UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA
CURSO DE GRADUACAO EM ENGENHARIA DE ALIMENTOS '

JOSE LUCAS CARDOSO MAGALHAES

ESTUDOS DE METODOS ALCALINO/PRECIPITACAO ISOELETRICA PARA
EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE PROTEINA DA FARINHA OBTIDA DAS
FOLHAS DA PERESKIA ACULEATA MILLER
(ORA-PRO-NOBIS)

Patos de Minas - MG
2025



JOSE LUCAS CARDOSO MAGALHAES

ESTUDOS DE METODOS ALCALINO/PRECIPITACAO ISOELETRICA PARA
EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE PROTEINA DA FARINHA OBTIDA DAS
FOLHAS DA PERESKIA ACULEATA MILLER
(ORA-PRO-NOBIS)

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao curso de graduagdo em Engenharia de
Alimentos da Faculdade de Engenharia
Quimica da Universidade Federal de
Uberlandia como requisito parcial para
obtencdo do titulo de bacharel em Engenharia
de Alimentos.

Orientador: Prof®. Dra. Daniele do E. S. L. da Silva
Coorientador: Prof?. Dra. Leticia Rocha Guidi

Patos de Minas - MG
2025



JOSE LUCAS CARDOSO MAGALHAES

Ficha Catalografica Online do Sistema de Bibliotecas da UFU
com dados informados pelo(a) proprio(a) autor(a).

M188 Magalhaes, José Lucas Cardoso, 1995-

2025 Estudos de métodos alcalino/precipitacao isoelétrica para
extracdo e quantificagdao de proteina da farinha obtida das
folhas da pereskia aculeata miller (ora-pro-nobis) [recurso
eletronico] : Estratégias para valoriza¢dao da ora-pro-nobis

como fonte proteica alternativa / José Lucas Cardoso
Magalhaes. - 2025.

Orientadora: Daniele do Espirito Santo Loredo da Silva.

Coorientadora: Leticia Rocha Guidi.

Trabalho de Conclusdo de Curso (graduagao) -
Universidade Federal de Uberlandia, Graduagao em
Engenharia de Alimentos.

Modo de acesso: Internet.

Inclui bibliografia.
Inclui ilustragoes.

1. Alimentos - Industria. I. Silva, Daniele do Espirito Santo
Loredo da ,1977-, (Orient.). II. Guidi, Leticia Rocha,1984-,
(Coorient.). III. Universidade Federal de Uberlandia.
Graduagao em Engenharia de Alimentos. IV. Titulo.

CDU: 664

Bibliotecarios responsaveis pela estrutura de acordo com o AACR2:
Gizele Cristine Nunes do Couto - CRB6/2091
Nelson Marcos Ferreira - CRB6/3074
Nelson Marcos Ferreira - CRB6/3074




UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Faculdade de Engenharia Quimica
Av. Jodo Naves de Avila, 2121, Bloco 1K - Bairro Santa Ménica, Uberlandia-MG, CEP
38400-902
Telefone: (34) 3239-4285 - secdireq@feq.ufu.br - www.feq.ufu.br

b

HOMOLOGAGCAO N2 119

JOSE LUCAS CARDOSO MAGALHAES

Estudos de métodos alcalino/precipitacao isoelétrica para extracao
e quantificacao de proteina da farinha obtida das folhas
da Pereskia aculeata Miller (Ora-Pro-Nobis)

Trabalho de Conclusao de Curso aprovado nesta
data para obtencao do titulo de Bacharel em
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU) - campus Patos de Minas (MG)
pela banca examinadora constituida por:

Prof.2 Dr.2 Daniele do Espirito Santo Loredo da Silva
Orientadora - FEQUI/UFU

Prof. Dr. Rodrigo Aparecido Moraes de Souza
FEQUI/UFU

Prof. Dr. Richtier Goncalves da Cruz
FEQUI/UFU

Patos de Minas, 6 de outubro de 2025.

Documento assinado eletronicamente por Richtier Goncalves da Cruz,
Professor(a) do Magistério Superior, em 06/10/2025, as 16:02, conforme
horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de
8 de outubro de 2015.

il
el ;
et &)
assinatura
eletronica

Documento assinado eletronicamente por Rodrigo Aparecido Moraes de
Souza, Professor(a) do Magistério Superior, em 06/10/2025, as 16:02,
conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n®
8.539, de 8 de outubro de 2015.

il
sel 3
assinatura
gletrénica

Documento assinado eletronicamente por Daniele do Espirito Santo Loredo da
Silva, Professor(a) do Magistério Superior, em 06/10/2025, as 16:02,
conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n®
8.539, de 8 de outubro de 2015.

il
el ;
2 &)
assinatura
eletrénica

. A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

. https://www.sei.ufu.br/sei/controlador_externo.php?
acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cédigo
verificador 5983694 e o cdédigo CRC 404370FE.

X T

;
e o

Referéncia: Processo n? 23117.079400/2022-50 SEI n© 5983694


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
https://www.sei.ufu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, pela forga e pela oportunidade de chegar até aqui. Aos meus
pais José¢ Rodrigues e Maria Nilza, pelo amor incondicional, apoio constante e incentivo em
cada etapa desta caminhada. Aos meus irmaos (Tatiana, Maycon e Fillipe), pela compreensao,
companheirismo e por acreditar sempre no meu potencial.

Um agradecimento especial ao Flavio, pelo apoio, cumplicidade e pela motivagdo nos
momentos em que mais precisei.

As minhas orientadoras, pela dedicagdo, paciéncia e valiosas contribui¢cdes para a constru¢ao
deste trabalho. Agradeco pela confianca depositada em mim, paciéncia e pelos ensinamentos
que levarei para toda a vida académica e profissional.

A todos que, de alguma forma, contribuiram para a realizac¢ao deste trabalho, deixo aqui a minha
sincera gratido.



RESUMO

A busca por fontes alternativas de proteinas e outros compostos bioativos tém sido objeto de
estudo na ultima década, com a finalidade de atender a diferentes publicos como, por exemplo,
os flexitarianos. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar métodos nao
enzimaticos de extracdo e quantificacao de proteinas das folhas de Pereskia aculeata Miller
(ora-pro-nobis), com a importancia de abrir caminhos para compreensao da funcio bioldgica,
aplicagoes industriais, criagao de novos produtos alimenticios, além de impulsionar pesquisas
cientificas, por se tratar de uma Planta Alimenticia Nao Convencional (PANC) com elevado
potencial nutricional. Foram testados os métodos de extragdo alcalina/precipitacao isoelétrica,
em condi¢des convencionais e associadas ao ultrassom, com posterior quantificacdo proteica
pelo método de Kjeldahl. Os resultados demonstraram que a extracao alcalina com NaOH 2 M
e HC1 2 M apresentou o maior rendimento (24,16%), enquanto a associagao com ultrassom nao
promoveu ganhos, resultando em rendimentos menores como (18,92% e 7,29%). A presenca
de mucilagem nas folhas mostrou-se um fator limitante, formando complexos proteina-
polissacarideo que reduziram a recuperagdo proteica, mas também um potencial recurso
tecnologico por suas propriedades espessantes e estabilizantes. Os achados reforcam o valor da
ora-pro-nobis como fonte alternativa de proteina vegetal e destacam a necessidade de
otimizagdo dos protocolos de extragdo, visando conciliar rendimento, integridade estrutural e
aplicabilidade tecnologica.

Palavras-chave: Pereskia aculeata; ora-pro-ndbis; proteinas vegetais; extracdo alcalina;
precipitagdo isoelétrica; ultrassom; mucilagem.



ABSTRACT

The search for alternative sources of proteins and other bioactive compounds has been the focus
of numerous studies over the past decade, aiming to meet the demands of different consumer
groups, such as flexitarians. In this context, the present work aimed to evaluate non-enzymatic
methods for the extraction and quantification of proteins from the leaves of Pereskia aculeata
Miller (ora-pro-nobis), with the goal of paving the way for a better understanding of its
biological functions, industrial applications, and the development of new food products, as well
as stimulating scientific research on this Non-Conventional Edible Plant (PANC) with high
nutritional potential.extraction/isoelectric precipitation methods were tested under conventional
conditions and in combination with ultrasound, followed by protein quantification using the
Kjeldahl method. The results showed that alkaline extraction with NaOH 2 M and HC1 2 M
yielded the highest protein recovery (24.16%), whereas the combination with ultrasound did
not enhance extraction efficiency, resulting in lower yields (18.92% and 7.29%). The presence
of mucilage in the leaves was identified as a limiting factor, forming protein—polysaccharide
complexes that reduced protein recovery, but also representing a potential technological
resource due to its thickening and stabilizing properties. These findings reinforce the value of
ora-pro-nobis as an alternative source of plant protein and highlight the need for optimization
of extraction protocols to balance yield, structural integrity, and technological applicability.

