura e melhor textura. Como era de se esperar, neste estudo observou-se que os frutos
maduros apresentaram os maiores valores de sélidos soluveis totais (9,00 £ 0,70 °Brix) em relacéo
aos frutos verdes (5,20 £ 0,44 °Brix).

Os valores de pH dos frutos de OPN ndo variaram de forma estatistica (p > 0,05) quando os
diferentes estagios de maturacdo foram comparados. Os valores médios de pH foram de 4,37 para
os frutos verdes e 4,65 para os frutos maduros (Tabela 3).

Tabela 3. Anélise dos parametros fisico-quimicos de frutos verdes (FV) e maduros (FM) da espécie
Pereskia aculeata Miller.

PARAMETRO FV FM

Peso (9) 2,96 + 0,36° 1,66 + 0,08°

Diametro Longitudinal 1,69 + 0,09° 1.28 +0.10°
(cm)

Diametro Transverso 1,21 + 0,082 1,55+ 0,12
(cm)

pH 4,37 +0,30? 4,65 + 0,142

SST (°Brix) 5,20 + 0,442 9,00 £ 0,70°

FV: fruto verde; FM: fruto maduro; g: gramas; cm: centimetros; pH: potencial de hidrogénio; (°Brix):
graus Brix; SST: sdlidos solUveis totais; letras diferentes na mesma linha representam diferenga estatistica
(p < 0,05) de acordo com testes t multiplos.

4, CONCLUSAO

No total foram identificados 28 compostos volateis nas amostras analisadas. O acido
hexadecandico e o escaleno foram os Unicos compostos volateis detectados em todas as fragoes
voléteis avaliadas. O &cido hexadecandico merece destaque por sua elevada concentragdo em todas
essas fracOes volateis. O &cido linoleico, oleico e o fitol também se destacaram quantitativamente
em alguns dos 6leos essenciais estudados. Os compostos terpénicos g-linalol, a-terpineol, -
farneseno e trans-nerolidol podem ter importante participacdo no aroma da FF da espécie Pereskia
aculeata Miller. A andlise da variancia dos componentes principais demonstrou que o perfil de
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compostos volateis dessas amostras parece ser altamente influenciado pelo método de isolamento
empregado.

O estudo qualitativo das fracBes ndo volateis dos extratos aquosos do FV e da FF mostrou que
0 FV possui uma diversidade maior de compostos fendlicos, apresentando além dos &cidos
fendlicos, alguns flavonoides. Esses flavonoides ndo foram identificados na FF da OPN. O acido
elagico também foi encontrado exclusivamente no FV. Apesar disso, 0 potencial antioxidante da
FF da OPN mostrou-se bem superior aos potenciais antioxidantes dos frutos verde e maduro. Isso
pode ser explicado pela concentracdo desses compostos na FF durante seu processo de preparagéo,
gue envolveu secagem em estufa ventilada a 60°C por 24 horas.

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo sobre o perfil fitoquimico e a atividade antioxidante
das flores da Pereskia aculeata Miller. Além disso, este trabalho apresenta dados inéditos sobre o
perfil de volateis dos frutos dessa espécie.
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