Keywords: Pereskia aculeata; ora-pro-ndbis; plant proteins; alkaline extraction; isoelectric
precipitation; ultrasound; mucilage; Kjeldahl.
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1 INTRODUCAO

A proteina se encontra presente em diversos alimentos, podendo estar em maior
ou menor concentragdo, sendo esta essencial para a nutricdo humana. Os alimentos
mais ricos em proteinas sao as carnes, ovos, bebidas lacteas e soja, sendo estas
referéncias em aminoacidos essenciais e digestibilidade. As proteinas de origem
animal sdo constituidas por aminoacidos essenciais. Enquanto, as de origem vegetal,
podem ou ndo conter todos os aminoacidos essenciais, exigindo-se uma combinacao
com alimentos que podem ser do mesmo grupo ou ndo para alcancar todos os
aminoacidos essenciais necessarios para nutri¢do completa (Ribeiro et al, 2021).

Percebe-se que a proteina animal se encontra cada vez mais onerosa e a cada
dia mais inacessivel para muitas pessoas nos paises em desenvolvimento, tornando-se
cada vez mais importante a busca por fontes de proteina baratas com boas propriedades
nutricionais para aplicagdes alimentares e ndo alimentares (Mune et al, 2016). Segundo
Torres e colaboradores (2022) o mercado de proteinas vegetais ¢ representado
principalmente pela soja e mais de 75% da demanda de proteinas vegetais da Unido
Europeia ¢ atendida pelos farelos de soja e pelos graos de soja.

No entanto, espera-se que o mercado de proteinas vegetais cres¢a a uma taxa
de crescimento anual composta (CAGR) de 10,5% de 2021 a 2028, de forma a
aumentar a busca e a demanda por culturas alternativas para producdo de proteinas
vegetais (Torres et al, 2022).

O Brasil ¢ um pais com uma vasta biodiversidade de plantas com importantes
propriedades nutricionais. Exemplo disso, sdo as plantas alimenticias nao
convencionais (PANC’s), que sdo plantas que tém distribuicdo limitada e estdo
cingidas a determinadas areas ou regides, ndo sendo cultivados em larga escala e
fazendo parte da alimentagdo regional. Por isso, ndo despertam o interesse comercial
das empresas agricolas (Vitor, 2022).

A Ora-pro-nobis (OPN), ¢ um exemplo de PANC que hoje se encontra em
grandes estudos no intuito de atender a essa demanda. Ela ¢ uma planta ndo
domesticada com potencial nutritivo significativo (Torres et al, 2022), apresentando
um elevado teor proteico (17-30%) e digestibilidade, além de altos teores de

aminoacidos essenciais (Rodrigues et al, 2013).
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Portanto, faz-se necessario a extragdao das proteinas presentes na OPN. Para
isso, ¢ fundamental avaliar e desenvolver métodos efetivos de extracdo dessa proteina,

uma vez que ainda sdo escassos estes estudos na literatura.

1.1 Objetivo geral

Avaliar o método de extracdo de proteinas a partir da farinha das folhas de
Pereskia aculeata Mill. (Ora-pro-nobis), utilizando a extragdo alcalina seguida de

precipitagdo isoelétrica, visando a quantificagdo do teor proteico obtido.

1.1.1  Objetivos especificos

e Realizar a extragdo alcalina das proteinas das folhas de Pereskia aculeata Miller
utilizando solugdao de NaOH.

e Promover a precipitagdo isoelétrica das proteinas extraidas por ajuste do pH com
solucdo de HCI.

¢ (Quantificar o rendimento proteico obtido a partir das extragdes realizadas.

e Comparar os resultados obtidos com dados da literatura sobre extra¢do de proteinas
da ora-pro-nobis.

e Avaliar a eficiéncia do método aplicado.



2  REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Proteinas

As proteinas sdo componentes essenciais a todas as células vivas
correspondendo a cerca de 50% ou mais de seu peso seco e estdo relacionadas a
praticamente todas as fung¢des fisiologicas. Sendo formadas por uma ou mais cadeias
lineares de aminoacidos que estdo unidos entre si por ligacdes peptidicas. Elas sdo
utilizadas na regeneracdo de tecidos, e funcionam como catalisadores nas reacdes
quimicas que se dao nos organismos vivos € que envolvem enzimas ou hormdnios.
Além disso, as proteinas sdo necessarias nas reagdes imunoldgicas e, juntamente com
os acidos nucléicos, sdo indispensaveis nos fendmenos de crescimento e reprodugao
(Quiroga, 2014; Ribeiro, 2014; Brasil!, 2023).

Quimicamente, as proteinas sdo polimeros de alto peso molecular (acima
de 10.000 Daltons), cujas unidades basicas sdo os aminoacidos, ligados entre si por
ligagdes peptidicas e o seu tamanho pode variar entre poucas dezenas de aminoacidos
até varios milhares. Nesse contexto, dentre as macromoléculas (dcidos nucléicos,
hidratos de carbono, lipidios e proteinas), as proteinas sdo as que tém estrutura
tridimensional e fun¢des mais diversas, participando em todas as fases do ciclo celular.
As propriedades de uma proteina sdo determinadas pelo niumero e espécie dos residuos
de aminoacidos, bem como pela sequéncia desses compostos na molécula (Quiroga,
2014; Ribeiro, 2014).

As proteinas foram identificadas pela primeira vez no século XVIII, por
Antoine Fourcroy e outros investigadores, que observaram a sua resposta particular,
desnaturagdo, face a temperaturas elevadas e a condi¢gdes acidas. (Ribeiro, 2014).
Avaliando as fungdes especificas e o seu perfil de aminoacidos essenciais, além da
importancia de quantificar a proteina total necessaria para o organismo. Assim, em
virtude da importancia qualitativa e quantitativa, as proteinas tém sido largamente
estudadas e seus segredos desvendados, no que diz respeito a sua sintese ou
aproveitamento metabolico (Brasil!, 2023). As proteinas podem ser tanto de origem

animal quanto de origem vegetal.
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2.1.1 Proteina vegetal

As proteinas vegetais proporcionam beneficios a saude, por se tratarem de
proteinas que promovem a reducdo do colesterol LDL, a saude digestiva por meio de
fibras, além dos nutrientes essenciais caracteristicos da espécie (Silva et al, 2019). E
notério que, o interesse por elas estd sendo cada vez maior, tanto na comunidade
cientifica quanto pela populagdo em geral, ¢ ¢ movido por um tripé — ética,
sustentabilidade e saide — uma vez que a procura por substitutos da carne ¢ de
suplementos proteicos de origem animal ¢ uma tendéncia de consumo (Nichele, 2021).

Diante disso, o estimulo ao consumo de proteinas vegetais ¢ apontado como
uma das principais formas de promog¢ao de sistemas alimentares mais sustentaveis e
reducdo de doencas cronicas (Nichele, 2021).

As proteinas estdo presentes de forma significativa em diferentes partes de sua
estrutura como: sementes, talos, nds, cortex, peciolos, folhas, flores, frutos, raizes,
rizomas e tubérculos. Logo, a proteina isolada a partir dessas fontes vegetais podem
ser utilizadas como ingrediente com propriedades funcionais, como beneficio a saude
(Silva et al, 2019).

Distribuidas em diversas matrizes, principalmente leguminosas, cereais,
pseudocereais e oleaginosas. Apresentam um bom teor de proteina, e a qualidade
nutricional esta relacionada ao perfil de aminoacidos, com destaque para a presenca
de aminoacidos essenciais € para os limitantes como mostra a Tabela 1.

E importante ressaltar que o valor nutricional ¢ a qualidade das proteinas
vegetais variam de acordo com a composi¢do de aminoacidos, sua digestibilidade e
biodisponibilidade, sendo que algumas proteinas vegetais possuem pouco valor
nutricional, devido a deficiéncia de aminoacidos essenciais. Além disso, elas possuem
baixa quantidade de aminodcidos bésicos na fracao predominante, que ¢ formada pelas
prolaminas, que sdo proteinas insoliiveis em agua e etanol absoluto, mas soluveis em
etanol entre 50% e 80%. Assim, entre os exemplos de prolaminas estdo o trigo € o
centeio (gliadina), o milho (seina) e a cevada (hordeina) (Silva et al, 2019; Brasil*,

2023).
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Tabela 1 - Fontes vegetais de proteina, teores médios e perfil de aminoécidos.

FONTE TEORDE  AMINOACIDOS AMINOACIDO(S) REFERENCIA
VEGETAL PROTEINA ESSENCIAIS LIMITANTE
(%) PRESENTES
Soja (Glycine 36-40 Lisina, leucina, = Metionina e cisteina LI; CHEN;
Max) valina e isoleucina ZHANG, 2020
Ervilha (Pisum 20-25 Lisina, arginina e Metionina STANGLER;
Sativum) fenilalanina LAMMERS;
HAYES, 2021
Grao-de-bico 18-22 Lisina e triptofano Metionina FERREIRA et
(Cicer al., 2020
Arietinum)
Lentilha (Lens 24-28 Lisina, leucinae  Metionina e cisteina PEREIRA;
Culinaris) treonina SOUZA, 2018
Quinoa 14-18 Completo (todos Nao apresenta NAVRUZ-
(Chenopodium essenciais, aminoacido critico VARLI;
Quinoa) incluindo lisina) relevante SANLIER, 2016
Amaranto 13-18 Lisina e metionina Leucina BARROS et al.,
(Amaranthus (mais elevado que (relativamente mais 2018
Caudatus) outros) baixa)
Arroz (Oryza 7-9 Metionina e Lisina WU, 2016
Sativa) cisteina
Milho (Zea 8-10 Leucina e valina  Lisina e triptofano FAO, 2013
Mays)
Trigo (Triticum 10-14 Glutamina, Lisina SHEWRY; HEY,
Aestivum) prolina e leucina 2015
Ora-pro-nébis 17-30 Lisina, leucinae  Metionina e cisteina MENDES, 2019;
(Pereskia arginina COSTA, 2022;
aculeata) EMBRAPA,
2022

Fonte: Autor, 2025.



2.1.2  Mercado e perspectiva

Durante muitos anos, alimentos a base de plantas, utilizados como substitutos
para carne, leite e ovos, foram amplamente considerados de interesse para pessoas
veganas e vegetarianas. Entretanto, tem havido uma procura crescente por esse tipo de
alimento por aqueles que querem diminuir a quantidade de proteina animal ingerida
na dieta, sdo os chamado de “flexitarianos”. Os flexitarianos consomem carne, porém
com menos frequéncia, substituindo a proteina animal por opgdes vegetais em parte
das refeigdes. Sendo esse, um modelo de alimentacdo com cada vez mais adeptos,
inclusive no Brasil (Brasil?, 2023; Giacomelly et al, 2020).

O setor de alimentos a base de plantas ndo ¢ exatamente novo, substitutos
vegetais ja sdo vistos nas prateleiras dos supermercados ha muitos anos. Entre as
razdes para o crescimento desse publico, estd o aumento da demanda por produtos
mais sustentaveis, a preocupagao com o bem-estar animal e a busca por uma dieta mais
saudavel, tendéncia que tem crescido no mundo todo. E, com a expectativa do aumento
da populacdo mundial, o mercado global de alimentos a base de plantas pode
quintuplicar (Brasil?, 2023).

No Brasil, o processo de desenvolvimento do mercado e aceitacdo do
consumidor foi similar a outros paises, iniciando-se com produtos vegetarianos que
ndo se propunham a simular as caracteristicas da carne e evoluindo para os produtos
analogos (Pachd et al, 2021). Além disso, os avangos em ciéncia de alimentos
(tecnologia de sabores e processos de extrusao) levaram a uma capacidade aprimorada
de criar alimentos a base de planta que imita o produto de origem animal (Giacomelly
et al, 2020).

A categoria plant-based (a base de plantas, em portugués) ja nao ¢ mais um
nicho, pelo contrario, ¢ um negdcio promissor, em plena expansao global, gracas ao
aumento significativo de um novo perfil consumidor. Desse modo, o mercado de plant-
based cresce no Brasil acompanhando uma tendéncia global (Brasil?, 2023).

Segundo dados da Food Connection (2024) em 2024, 84% dos consumidores
brasileiros estdo abertos ao consumo de proteinas alternativas, ja a The Good Food
Institute (2022), apresenta dados de que 29% da populagdo brasileira estdo reduzindo
o consumo de produtos de origens animais. Portanto, com essa expectativa de aumento

promissor de proteinas alternativas, faz-se necessario a busca de novos alimentos e
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métodos de extracdo de proteinas para uso no mercado, promovendo estudos e

pesquisas para novos desenvolvimentos.

2.2 Plantas alimenticias nao convencionais (PANCs)

Pressupoe-se que existam 390 mil espécies de plantas no mundo e que o Brasil
seja um dos mais biodiversos do planeta, rico em variadas espécies. Entretanto, a alta
biodiversidade do Brasil ainda é pouco conhecida, seu uso para alimentagdo
relativamente baixo ¢ grande parte dessas plantas se encontram em diversas
localidades, mas vistas, muitas vezes, sem utilidade e identificadas como mato, praga
ou erva daninha (Silva, 2021; Brasil®, 2023).

A falta de conhecimento sobre o potencial nutricional dessas plantas deve-se
principalmente a insuficiéncia de pesquisas sobre técnicas de cultivo, propagacao,
processamento e reproducdo, bem como sobre caracteristicas biologicas, reprodutivas
e nutricionais. No entanto, varias espécies podem ser consumidas e possuem alto valor
nutricional (Jesus et al 2020; Brasil®, 2023), sendo essas, chamadas de Plantas
Alimenticias Nao Convencionas (PANCs:).

O termo PANC foi criado em 2008 pelo bidlogo e professor Valdely Ferreira
Kinupp e engloba todas as plantas que possuem uma ou mais partes comestiveis, sejam
elas espontaneas ou cultivadas, nativas ou exoticas e que ndo facam parte do nosso
cardapio diario e que podem incluir partes alimenticias de espécies convencionais,
como exemplo: folhas de batata-doce, folhas de flores, “umbigo” da bananeira, flores,
alguns brotos e sementes de aboboras. (Kinupp et al, 2014; Liberato et al, 2019, Vitor,
2022).

Esses vegetais, contudo, ndo constituem um grupo homogéneo, como uma
familia de planta. Entre elas, uma PANC que se destaca ¢ a OPN (Pereskia aculeata
Miller) por ser rica em proteinas e fibras e ¢ comumente utilizada em recheios e

corante, no qual suas folhas e frutos sio comestiveis (Brasil®, 2023).

2.3 Ora-pro-nobis

A Pereskia aculeata Mill. (Figura 1), popularmente conhecida como groselha
de Barbados e mais comumente Ora-pro-nobis que do latim significa “rogai por nos”,

¢ um nome popular brasileiro para uma planta ndo convencional da familia Cactaceae

19



e subfamilia Pereskioideae. E nativa da América do Sul e esta adaptada apenas a baixas
altitudes. Essa planta ¢ utilizada como alimento devido ao seu alto valor nutricional e
na medicina tradicional, por possuir diversas bioatividades valiosas para a saude
humana, tais como proteina, vitaminas, minerais ¢ fibras alimentares (Torres et al,

2022; Garcia et al, 2019; Vitor, 2022; Rodrigues et al, 2013).

Fonte: Autor, 2024.

A OPN ¢ originaria da América Tropical, com distribui¢ao continua do México
até a América do Sul. Nativa do Brasil, ocorre nas regioes Nordeste, Sudeste e Sul,
majoritariamente em ecossistemas associados a Mata Atlantica. Comumente ela ¢
encontrada na natureza em bordas de bosques e florestas, em matas ciliares, nas
margens de rios e em formacgdes rochosas de gnaisse, podendo também ser encontrada
em matagais e florestas costeiras, florestas secas, matas semiaridas, mata nativa em
areas urbanas, dunas costeiras, florestas de savana, matas abertas, matagais perto de
ferrovias, beiras de estradas, areas perturbadas e em espago abertos (Agostini-Costa et
al, 2012; Barbalho et al, 2016; Souza, 2023).

Caracterizada como planta nativa originaria dos tropicos, perene, com caules
finos, geralmente em forma de trepadeira, quando ndo podada pode atingir uma altura
de dez metros, com ramos longos, espinhos e folhas carnudas com presenga de
mucilagem, mas também existindo espécie/clone em forma de arbusto. E interessante
e propicia ao cultivo por ser rustica e de facil propagagdo. No Brasil, ¢ encontrada

principalmente nos estados da Bahia e Minas Gerais, apresentando uma vasta
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quantidade de clones, mas essa cultura ainda carece de informagdes técnicas e € pouco
estudada (Rodrigues et al, 2013).

Do sul ao nordeste do Brasil, as folhas de OPN sao utilizadas na culinaria
tradicional e estdo presentes em diversos pratos doces e salgados. Em algumas
comunidades carentes, ela ¢ conhecida como “carne de pobre” porque ¢ a principal
fonte de proteina disponivel (Garcia et al, 2019). Além de conter grandes quantidades
de vitaminas, minerais e fibras elementos que sdo essenciais para a nutricdo humana
(Torres et al, 2022).

A OPN mesmo sendo pouco estudada cientificamente ¢ amplamente usada
devido ao seu alto teor proteico (17-30% no extrato seco). Suas folhas suculentas
possuem um teor de proteina muito alto para os padrdes vegetais, cuja concentragdes
de proteinas nas folhas podem variar de acordo com a idade fisiologica da planta, o
manejo agrondmico, a origem botanica, bem como a composi¢ao do solo, cuja textura
argilosa ¢ a recomendada para o cultivo (EMBRAPA, 2019; Rodrigues et al, 2013;
Torres et al, 2022; Garcia et al, 2019).

A estrutura das proteinas de suas folhas contém aminoécidos, sendo 6tima
fonte de aminoacidos, como triptofano, fenilalanina, tirosina, isoleucina, leucina,
treonina e lisina. Ademais, as concentracdes desses aminodcidos essenciais sao
proximas ou superiores as recomendadas pela FAO (Organizacao das Nacdes Unidas
para Alimentag¢do e Agricultura) na dieta humana, sendo o triptofano um dos mais
abundantes (Martin et al, 2017; EMBRAPA, 2019).

Logo, as proteinas presentes na OPN apresentam um perfil essencial
frequentemente limitado em outras fontes vegetais. Esse diferencial faz com que a
proteina da OPN seja considerada de boa qualidade nutricional, atuando como
complemento proteico em dietas a base de vegetais, além da contribuicdo para
combater a inseguranca alimentar, especialmente em comunidades com menor acesso

a alimentos de origem animal, fazendo-se necessario o estudo de sua extragao.
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Tabela 2 - Composic¢ao centesimal das folhas de ora-pro-nobis.

COMPOSICAO QUIMICA EM 100g DE FOLHAS DA OPN

22

ENERGIA 26 keal
PROTEINA 20¢g
LIPIDIOS 0.4 ¢
CARBOIDRATOS 50g
FIBRAS 09g
CALCIO 79,0 mg
FOSFORO 32,0 mg
FERRO 3,6 mg
RETINOL 250,0 mg
VITAMINA B1 0,02 mg
VITAMINA B2 0,1 mg
NIACINA 0,5 mg
VITAMINA C 23,0 mg

Fonte: Ferreira et al., 2015.

2.4 Métodos de extracio de proteinas

Existem varios métodos de obtengdo de proteina e as técnicas estabelecidas
incluem: extracdo alcalina (extracao de glutelinas) seguida de precipitagdo isoelétrica,
cujo principio baseia-se na solubilizacdo de proteinas em pH alcalino, promovendo a
dissociagdo de grupos acidos das proteinas, facilitando sua solubilizagdo.
Posteriormente, a precipitacao isoelétrica € usada para recuperar as proteinas; extracao
aquosa (extragdo de albumina), método que envolve a utilizagdo de 4dgua como
solvente para solubilizar e remover as proteinas de um material de origem, como
tecidos ou células; extracdo salina (extracdo de globulinas), que envolve a utilizagdo
de altas concentragdes de sais para solubilizar proteinas de uma amostra; entre outras.
Algumas das tecnologias emergentes sao promissoras porque permitem a fabricagao
de produtos ultrapuros e a busca por marcas tecnoldgicas verdes, seguras e nutritivas,
como a extragdo enzimatica (utiliza enzimas para quebrar as paredes celulares e liberar
proteinas), campo elétrico pulsado (método ndo térmico que usa pulsos elétricos para

criar poros nas membranas celulares, facilitando a saida das proteinas), entre outras,



visando a reduc¢do de uso quimico que as tornam mais sustentaveis. No entanto, essas
tecnologias precisam superar varios desafios para alcangar seu status comercial

(Fonseca, 2019).

2.4.1 Extracao alcalina/Precipitacio isoelétrica combinada com
ultrassom

A extragdo alcalina (EA) ¢ sem davida o método mais utilizado para extrair
proteinas de tecidos vegetais (Boye et al 2010; Quiaoyuin et al, 2017). Em pH alcalino,
ocorre a ioniza¢ao dos aminoacidos acidos e neutros aumentando assim a solubilidade
das proteinas em agua. Nesta condi¢do, a matéria-prima (como farinha de ora-pro-
ndbis) quando colocada em uma solugdo alcalina, obtém o aumento da solubilidade
das suas proteinas. (Kumar et al, 2021). Em seguida a solugdo com as proteinas
solubilizadas ¢ separada dos residuos insoliveis por meio de centrifugacdo ou
filtragdo. O processo de extracdo acida obedece ao mesmo principio de aumentar a
solubilidade das proteinas por ionizagdo dos aminoacidos, porém, como o ponto
1soelétrico das proteinas vegetais € normalmente em pH acido, a técnica nao ¢ tdo
eficiente quanto a extracao alcalina (Costa, 2022).

No ponto isoelétrico (PI), as proteinas perdem sua conformacao estrutural e
diminuem a solubilidade, ocorrendo a precipitagdo. Esse comportamento das proteinas
em um pH especifico ¢ a chave para o processo de obten¢do do isolado proteico por
extracdo alcalina seguida de precipitacdo isoelétrica, ou seja, a proteina passa a ser
isolada por precipitagao isoelétrica com o ajuste do pH no PI da proteina. Este ¢ um
dos métodos mais usuais para a obtencdo de produtos proteicos a partir de vegetais,
além de se obter bons resultados (Boye et al, 2010, Fonseca, 2019).

O uso do ultrassom ¢ um método bastante utilizado para extragdo de proteinas
vegetais por aumentar a biodisponibilidade desses compostos devido ao seu efeito
degradativo, que ¢ causado pela cavitagdo acustica. E um processo que acontece
quando a pressdao estatica cai abaixo da pressao de vapor do liquido, ocorrendo a
formagdo e crescimento de bolhas de vapor que, no subsequente pico de pressdo
colapsam violentamente levando a degradagdo das células (Gordalina et al, 2021).

Estima-se que esse processo cria microrregioes de condi¢des extremas, com
temperaturas que podem chegar a 5000 °C e pressdao de 100 MPa (Giinerken et al,

2015). Além disso, outras forcas também estdo por tras da ruptura celular na extragdo



assistida por ultrassom. Ondas acusticas de alta frequéncia se propagam no meio
provocando choque entre as células e o meio circundante, causando a ruptura das
células. A fonte das ondas ultrassonicas também causa a termolise da dgua resultando
em radicais livres altamente reativos que reagem com as células (Glinerken et al,

2015).

2.5 Mucilagem

As mucilagens possuem grande quantidade de hidrocoloides, quimicamente
chamados de polissacarideos e popularmente conhecidas como gomas, podendo ser
usado na formulagdo de alimentos, pois possuem caracteristicas espessantes,
geleificantes, emulsificantes e estabilizantes, propriedades importantes na elaboragao
de alimentos (Lise, 2021).

Este polissacarideo ¢ solivel em agua, com elevada viscosidade e capacidade
de formar géis, presente em diversas plantas, como chia, linhaca, quiabo e ora-pro-
noébis (Pereskia aculeata). Ainda que seja valorizada por suas propriedades
tecnologicas, como espessamento, estabilizacdo e formagao de biofilmes (Conceigdo
et al., 2014).

A ora-pro-ndbis apresenta elevado contetido de mucilagem em suas folhas e
caules. A mucilagem da espécie € composta principalmente pelo biopolimero
arabinogalactana e se caracteriza por uma composi¢cao quimica com altos niveis de
carboidratos e proteinas, variando de 10,47% a 19%. Essa composicdo confere ao
material uma expressiva capacidade emulsificante (Lima Junior et al., 2013; Martin et
al., 2017; Souza, 2024), apresentando desafios nos processos de extracdao de proteinas

vegetais.

2.6 Métodos de concentracio de proteinas

Os métodos de concentragdo proteinas, sdo essenciais para elevar o teor de
proteinas obtido nas solugdes no processo de extracdo, sendo usados para essa

finalidade as membranas e o processo de liofilizacao.
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2.6.1 Processo de Separacio por Membranas (PSM)

O Processo de Separagdo por Membrana (PSM) tem sido muito utilizado em

diversas dareas, incluindo purificagdo de produtos, concentracdo, dessalinizagdo,

clarificagdo, entre outras. Neste processo a membrana ¢ uma barreira seletiva

importante, com a finalidade de concentrar ou purificar espécies de diferentes

tamanhos e caracteristicas, apresentando como vantagem a operacdo com fluidos

termolébeis € um menor consumo energético. Dentre os processos envolvidos pode-se

destacar a micro, ultra, nanofiltracdo e osmose reversa para a concentragao (Figura 2),

pois possui a caracteristica de preservar a atividade funcional e apresentar uma 6tima

seletividade, além de ndo necessitar o uso de solventes ou reagentes quimicos toxicos

Figura 2 - Caracteristicas das técnicas PSM.
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Fonte: Habert, 1997; André 2016

Apesar de serem processos com um menor gasto energético eles apresentam

problemas relacionados a perda de fluxo devido ao deposito de materiais sobre a sua

superficie que podem reduzir o fluxo pela formagdo de incrustacdes e biofilme que

produz a polarizagdo por concentragdo. Nestes casos, sao necessarios o controle das

variaveis do processo como ajuste do pH, temperatura, pressao, concentracdo dos

solutos no fluido de alimentacdo do sistema, tipo de membrana, etc. (Habert et al

2006).



2.6.2 Liofilizacao

A liofilizagao pode ser definida como um processo de secagem de um produto
previamente congelado em que a maior parte da agua € removida por sublimagdo
(mudanga direta do estado solido para o gasoso), utilizando-se baixas temperaturas de
secagem a pressao reduzida. Sua utilizagdo ¢ extremamente relevante em processos
que se pretendem manter a viabilidade ou atividade bioldgica na condigcdo de
desidratacdo (Pitombo, 2005; Silva, 2022). Este processo envolve vdrias etapas que
necessitam de ajuda de equipamentos para serem controladas para que garantam a
preservacdo fisicas e quimicas das substancias. Como a sublimagdo permite a
evaporacdo da dgua e a concentracdo do soluto, isto minimiza os danos térmicos e
quimicos as proteinas, evitando sua desnatura¢do, agregacdo ou degradacdo
enzimatica (Rosa et al, 2019), trazendo beneficios na preservagdo original das
estruturas e menor volume.

O processo de liofilizagdo passa por trés etapas: A primeira etapa consiste no
congelamento inicial, onde o produto ¢ resfriado a temperaturas muito baixas, com o
objetivo de cristalizar toda a 4gua da amostra. Na segunda etapa ocorre a sublimagao,
que ¢ a principal da liofilizagdo, fase em que o gelo ¢ removido diretamente por
sublimagdo com ajuda de uma bomba a vacuo, onde a pressao € reduzida para facilitar
a sublimacdo da dgua. Por fim, a terceira etapa ¢ o processo conhecido como a
dessor¢ao, conhecido também como secagem, tem o objetivo de remover a agua
residual da amostra, a qual ainda se encontra em quantidades minimas. Nesta fase, a
temperatura ¢ ligeiramente aumentada, de forma moderada, para remover a umidade
restante que esta ligada de forma fisica (Brasil®, 2024, Silva, 2022), garantindo um
produto que mantém suas caracteristicas originais. Entretanto, além do custo elevado
do procedimento, o tempo de processamento pode levar muitas horas.

A liofilizacdo ¢ habitualmente usada para desidratacdo de produtos, seja ele
farmacéuticos, biotecnologicos ou produtos alimenticios limitados, tais como: café,
especiarias, carnes, ingredientes alimenticios, frutas e folhas. Esta técnica ¢ realizada
em baixa temperatura, na qual preserva-se a funcionalidade, a viabilidade celular e os
valores nutricionais mesmo ap6s a remog¢ao da agua no processo de desidratagdo.
Industrias que lidam com produtos de origem bioldgica, especialmente aquelas com
alta margem de lucro, consideram a liofilizagdo uma boa opg¢ado de desidratacdo para

produzir produtos de alta qualidade, proporcionando melhor retencao de ingredientes
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ativos, propriedades de textura e preservagdo da cor (Caballero et al, 2016; Hua et al,

2010).

Figura 3 - Diagrama de fases da 4gua no ponto triplo.
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Fonte: Metta et al, 2012.

Estudos recentes também mostram que a liofilizacdo potencializa a
recuperacdo proteica em matrizes como leite, soro de leite e proteinas vegetais. Souza
e colaboradores (2020), ao trabalharem com isolados proteicos de feijdo, verificaram
que a liofilizagao preservou a solubilidade e a capacidade emulsificante das proteinas,
enquanto métodos de secagem convencionais reduziram significativamente essas
propriedades. Ja4 em pesquisas com polpas de frutas e extratos vegetais, a liofilizagdo
foi considerada a técnica mais eficiente para reten¢do de proteinas, antioxidantes e
minerais, mesmo em longo periodo de armazenamento (Silva et al., 2019).

Assim, a liofilizacdo se destaca nao apenas como método de conservacao, mas
também como estratégia para obtengdo de concentrados proteicos de alta qualidade,
na qual impede a deterioragdo e o crescimento microbiano, além de manter a estrutura
e atividade bioldgica das proteinas, representando uma ferramenta essencial na
pesquisa € no desenvolvimento de alimentos funcionais e ingredientes de origem

vegetal (Brasil’, 2024; Karunnanithy et al, 2024).

2.7 Método de Kjeldahl para determinac¢io de proteinas

Exposto no ano de 1883, em uma reunido da sociedade dinamarquesa de
quimica, pelo quimico dinamarqués Johan Gustav Christoffer Thorsager Kjeldahl

(1849-1900), o método baseia-se na determinacao do nitrogénio organico total de uma
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amostra bioldgica, sendo este um dos procedimentos mais usados atualmente. O
método original foi criado para a industria cervejeira no intuito de acompanhar
mudangas no teor de proteinas em graos durante a germinagdo e fermentagao (Costa,
2022), trazendo a ideia de um método simples, de facil aplicacao e preciso.

Em todos esses anos de utilizagdo, houve algumas modificagdes. O método
consiste em trés etapas: digestdo da amostra, destilagdo e titulagdo. A primeira fase é
a digestao, na qual a amostra juntamente com acido sulfrico € uma mistura catalitica
(usada para acelerar o processo de reacdo), ¢ aquecida até que o carbono e o hidrogénio
sejam oxidados a CO> e H>O. Ocorrendo a conversdo do nitrogénio da amostra em
ions NH4" que reage com o H2SO4 resultando em sulfato de amodnio. A digestdo precisa
conter H2SO4 residual para reter o NH3 como NH4" (Costa, 2022).

Em seguida, destilacdo, a 4gua e uma solug¢do alcalina (hidréxido de s6dio) s@o
adicionados no recipiente e, ocorre a transformagdo do ion NH4" em NHs. A solugdo
segue para destilagdo com o objetivo de se coletar o NHs. A destilagdo direta a vapor
diminui drasticamente o tempo necessario para o processo (Costa, 2022).

J& na etapa titulacdo, € usado o 4cido borico (H3;BO3) para reagir com a amonia.
Posteriormente, uma solucao padrdao de HCI de concentracdo conhecida ¢ adicionada
ao meio até que a cor da solucdo mude de verde para violeta. A quantificacdo de
nitrogénio total na amostra se d4 pelo calculo estequiométrico, no qual um mol de NH3

requer um mol de HCI (Costa, 2022), como podemos observar na Equacao 1.

Equagdo 1- Processo de reacao para determinacao de Nitrogénio.
H,S0,

Matéria organica S0;+S0,+C0O,+ H,0 + (NH,),S0,

(NH4)ZSO4 + 2Na0H Z) Na2504 + 2NH3 T +H20
NH; + H;BO; - NH,H,BO3
2NH,H,BO3 + H,S0, —» (NH,),S0, + 2H;B03

Fonte: Mello, 2020

Apds o processo para determinacdo de nitrogénio, o teor de proteina €
determinado indiretamente utilizando-se um fator de conversdo, como demonstrado

através das equacdes (2), (3) e (4) abaixo.



Naliquota = FC * Vg—b * 0,0014 (Eq 2)

N(%) = Satiauetas , 10 (Eq. 3)
amostra

P(%) = N(%) * FC (Eq. 4)

Onde, FC = fator de corregdo; V,_j, = volume de acido gasto na titulagdo da
amostra (mL) — volume de 4cido gasto na titulacdo do branco (mL); 0,0014 = constante
que representa a massa de nitrogénio (em g) correspondente a 1 mL de acido 1 N;
Najiquota = quantidade de nitrogé€nio obtida na titulagdo (g); Mgmestrq = massa da
amostra analisada (mg ou g, conforme padronizacao do calculo); N(%) = porcentagem

de nitrogénio total; P(%) = proteina bruta.
3 METODOLOGIA
3.1 Materiais

As folhas da OPN foram obtidas na cidade de Patos de Minas, no estado de
Minas Gerais. Apds o processo de coleta das folhas, as mesmas passaram por um
processo de higienizagdo, onde foram lavadas folha por folha em solugado clorada 1%
com 20 ml hipoclorito de s6dio em 1000 ml de a4gua e armazenadas a -56°C durante
24 h para que estas fossem secas e transformadas em farinha. Para obtencao da farinha,
as folhas da OPN foram submetidas a liofilizacdo por um periodo de 24 h. Em
seguidas, as folhas foram trituradas em um mini mixer elétrico Lelong e liquidificador
industrial. A farinha obtida foi armazenada a temperatura ambiente. Os reagentes

utilizados foram de grau analitico (Adaptado de Costa, 2022; Souza, 2022).
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3.2 Metodologia Experimental
3.2.1 Caracterizacao das folhas da OPN

Para caracterizar as folhas e a farinha da OPN, foram realizadas as seguintes
analises: teor de umidade (Cecchi, 2003), cinzas (Lutz, 1985) e proteinas por Kjeldahl
com o fator de corre¢do de 6,25 (Souza, 2022).

3.3 Extracao alcalina/Precipitacao isoelétrica combinada com ultrassom

O método alcalino utilizado de extragao foi adaptado segundo as metodologias
de Costa (2022) e Souza, (2022).

Inicialmente, foi adicionada em 4gua deionizada a 70°C, na solucdo de 1:25
(m/m). Em seguida, adicionou-se uma solu¢ao alcalina de NaOH (foram testadas em
duas concentragdes 0,25 M e 2 M) em cada amostra até obter-se o pH 10.
Posteriormente, as solugdes foram direcionadas a dispersao no liquidificador industrial
(Metvisa) por 10 min, transferidas para béckeres e levadas para agitagdao por 30 min.,
sob temperatura de 45°C no banho ultrassonico a 40 kHz. Apos a agitagdo, os solidos
insoluveis foram removidos por centrifugagdo (NT-810) a 3400 rpm a 4°C por 25 min.
As proteinas solubilizadas presentes no sobrenadante foram retomadas via
precipitagdo isoelétrica através de ajuste do pH para 3 com adi¢do de HCIl em duas
concentragdes (0,25M e 2M). Apds a precipitacdo das proteinas, a solucdo foi
centrifugada nas mesmas condigdes de rotagdo, tempo e temperatura (3400 rpm a 1599
x g a4 °C por 25 min). O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso
em agua deionizada e o pH da solugdo ajustado para 7,0. Ao final, a solu¢do contendo
as proteinas foi liofilizada e para posterior quantificagdo proteica do extrato seco pelo

método de Kjeldahl.
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Figura 4 - Processo de obtengdo da proteina da OPN pelo exercicio da

EA+Ultrassom.
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3.4 Extracao alcalina/Precipitacio isoelétrica

Seguindo a metodologia adaptado de Souza (2022) a farinha seca de OPN foi
dispersa em agua deionizada na proporcao de 1:25 (m/m) em um liquidificador
industrial (Metvisa) por 10 min. Em seguida agitou-se com ajuda de um peixinho em
um agitador magnético a temperatura controlada de 65 °C por 180 min. Apos este
processo, a solucao foi centrifugada na velocidade de 3400 rpm a 4 °C por 25 min para
remog¢ao da mucilagem. Ao precipitado, foi adicionada novamente a 4gua deionizada
a temperatura ambiente na mesma propor¢ao ja descrita, e o pH foi ajustado para 10
com solu¢do de NaOH 2 M para solubilizagdo das proteinas. A solugdo foi mantida
sob agitacdo magnética a 60 °C por 120 min. Repetiu-se o processo de centrifugagao
nas mesmas condigdes de rotacdo, tempo e temperatura (3400 rpm a 1599 x ga 4 °C

por 25 min), onde as proteinas presentes no sobrenadante foram recuperadas via
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precipitagdo isoelétrica sob o pH 3, cujo pH foi ajustado com solugdo de HC1 2 M. Em
seguida, o precipitado foi ressuspenso em agua deionizada e o pH da solugdo ajustado

para 7,0 para posterior liofilizagdo e quantificacao proteica pelo método de Kjeldahl.

Figura 5 - Processo de obtengdo da proteina da OPN pelo exercicio da EA.
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3.5 Concentracao das proteinas por microfiltracao

Adaptados de Fiegenbaum (2023) e Fonseca (2019). No intuito de obter-se um
maior rendimento e concentrar-se a maior quantidade de proteina possivel, o PSM foi
usando para garantir esse potencial. Apos a solubilizagdo das proteinas, durante o
processo utilizou-se uma membrana de acetato de celulose para realizar-se a

ultrafiltracdo. O método consistia na diluicdo da solubilizagdo em agua destilada,



obtendo-se um volume de 400 mL que entrava como alimentagdo no PSM (Cross-
flow) em uma tensao de 9 V, para que houvesse a separagao do retentado e permeado

a fim de garantir uma maior eficacia no processo de extragao de proteinas

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise fisico-quimica das folhas in natura e da farinha seca da OPN

Na tabela 3 sdo apresentados os resultados das analises de proteina, umidade e
cinzas das folhas in natura e da farinha seca da OPN. Nota-se que o valor de proteina
foi similar ao encontrado na literatura com valor de 17,36% na matéria seca

(EMBRAPA, 2019).

Tabela 3 - Andlise fisico-quimica das folhas in natura e da farinha seca da OPN.
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CONSTITUINTES (%) FOLHAS IN FARINHA SECA
NATURA
PROTEINA ‘ 3,038 = 0,0369 17,31 +£0,0128
UMIDADE ‘ 88,23 +0,1239 14,32 + 0,0231

CINZAS ‘ 2,78 £ 10,0281 14,94 £ 0,5621

As folhas in natura evidenciam dados (proteinas, umidade e cinzas)
semelhantes encontradas por Taketi e colaboradores (2009), de 3,1; 89.,5; 3,1.
Enquanto a farinha da OPN segue a valores semelhantes (umidade e cinzas) a
metodologia exibida por Almeida e colaboradores (2014) que foram de 12,46; 14,81;
que utilizou-se a secagem em estufa para obter-se a farinha de ora-pro-nébis. Ao
comparar os resultados das metodologias utilizadas, percebe-se simetria quanto a

secagem por liofilizagao.
4.2 Extracao Alcalina e Extracao Alcalina Combinada com Ultrassom

A extracdo de proteinas da OPN apresentou rendimentos distintos quando
conduzida por método alcalino convencional e quando associada a aplicacdo de

ultrassom, conforme observado na tabela 4.
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Tabela 4 - Média da proteina extraida (%) por método de extracao

alcalina/precipitacao isoelétrica convencional e combinada com ultrassom, determinadas pelo

método de Kjeldahl.
METODO PH DA CONCENTRACAO RESULTADO (%)
PRECIPITACAO DE NAOH E HCL
ISOELETRICA
EA ‘ 3 2M e 2M 24,16+ 0,4141
EA+ULTRASSOM ‘ 3 2M e 2M 18,925+ 0,0008

EA+UTRASSOM ‘ 3 0,25M e IM 7,296+ 0,0345

*Letras sobrescritas diferente indicam diferenca significativa entre os tratamentos (Turkey, p < 0,05).

Os dados obtidos permitem uma analise comparativa entre os diferentes
protocolos aplicados e fornecem subsidios para compreender os fatores limitantes
relacionados a matriz vegetal, especialmente a influéncia da mucilagem caracteristica
da espécie.

A anélise de variancia (ANOVA) revelou efeito altamente significativo dos
métodos de extracao sobre o teor de proteinas extraidas; p < 0,0001). O teste de Tukey
HSD mostrou diferencgas estatisticas entre todos os pares de métodos avaliados,
indicando que cada tratamento produziu rendimentos distintos. Dessa forma, pode-se
concluir que a escolha do método de extragdo tem impacto direto e relevante na
eficiéncia da recuperagdo proteica, sendo um fator determinante para a otimizacao do
processo.

A EA apresentou rendimento médio de 24,16% em relacdo ao extrato seco,
enquanto a EA+Ultrassom resultou em rendimento de aproximadamente 18,92% e
EA+Ultrassom com concentragdo dissemelhante apresentou o menor resultado com

média de 7,29%, como mostra os Graficos (1 ¢ 2).



Grafico 1 - Boxplot da proteina extraida por método

Distribuicdo da proteina extraida por método

Proteina extraida (%)

12.5F

10.01

7.5¢F

1 1 1 L
EA (2M) EA(2M) EA+Ultra(0,25M) EA+Ultra(2M)
Método de extracéo

Fonte: Autor 2025

As analises graficas das médias de proteina extraida pelos diferentes métodos
evidenciaram variagdes significativas entre os tratamentos. O método de extragao
alcalina (EA, 2M) apresentou o maior rendimento (24,16 + 0,041%), a caixa (box)
estara posicionada mais alto no eixo y, indicando maior rendimento. Como o desvio €
muito pequeno, a altura da caixa e o tamanho dos "bigodes" serdo curtos, mostrando
baixa variacdo nos dados. Seguido por EA+ULTRA (2M) (18,92 + 0,0008%) Caixa
em nivel intermediario, abaixo do EA (2M), o desvio ¢ ainda menor, indicando
altissima consisténcia dos resultados (quase sem variacao) e, por fim, EA+ULTRA
(0,25M) (7,29 £+ 0,0345%) caixa mais proxima da base do grafico (menor rendimento).
Pequeno desvio também, mas com valores bem mais baixos, indicando menor
eficiéncia do método.

A baixa sobreposicao das barras de erro e a consisténcia dos resultados
demonstram elevada reprodutibilidade dos ensaios e reforcam a confiabilidade das

diferengas observadas, representadas no Grafico 2.
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Grafico 2 - Representacdo de barras com letras de Tukey com média e desvio padrao da

extragdo de proteinas por diferentes métodos
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Fonte: Autor, 2025.

Dessa forma, as andlises de varidncia (ANOVA) e o teste de comparagdes
multiplas de Tukey puderam ser aplicados com validade, confirmando diferencgas
estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os métodos de extracao.

No presente estudo, o uso de NaOH 2 M e HCI 2 M resultou no melhor
rendimento, sendo os maiores entre os métodos testados. Essa eficiéncia pode ser
atribuida a forte capacidade do NaOH 2 M em romper ligacdes na parede celular e
solubilizar as proteinas, expondo-as para posterior precipitacdo. Mendes (2019), em
estudo com folhas de OPN, relatou que solucdes alcalinas de maior molaridade
apresentam maior poder de extragao inicial, especialmente em matrizes ricas em fibras
e mucilagens.

Por outro lado, ¢ necessario considerar que concentragdes muito elevadas de
NaOH podem induzir alteragdes irreversiveis na estrutura das proteinas. O excesso de
alcalinidade pode promover hidrélise parcial de cadeias polipeptidicas e desnaturagao,
resultando na perda de algumas propriedades funcionais (Barros; Silva; Oliveira,
2018). Isso significa que, embora o rendimento quantitativo seja satisfatorio, a
qualidade funcional das proteinas deve ser analisada em estudos complementares.

A precipitagdo com HCI1 2 M, por sua vez, promoveu a redugdo abrupta do pH,
resultando em eficiente precipitagdo da fracdo proteica. No entanto, altas
concentragdes de acido também podem levar a formagdo de agregados insoluveis,
arrastando parte da proteina com polissacarideos da mucilagem e interferindo na

pureza do concentrado obtido (Rocha, 2022).
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E notado que a utilizagdo do ultrassom nio promoveu aumento da eficiéncia de
extragdo proteica, mas sim uma reducgdo significativa do rendimento quando
comparado ao método convencional. Mostrando que os dados podem refletir ndo
apenas na eficiéncia dos métodos, mas também a interagdo entre as proteinas da OPN,
a displicéncia e a fragdo mucilaginosa, que desempenha papel central no processo.

Em teoria, a aplicag@o do ultrassom favorece a extracao por meio do fenomeno
de cavitagdo acustica, que gera microbolhas e rupturas localizadas na parede celular,
aumentando a difusao do solvente e liberando compostos intracelulares (Jadhav et al.,
2021). Estudos com outras matrizes vegetais, como chia e amaranto, relataram
aumentos significativos no rendimento proteico quando se utilizou ultrassom
associado a extracdo alcalina (Zhu; Zhang; Yang, 2019).

No entanto, no caso da OPN, o rendimento foi inferior. Esse resultado pode
estar relacionado a presenca de mucilagem, cuja alta viscosidade reduz a eficiéncia da
cavitagdo e, consequentemente, da liberagdo de proteinas.

De acordo com Santos (2021), a mucilagem da OPN interage fortemente com
proteinas por meio de ligagdes de hidrogénio e interagdes eletrostaticas, formando
complexos que reduzem a recuperacdo proteica. Nesse contexto, o ultrassom, ao invés
de auxiliar, pode ter promovido a formagdo de agregados insoluveis proteina-
mucilagem, diminuindo o rendimento da precipitagao.

Os aspectos estruturais da matriz foliar da OPN, em especial a presenga de
mucilagem, interfere significativamente na recuperagdo da fragdo proteica, uma vez
que ao entrar em contato com um pH com maior alcalinidade, a formacao da
mucilagem era instantanea, formada por grumos como mostra a Figura 6. E devido o
tempo que a solugdo passava em contato a esse pH, o gel formado ia ficando mais

espesso, levando a perda de proteinas que ficava retida nesse gel.
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Figuras 6 - Formagao de grumos e gel do extrato em contato com pH alcalino.

Fonte: Autor 2025

Outra condi¢do avaliada foi o resultado da extragdo alcalina combinada com
ultrassom na solucdo de NaOH 0,25 M, seguida de precipitacdo isoelétrica com HCI 1
M que resultou em rendimento inferior aos demais testes, com média de 7,29%. Esse
resultado pode estar relacionado a concentracao do reagente (NaOH 0,25 M) que pode
ter limitado a solubilizacdo inicial das proteinas, gerando perda da mesma. Outro
aspecto a considerar ¢ que a precipitacdo com HCI 1 M, embora menos agressiva que
a com HCI 2 M, pode nao ter sido suficientemente eficaz para dissociar todos os
complexos formados, resultando em menor recuperagdo proteica final.

Os rendimentos obtidos neste estudo (18,92% e 24,16%) estdo em consonancia
com dados da literatura sobre OPN e outras espécies vegetais. Mendes (2019) relatou
valores entre 22% e 25% para extracdo alcalina de Pereskia aculeata utilizando
condi¢cdes moderadas de pH. Costa (2022) ao expender seus dados obteve-se
resultados entre 21% a 27%. Souza (2022) apresentou 31% de rendimento. Rocha
(2022) observou que a associagdo entre extragdo alcalina e precipitacdo isoelétrica
pode elevar o rendimento para at¢ 30% quando as condigdes de pH sdo
cuidadosamente ajustadas.

Em outras fontes vegetais, como amaranto e quinoa, Barros et al. (2018)
reportaram rendimentos variando entre 22% e 28% em condi¢des similares, enquanto

na soja valores superiores a 40% sdo frequentemente registrados (Li; Chen; Zhang,
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2020). Tais comparagdes evidenciam que a OPN revela um potencial como fonte
proteica, embora a presenca de mucilagem represente um desafio adicional.

Dessa forma, o valor de 24,16%, obtido na EA convencional deve ser
interpretado como resultado de um processo que maximiza a solubilizagdo, mas pode
comprometer parcialmente a integridade das proteinas extraidas.

Quanto ao experimento conduzido no uso das membranas na tentativa de
concentracdo das proteinas da ora-pro-ndbis este falhou em atingir a concentragao
esperada devido a formagdo de mucilagem gelificada que causou fouling severo da
membrana e declinio abrupto do fluxo. Resultando na perda da membrana ¢ a ndo

filtragdo para sele¢do do macronutriente.

4.3 Influéncia da mucilagem na extracio proteica

Se tratando de um biopolimero encontrando nas folhas de plantas, a mucilagem
¢ um atributo marcante das folhas de OPN, representando até 20% da matéria seca
(Lima et al., 2020). Esse polissacarideo solivel possui elevada viscosidade e
capacidade de formar géis em meio aquoso, o que impacta diretamente a eficiéncia da
extracdo de proteinas.

Durante a extracao alcalina, a mucilagem tende a se solubilizar juntamente com
as proteinas, aumentando a viscosidade da solucdo e dificultando a separagdo por
centrifugacdo. Além disso, hd a formacao de complexos proteina-polissacarideo, que
reduzem a quantidade de proteina disponivel para precipitagdo isoelétrica (Capitani et
al., 2013).

Esse fendmeno explica a diferenca entre os rendimentos obtidos. Nas
condigdes de NaOH 2 M e HCI 2 M, tanto convencional, quanto combinada ao
ultrassom a forca das solugdes foi capaz de romper parte dessas interagdes, resultando
em maiores recuperacdes. Ja na condi¢do de NaOH 0,25 M e HCl 1 M associada ao
ultrassom, a combinagdo da viscosidade da mucilagem e a menor for¢a das solugdes
reduziu a eficiéncia do processo, resultando em rendimento inferior.

As perdas associadas a mucilagem sdo consistentes com estudos em outras
espécies vegetais mucilaginosas. Ramos et al. (2019) destacaram que em sementes de
chia e linhaga, a co-precipitagdo de proteinas com mucilagem reduziu em até 30% o

rendimento proteico, mesmo apds otimizagao do pH.
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A extracdo prévia da mucilagem ¢ uma opg¢ao para viabilizar com a extragao
de proteinas da OPN, ainda que a mucilagem possa conter pequenas quantidades de
proteina ligada a sua cadeia, Além de melhorar o rendimento da extragdo de proteinas,
a retirada prévia da mucilagem no processo favorece a sua aplicacdo em sistemas
alimentares, o que se deve sobretudo ao seu efeito estabilizante e emulsificante

(Conceigao et al., 2014).

4.4 Implicacoes tecnologicas

A extracdo de proteinas vegetais envolve desafios tecnoldgicos devido a
presenca de polissacarideos, fendis, entre outros compostos, que dificultam a
solubilizagdo e a purificagdo. Do ponto de vista tecnoldgico, método de extragdo como:
alcalino, isoelétrico, enzimatico, fisico-assistido por ultrassom ou micro-ondas,
impacta diretamente no rendimento e na funcionalidade das proteinas (solubilidade,
emulsificacdo, formacdo de espuma e gelificacdo) (Silva; Coelho; Oliveira, 2018;
Lima et al., 2020).

A remocao de interferentes (mucilagem, taninos, clorofila) ¢ crucial para se
obter uma proteina com melhor pureza e propriedades tecnoldgicas. A escolha de
solventes, pH e forca i6nica influencia a estrutura conformacional das proteinas,
afetando digestibilidade e bioatividade (Chandran, 2024; Hewage ef al, 2022; Peréz et
al, 2019).

Técnicas inovadoras, como ultrassom, altas pressdes hidrostaticas e
membranas de ultrafiltracdo estdo sendo aplicadas para aumentar o rendimento e
preservar as propriedades funcionais. Segundo Day (2013), o aproveitamento das
proteinas vegetais depende de processos que mantenham suas funcionalidades
tecnologicas para aplicagdo na industria de alimentos, em especial como substitutos da
proteina animal.

Os resultados obtidos pelo presente estudo tém implicagdes diretas para o
aproveitamento da proteina de OPN como complemento de fonte alternativa de
proteina vegetal para uso em formulagdes alimenticias. A condicdo de NaOH 2 M e
HCI 2 M apresentou maior rendimento, mas deve ser avaliada quanto a preservagdo
das propriedades funcionais da proteina. Por outro lado, a condi¢cdo de NaOH 0,25 M

e HC1 1 M com ultrassom, embora tenha resultado em menor rendimento, pode gerar
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proteinas com menor degradacdo quimica, o que pode ser vantajoso em aplicagdes
sensiveis.

Além disso, a presenga de mucilagem no concentrado proteico pode ser
explorada tecnologicamente, uma vez que esse polissacarideo confere propriedades
espessantes e estabilizantes. Dessa forma, concentrados proteicos de OPN podem
apresentar aplicacdo em produtos funcionais, bebidas enriquecidas e alimentos

estruturados.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que a ora-pro-nobis (Pereskia
aculeata Mill.) apresenta relevante potencial como complemento a fonte proteica a
base de proteina vegetal, tanto pelo teor intrinseco de proteina em suas folhas (17,31%
na matéria seca) quanto pelos rendimentos alcancados nos diferentes métodos de
extracdo avaliados. A extragdo alcalina convencional, utilizando solugdes de NaOH 2
M e HCI 2 M, apresentou o maior rendimento (24,16%), confirmando a eficiéncia
desse protocolo em romper a matriz celular e solubilizar as proteinas. Entretanto, €
necessario ponderar que concentragdes elevadas de reagentes podem comprometer a
integridade estrutural das proteinas, o que merece atengao em estudos futuros.

A associagdo da extragdo alcalina ao ultrassom, ao contrario do esperado, nao
promoveu ganhos de rendimento, resultando em valores inferiores (7,29% e 18,92%).
Esse desempenho pode ser explicado pela interacdo entre a mucilagem caracteristica
da espécie e as proteinas, uma vez que a elevada viscosidade e a capacidade de formar
complexos proteina-polissacarideo reduzem a eficiéncia da precipitagdo isoelétrica.
Assim, a mucilagem mostrou-se um fator determinante no processo, tanto como
limitante da recuperagdo proteica quanto como possivel aliada em aplicagdes
tecnologicas, devido as suas propriedades espessantes e estabilizantes.

Comparagdes com a literatura demonstram que os rendimentos obtidos neste
trabalho estdo de acordo com os relatados para a OPN e outras espécies vegetais
mucilaginosas, ainda que abaixo dos valores classicos encontrados para culturas
consolidadas, como a soja. Tal fato reforca a necessidade de otimizagao dos protocolos
de extracao e, possivelmente, da remoc¢ao ou modificagdo da fragao mucilaginosa para

melhorar a recuperacao proteica.

41



Do ponto de vista tecnoldgico, as evidéncias confirmam que a escolha das
condi¢des de extragdo — incluindo concentragdo de reagentes, pH e método fisico
associado — impacta diretamente na qualidade e na aplicabilidade da proteina isolada.
Nesse sentido, a proteina da OPN pode ser explorada em formulagdes alimenticias
funcionais, bebidas enriquecidas e produtos plant-based, especialmente se conciliado
0 aproveitamento sinérgico da proteina e da mucilagem.

Quanto ao PSM apresentou limitagdes significativas devido a intensa formacao
de mucilagem, caracteristica intrinseca da matriz vegetal. Para avanco do uso da
microfiltracdo, recomenda-se fortemente um pré-tratamentos para remog¢ao ou
degradacdo da mucilagem (enzimaticos ou fisico-quimicos), assim como testar
membranas alternativas.

Este estudo contribui, portanto, para o avango do conhecimento sobre a
extracdo de proteinas de OPN, apontando tanto as barreiras impostas pela matriz
vegetal quanto as oportunidades tecnoldgicas de sua utilizagao, refor¢cando o potencial

da espécie como fonte sustentavel e alternativa de proteina vegetal.
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